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Introduccién

Ha habido controversias respecto al posible pasaje de serotonina (5-
hidroxitriptamina) a través de la barrera hematoencefalica (BHE), si bien en
muchos trabajos se insiste en que no la atraviesa, existen evidencias de lo
contrario.™®

Dado que por muchos afios se consider6 a la BHE como una unidad
esencialmente  histolégica, con permeabilidad selectiva determinada
principalmente por las uniones estrechas del endotelio periférico, que solo
permiten el pasaje de moléculas liposolubles y de un tamafio menor a los 400
daltons, se usaba este argumento para mostrar que la serotonina sélo cumplia
parcialmente con estos requisitos y por lo tanto no podia atravesarla.

Pero actualmente se ha incorporado el concepto de unidad neurovascular®, en
la cual la interaccion entre astrocitos, endotelio y células del sistema inmune
regula en forma dinamica la permeabilidad selectiva de la BHE, asi como el
patrén de expresion génica de distintos transportadores endoteliales, con lo cual
ya no es posible basarnos en el criterio histolégico/morfologico de la BHE para
predecir cuan permeable sera a distintos compuestos.

La serotonina es una de las moléculas mas antiguas filogenéticamente, que
se encuentra en el sistema nervioso central (SNC) de vertebrados e
invertebrados y juega un rol de neurotransmisor/neuromodulador. También
funciona como sefal de desarrollo en el SNC y modula varias funciones
fisiologicas en la periferia

Mas aun, considerando que en la clinica hay manifestaciones claras de que la
serotonina atraviesa la BHE, este grupo de investigacion decidiéo encarar un
estudio in vivo sobre este hecho. Para ello se encar6 un estudio de
radiomarcacion con los emisores-gamma: 1-131 y con Tc-99m, de serotonina y
otros compuestos relacionados, como triptamina y N,N-dimetiltriptamina (DMT)
para poder comparar su posible captacion y cuantificarla in vivo.

Materiales y métodos

Se sintetiz6 [*'l]2-iodoserotonina y la identificacion se realizé mediante 'H- y
C- RMN vy espectros de masa directos de impacto electronico (IE-EM); la
serotonina también se marco con Tc-99m. La serotonina marcada se inyectd en
conejos por la vena marginal de la oreja. Se realizaron estudios de
biodistribucidn dinamica en camara-gamma. Se evaluaron la captacion cerebral,
el clearance plasmatico y la excrecién renal.

Los resultados se compararon con otras indolalquilaminas, que estudiaramos
previamente,” como triptamina y DMT.

Para ello fue necesario sintetizar DMT a partir del acido indol-3-acético
mediante las etapas sucesivas de esterificacion, amidacion y reduccion de la
amida formada en la cadena lateral a la amina N,N-dimetilada, DMT, segun
metodologia que desarrollaramos para N,N-dimetilalquilaminas.? La pureza de
cada paso de sintesis y del producto final se determiné mediante 'H- y *C-RMN,
IE-EM y espectrometria de masa de alta resolucion (EMAR).
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DMT vy triptamina se marcaron con INa radioactivo, determinandose la
eficiencia de la marcacion y la pureza radioquimica. Se us6 CGL y EM.

Todos los experimentos con animales se realizaron con protocolos aprobados
por el Comité Institucional para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Medicina, UBA, y de conformidad con los principios
internacionalmente aceptados en el cuidado y uso de animales de
experimentacion.

Los estudios in vivo se realizaron con conejos europeos machos endocriados,
ca. 2.500 g, en jaulas metabolicas individuales, con pienso estandar y agua ad
libitum. Fotoperiodo de doce horas. Los conejos fueron cateterizados en la vena
marginal de la oreja, evitando asi el paso hepatico; se inyectd solucion salina y
cada ["*'l]-indolalquilamina con una actividad de 11,1 MBq (= 300 mCi)/kg peso
corporal.

Las imagenes fueron adquiridas cada 10 seg hasta 3 min, luego cada 30 seg
hasta 60 min y después a los 90, 120, 180, 240, 360 min y 7 dias d.i. Las
regiones de interés (ROIs) fueron: cerebro, corazon, rifilones, higado y vejiga.
Los graficos de clearance y decaimiento se obtuvieron para los 6rganos diana.

Se determino el clearance plasmatico con las triptaminas marcadas con[131-]
y [99m-Tc], recogiendo muestras de sangre a diferentes tiempos en viales de
peso conocido. Se midieron en un contador-gamma automatico y los resultados
se expresaron como cuentas por minuto (cpm)/g de sangre, que después de la
correccion por decaimiento se llamé actividad especifica. Se hicieron graficos de
In(actividad especifica) vs tiempo.

Se estudid la excrecion renal en muestras de orina (jaula metabdlica).
Alicuotas de la orina se cromatografiaron, se visualizaron las manchas y se
midieron en el detector-gamma. Ademas se estudiaron los posibles metabolitos
por cromatografia de gases-espectrometria de masa (CG-EM).

Se efectué ademas la captacion de estructuras cerebrales nucleares y medulla
oblongata, con disecciéon de bulbo, pedunculo y tubérculo olfatorios, corteza
cerebral, cerebelo y medulla oblongata. Se midi6 la radioactividad de cada
homogenato y se identificaron los compuestos radioactivos.

El analisis estadistico se efectué por analisis de varianza (ANOVA) y el test ¢
de Student.

Resultados y Discusion

La pureza de 2-iodoserotonina se comprobd mediante CG, siendo superior al
99%. [131-l]serotonina se obtuvo con una eficiencia de marcacién cercana al
90%. La pureza radioquimica fue también muy alta, del 98,0%. La [131-
l]serotonina mostré el mismo comportamiento que marcada con Tc-99m en
relacion con la biodistribucion en los ROls, captacion cerebral, tiempo de
residencia y excrecion.

La serotonina marcada cruzé la BHE, entr6 en el cerebro del conejo y fue
completamente excretada en orina 10 minutos después de la inyeccion. La
captacion en el cerebro se expresé como porcentaje de dosis inyectada de
serotonina marcada. El metabolito principal excretado en orina fue identificado
por CG-EM como acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) y en menor proporcién, 5-
hidroxitriptofol (5-HTOL).

La actividad de serotonina en el cerebro se comparé con otras indolaquilaminas
estudiadas en nuestros laboratorios. La triptamina como neuromodulador del
neurotransmisor serotonina se comporté de una manera similar, fue captada
rapidamente en el cerebro y completamente excretada 10 min d.i.

En cambio, DMT marcada entré en el cerebro 10 seg d.i., cruzé BHE y se unié
a los receptores; luego se excretd parcialmente por via renal. Se la detecto en la
orina dentro de las 24 hs después de la inyeccion (d.i.) y permanecié en el
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cerebro aun después de cesar la excrecion por orina; se detecté hasta 0,1% de
la dosis inyectada a los 7 dias d.i. en el bulbo olfatorio.

Asimismo, teniendo en cuenta que DMT vy triptamina se comportan como
agonistas de los receptores serotoninérgicos: 5-HT,. y 5-HT,, los relacionados
con aminas traza: TAARs, y los sigma-1, la union a estos ultimos permitid
explicar el diferente comportamiento en el cerebro de ambas indolalquilaminas.
La permanencia en el cerebro se pudo explicar ademas porque DMT y otras
N,N-dialquiltriptaminas son sustratos de transportadores. Pudimos determinar
que a altas concentraciones, DMT es captada por el transportador de serotonina
y ademas almacenada en vesiculas por el transportador vesicular 2 de
monominas, siendo liberada ante estimulos apropiados. Mas aun, el
almacenamiento en vesiculas evita la degradaciéon de DMT por monoamino-
oxidasa (MAO). Asimismo, la marcacion con I-131 demostré ser una herramienta
util para llevar a cabo estudios in vivo a tiempos largos.

Conclusion

Nuestros resultados demostraron que la serotonina intravenosa cruza la BHE,
detectandose en el cerebro ca. 0,06% de la dosis inyectada mediante un método
de medicion muy sensible, fiable y no invasivo.

También lo hicieron las otras triptaminas usadas para comparacion, como la
triptamina que se comportd como serotonina, tal como lo esperabamos. En
cambio una parte de DMT marcada con |-131 permanecio en el cerebro durante
al menos 7 dias d.i. Esta permanencia en el cerebro tiene importantes
implicancias clinicas, ya que los pacientes con alteraciones de la percepcion
presentan indolalquilaminas metiladas en sus fluidos biolégicos, como
bufotenina, O-metilbufotenina y DMT, como hemos podido comprobar
anteriormente.®"

La serotonina es el neurotransmisor de los receptores serotoninérgicos,
mientras que DMT vy triptamina se comportan como agonistas de los receptores
serotoninérgicos: 5-HT.a y 5-HT.c, los relacionados con aminas traza: TAARs, y
los sigma-1. El diferente comportamiento de la N,N-dialquiltriptamina DMT se
pudo explicar por la unidn a estos ultimos y porque es sustrato de
transportadores: el transportador de serotonina (SERT) y transportador vesicular
2 de monominas (VMAT2) que la almacena en vesiculas siendo liberada ante
estimulos apropiados. El almacenamiento en vesiculas evita la degradacion de
DMT por monoamino-oxidasa (MAO).
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