00 379
wa

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS

RECEPTORES NICOTINICOS EN EL NUCLEO DORSAL
DEL RAFE: CARACTERIZACION FARMACOLOGICA E
IMPLICACIONES CLINICAS

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
( BIOLOGIA EXPERIMENTAL)

P R E S ENT A

MARIA DEL CARMEN; FRIAS DOMINGUEZ

,gc\E‘\JC"/‘S
DIRECTOR DE T;?}S‘;Rﬂjm’ﬂts%el’ MIHAILESCU LUCIAN

< N

MEXICO, D. F. & NOVIEMBRE, 2003

CoORDINACION

A




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



O EN CIENCIAS BIOLOGICAS
POSGRAD COORDINACION

rEADAD DL TIORAL
ASreMA CF
MEXKO

Ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunion ordinaria del Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Biologicas, celebrada el dia 2 de junio de 2003, se acordé poner a su consideracion el
siguiente jurado para el examen de grado de Maestria en Ciencias Biologicas (Biologia Experimental) del
alumno(a) Frias Dominguez Maria de! Carmen, con nimero de cuenta 85347735, con la tesis titulada:
“Receptores nicotinicos en el nucleo dorsal del rafe: caracterizacion farmacologica e implicaciones
clinicas.”, bajo la direccién del(a) Dr. Stefan Mihailescu Lucian.

Presidente: Dr. David Erasmo Garcia Diaz
Vocal: Dr. José de Jesis Garcia Colunga
Secretario: Dr. Stefan Mihailescu Lucian
Suplente: Dra. Maria Elvira Galarraga Palacio
Suplente: Dra. Silvia Leticia Verdugo Diaz

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F., a 30 de octubre de 2003.

c.c.p. Expediente del interesado

o




RECONOCIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autonoma de México, en particular a la Facultad de
Ciencias, Facultad de Medicina y al Instituto de Fisiologia Celular,..por..los
conocimientos adquiridos y el apoyo recibido.

Al CONACYT por los apoyos recibidos a través del financiamiento al proye.cto No:30
840-M y de la beca No. 167155, mismos que representaron un apoyo fundamental en
la consecucioén de la mvestlgacmn y sus resultados. :

A los Doctores David Erasmo Garcia Diaz, Marfa EIvnra Galarraga PalaC|o y Stefan
Mihailescu Lucian, miembros del Comité Tutoral, SsU” , -
orientacion; sus conocimientos y experiencia S|gn|flcaron un aporte mvaluable en el
diserio y conclusién de esta Tesis. TR

......



CONTENIDO

1esssnese ieseans
ttesscrsasratecas

Sesesetssesrtitiscees

Aretessitsaseeranes

1.4 Funcnones del ND einfluencia:dela nlbcotlna sobre éstas
Ciclo sueno vngll a
Suefio MO_R,

Actividad' 'motbra- fasica

Ansnedad

2. Planteamlento del problema 2 27




las neuronas del NDR, PPT y LDT ....

7. Discusidn

7.3 Actividad - recfprocak d asi ne ronas serotonmerglcas del
collnerg|cas'd
8. Conclusmnes

9, Bnblnograﬂa /

3. Hipdtesis........... reertensireriaterrresieneerirenirians B T S PO DR SRR Y OUOR N S .28




I. RESUMEN

El nicleo dorsal del rafe (NDR) se localiza en la linea media del tallo cerebral
por debajo del acueducto, entre el puente y el mesencéfalo y posee el mayor grupo
de neuronas serotoninérgicas del cerebro, siendo el principal origen de la inervacién
serotoninérgica del encéfalo. Este nucleo controla una amplia variedad de eventos
fisiolégicos y patoldgicos, tales como: el ciclo suefo-vigilia, el suefio de movimientos
oculares rdpidos (MOR), la generacion de las espigas ponto-geniculo-occipitales
(PGO), la actividad motora fdsica, el comportamiento alimenticio, las funciones
cognitivas, la depresidon y la ansiedad. Se considera que el NDR ejerce un control
inhibidor sobre el suefo MOR vy las espigas PGO, a través de sus proyecciones con
las neuronas colinérgicas MOR-on y PGO-on de los nucleos laterodorsal tegmental
(LDT) y pedunculopontino tegmental (PPT), que generan el sueiio MOR vy las espigas
PGO.

La nicotina, alcaloide del tabaco, ejerce diversas acciones en el organismo,
muchas de las cuales estdn mediadas, por la serotonina liberada desde [as neuronas
serotoninérgicas del NDR. En este sentido se ha encontrado que tanto la serotonina
como la nicotina reducen los episodios de suefio MOR e inhiben la generacién de las
espigas PGO.

La presencia de receptores nicotinicos en las neuronas del NDR, tanto a nivel
somatodendritico como presindptico, permite suponer que la nicotina actia de
manera directa sobre estas neuronas, estimulando la liberacién de serotonina.

Este trabajo se enfocé al estudio de los efectos de la nicotina sobre el NDR,
habiéndose encontrado que la nicotina ejerce efectos estimuladores sobre la
frecuencia de disparo de dos terceras partes de las neuronas serotoninérgicas del NDR
y sobre la liberacién de serotonina, muy probablemente debidos a la accion directa
de la nicotina sobre dichas neuronas. Por otra parte la nicotina provocé efectos
inhibidores en el resto de las neuronas estudiadas, los cuales fueron mediados por la
serotonina misma. Adicionalmente la nicotina provocé incremento de la liberacién de
serotonina en presencia de tetrodotoxina, accién que fue bloqueada tanto por la
mecamilamina (blogueador inespecifico de los receptores nicotinicos) como por la
metilcaconitina (bloqueador de los receptores nicotinicos 7). Esto pone de
manifiesto un efecto estimulador somatodendritico y/o presindptico de la nicotina
sobre la liberacién de serotonina que, sin embargo, fue significativo solo a dosis altas
de nicotina (215 umy). Por dltimo, el incremento de la frecuencia de disparo de las
neuronas del NDR generado por la administracién de nicotina en este nicleo, se
acompandé de una inhibicion simultdnea de la frecuencia de disparo de las neuronas
colinérgicas del LDT y del PPT, la que fue bloqueada por antagonistas de los
receptores 5-HT,, (espiperona, propranolol y WAY 100635), hallazgo que puede
explicar la supresidn de las espigas PGO, que se ha observado en otros estudios tras
la administracion sistémica de la nicotina.

Los resultados obtenidos apoyan la idea de que diversos efectos, generados por
la administracion de nicotina, en los cuales se encuentra implicado el NDR, tienen su




explicacién, al menos en parte, en las accuones que la nlcotlna ejerce dlrectamente
sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR. «




1. ANTECEDENTES
1.1 EL nicleo dorsal del rafe (NDR)

El nacleo dorsal del rafe se localiza en la linea media cerebral, en el Iimite
entre el mesencéfalo y el puente; por debajo del acueducto cerebral y dorsal al
fasciculo longitudinal medial (Paxinos y Watson, 1982). Este nucleo contiene el
mayor grupo de neuronas serotoninérgicas del cerebro (Dahlstrom y Fuxe, 1965) y
representa la principal fuente de inervacién serotoninérgica del encéfalo. Pertenece al
grupo de ntcleos serotoninérgicos superiores, junto con el nucleo caudal lineal, el
nicleo mediano del rafe y un grupo de neuronas localizadas en el ntcleo pontis
oralis (Jacobs y Azmitia, 1992). Ha sido dividido en los subntcleos dorsal, medial,
ventral, ventrolateral, lateral y caudal (Charara y Parent, 1998) (Figural). '

Este nucleo se encuentra involucrado en multiples funciones del organlsmo, asi -
como en diversas alteraciones del mismo.

Aferencias del NDR.

Grupos de neuronas aferentes, liberadoras de diversos neurotransmisores,
ejercen acciones inhibidoras o excitadoras sobre las neuronas del NDR.

El grupo de aferencias mas importante proviene de los otros nicleos del rafe;
asi, se ha reportado la presencia de fibras comisurales entre pares de neuronas
bilaterales del NDR, en embriones de rata (Wallace y Lauder, 1983). En animales
adultos se han descrito conexiones entre las neuronas serotoninérgicas del NDR, del
nicleo del rafe magno y el nicleo paragigantocelular lateral (Kalen y col., 1985). Las
neuronas serotoninérgicas del NDR son inhibidas por la serotonina, debido a-la
existencia de autorreceptores somaticos de tipo 5-HT,, (Sprouse y Aghajanian, 1987),
cuya estimulacion produce hiperpolarizaciéon por aumento de la conductancia para
potasio (Aghajanian y col., 1987, Innis y col., 1988; Williams y col., 1988).

Las aferencias colinérgicas del NDR provienen del nticleo vestibular superior
(Kalen y col., 1985), del nicleo pedunculopontino tegmental (PPT) y del ntcleo
lateodorsal tegmental (LDT) (Woolf y Butcher, 1989); mientras que las aferencias
dopaminérgicas provienen de la sustancia nigra y del drea ventrotegmental
(Aghajanian y Wang, 1978; Kalen y col., 1985).

El hipotdlamo envia fibras al NDR a partir del drea predptica y de los ntcleos
hipotaldmicos laterales (Sakai y col., 1977); las fibras hipotaldimicas son tanto
histaminérgicas como peptidérgicas (Panula, 1986; Krieger, 1983). El NDR recibe
aferencias noradrenérgicas del locus coeruleus y subcoeruleus (Aghajanian y Wang,
1978). Tanto las aferencias noradrenérgicas como las histaminérgicas mantienen la
actividad de disparo de las neuronas serotoninérgicas del NDR durante la vigilia y el
suefio de ondas lentas, actuando sobre receptlores de tipo o, y H,, respectivamente
(Vandermaelen y Aghajanian, 1983; Sakai y Crochet, 2001).

El cerebro anterior y la habénula lateral envian fibras glutamatérgicas al NDR
{Aghajanian y Wang 1977); estas fibras terminan tanto en las neuronas
serotoninérgicas como en las neuronas GABAérgicas (Nishikawa y Scatton, 1984).




Figura 1. Cuerpos de ncuronas scrotoninérgicas en los nicleos del rafe del cerebro medio
demostrados con imunohistoquimica para serotonina. A: Imagen de bajo aumento de una
seccion coronal a través del cercbro medio. El grupo de neuronas serotoninérgicas
mostradas, da la inervacion serotoninérgica de varias regiones del encéfalo. B: Imagen de
mayor aumento mostrando neuronas scrotoninérgicas del nticleo dorsal del rafe y del nicleo
mediano del rafe. El nicleo dorsal del rafe se encuentra por debajo del acueducto. En plano
transversal cste nticleo se puede dividir en un grupo ventromedial, que se encuentra entre los
fasciculos longitudinales mediales y por arriba de éstos, y un grupo dorsomedial, ubicado
por debajo del acueducto y dos grandes grupos laterales; (Las letras cn la figura
corresponden a: A, acueducto cerebral; D, niicleo dorsal del rafe; M, nticleo magno del rafe).
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Las aferencias GABAérgicas del NDR tienen su origen en el hipotdlamo lateral
y posterior, el drea predptica lateral, la sustancia nigra pars reticulata, el area ventral
tegmental, el drea ventral tegmental pontina, la sustancia gris periacueductal pontina,
el ndcleo palido ventral, el nicleo predptico medial, el ndcleo parabraquial lateral y
el nucleo paragigantocelular dorsal (Gervasoni, y col., 2000). El GABA liberado tanto
de las interneuronas como de las fibras aferentes, ejerce un efecto inhibidor ténico
sobre la frecuencia de disparo de las neuronas del rafe (receptores de tipo GABA,
somaticos) y sobre la liberacion de serotonina (receptores de tipo GABA;,
presinapticos).

Se han descrito un gran numero de aferencias peptidérgicas al NDR,
habiéndose encontrado en este ntcleo cuerpos neuronales y terminales nerviosas que
presentan una inmunorreactividad moderada para la sustancia P y receptores para ésta
(Ljungdahl y col., 1978; Mantyh y col., 1984). Los bloqueadores de los receptores
para la sustancia P, de tipo NK1, aumentan la frecuencia de disparo de las neuronas
serotoninérgicas del rafe y tienen acciones antidepresivas tanto en animales como en
humanos (Kramer y col., 1998; Santarelli y col., 2001).

Se ha comprobado la existencia de receptores para la angiotensina Il tipo AT,
dentro del NDR (Moulik y col., 2002} y de conexiones bidireccionales entre el NDR y
el érgano subfornical (Lind, 1986).

Fibras B-endorfinicas y encefalinicas pueden ser también encontradas en el
NDR de ratas (Bloom y col., 1978; Khachaturian y col., 1983). :

Pocas fibras con mmunorrcactnvndad para Ia colecistocinina (CCK) estan’
presentes en el interior del rafe (Van Dijk y col., 1984; Vanderhaeghen y col, 1980).
La CCK produce la despolarizacién de las neuronas serotoninérgicas actuando sobre
receptores de tipo CCK-A (Boden y col., 1991).

Dentro del NDR se encuentran fibras con inmunorreactividad para el
neuropéptido Y (Chronwell y col.,, 1985). El neuropéptido Y inhibe tanto los
potenciales inhibidores lentos, inducidos por la estimulacién de los receptores 5-HT, .
en neuronas serotoninérgicas del rafe, como los potenciales postsindpticos
excitadores lentos, inducidos por la estimulacién de los receptores a1 adrenérgicos,
en las mismas neuronas (Kombian y Colmers, 1992).

Se ha comprobado la existencia de fibras neurotensinérgicas que hacen
sinapsis con neuronas serotoninérgicas y GABAérgicas del NDR, cuyo origen es el
ntcleo parabraquial (Petrov y col., 1992). La neurotensina incrementa la frecuencia
de disparo de las neuronas serotoninérgicas localizadas en la parte ventral del NDR
(Jolas y Aghajanian, 1996).

Las neuronas serotoninérgicas del NDR poseen receptores para el factor
liberador de corticotropina (CRF) (De Souza y col.,1985; Romagnano y Joseph, 1983;
Kirby y col., 2000). La administracion de dosis bajas del CRF en el NDR produce
efectos inhibidores sobre la frecuencia de disparo de las neuronas serotoninérgicas
(Kirby y col., 2000).
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Proyecciones neuronales del NDR

Las eferencias o proyecciones neuronales que emite el NDR son la base
morfolégica de las relaciones funcionales existentes entre este nucleo vy otras -
estructuras, asi como de los efectos que diversas sustancias exogenas, qu lnterflren :
con la actividad del NDR, pueden generar en el organismo. ’

Algunas fibras serotoninérgicas de las regiones mediales y Iaterales del NDR
proyectan en las neuronas de la médula espinal en monos (Mantyh y-Pesschansky,
1982).

Las fibras ascendentes con origen en e! rafe pertenecen a dos fasciculos
importantes, un fasciculo dorsal que contiene fibras con origen en las alas laterales y
en las regiones ventromediales del NDR y un fasciculo ventral que incluye fibras de
las neuronas serotoninérgicas de la linea media del rafe (Schofield y Everitt, 1981). En
ratas adultas la mayoria de las proyecciones ascendentes del rafe son ipsilaterales
(Jacobs y col., 1978; Levitt y Moore, 1978).

Las neuronas serotoninérgicas del NDR envian proyecciones al cuerpo estriado
y a la sustancia nigra (Imai y col., 1986), con efectos inhibidores sobre la liberacién
de dopamina en estas dreas (Gervais y Rouillard, 2000; De Deurwaerdere y col.
1998). Se han descrito proyecciones serotoninérgicas al drea ventrotegmental y al
nucleo acumbens (Van Bockstaele y col., 1994). La serotonina aumenta la liberacion
de dopamina en el niucleo acumbens actuando sobre receptores de tipo 5-HT,
localizados en las neuronas dopaminérgicas del d&rea ventrotegmental (De
Deurwaerdere y col., 1998).

Las neuronas serotoninérgicas de la region interfascicular del NDR proyectan
en el hipocampo y en el septum, ejerciendo efectos inhibidores sobre las neuronas de
estas regiones (Azmitia, 1981; Penington y Reiffenstein, 1986).

La amigdala recibe proyecciones inhibidoras de las neuronas serotoninérgicas
localizadas en la region ventromedial del NDR (Ma y col, 1991; Wang y Aghajanian,
1977).

Neuronas serotoninérgicas del NDR proyectan en las neuronas colinérgicas de
los nucleos laterodorsal tegmental y pedunculopontino tegmental, conexiones que
constituyen el substrato morfolégico del control inhibidor de las neuronas
serotoninérgicas del rafe sobre el suefio MOR vy las espigas ponto-geniculo-occipitales
(Honda y Semba, 1994; Steininger y col., 1997; Mihailescu y col., 2001).

La corteza frontal recibe fibras serotoninérgicas de la region rostral y lateral del
NDR (O Hearn y Molliver, 1984). Las proyecciones corticales de las neuronas del
rafe son finas y muy ramificadas (Kohler y col, 1980).

Neuronas de las alas laterales del NDR proyectan al ntcleo caudado vy al
putamen, donde ejercen acciones excitadoras (Steinbusch y col., 1981; Steinbusch y
col., 1980; Park y col., 1982).

Un ndmero substancial de neuronas dopaminérgicas del NDR proyectan en e|
nicleo acumbens, mientras que pocas proyecciones de este tipo han-sido: encontradas
en el septo lateral, la corteza prefrontal medial. y el estnado dorsal (Stratford y
Wirsthafer, 1990). : T :




Caracteristicas. morfolégicas de las neuronas del NDR

Las neuronas serotoninérgicas representan aproximadamente un tercio de la
poblacién. neuronal - total del NDR, mientras que las neuronas GABAérgicas
representan del 25 al 30%. El nimero total de neuronas serotoninérgicas del NDR en
ratas es de 11,000, mientras que las neuronas no serotoninérgicas, correspondientes a
varias subpoblaciones, representan 24,000 células. Las neuronas serotoninérgicas
estdn en aposicidn con oligodendrocitos (Azmitia, 1978) y sus dendritas se extienden
a través de la capa ependimal en el fluido cerebroespinal (Jacobs y Azmitia, 1992).
Las neuronas serotoninérgicas estan frecuentemente asociadas con vasos sanguineos
grandes, con su cuerpo celular o prolongaciones en la vecindad de las células
endoteliales (Azmitia, 1978; Descarries y col., 1982).

En ausencia de un marcador especifico, las neuronas secretoras de serotonina
son dificiles de distinguir de las no serotoninérgicas. El cuerpo celular de las neuronas
serotoninérgicas del rafe es triangular o fusiforme, con su didmetro mayor de 15 a 35
pm, el cual es mayor que el de las neuronas no serotoninérgicas (10-15 um), con 4-7
dendritas primarias {Li y col., 2001). Las neuronas serotoninérgicas de rata poseen
dendritas con espinas, caracteristica ausente en las neuronas no serotoninérgicas del
mismo nucleo (Li y col., 2001).

Las neuronas serotoninérgicas pueden ser destruidas selectivamente por la 5,7-
dihidroxitriptamina inyectada dentro del ventriculo lateral (Baumgarten y col., 1972;
Bjorklund y col., 1975).

Caracteristicas electrofisiolgicas de las neuronas del NDR - registros extracelulares

En estudios in vivo Aghajanian y col. (1978) mostraron que de acuerdo con su
patrén de descarga, hay tres tipos de neuronas en el NDR: las neuronas tipo | que
descargan lentamente (0.25-2.0 Hz) y de manera regular y espontdnea; las neuronas
tipo 1l que son células con disparo muy lento o silentes y las neuronas tipo Il que son
células rapidas (>2.0 Hz) y con un patrén de descarga frecuentemente irregular.
Estudios histoquimicos y electrofisioldgicos prueban que las neuronas tipo | son
serotoninérgicas (Aghajanian y col., 1974; Wang y col., 1978).

En rebanadas de cerebro las neuronas serotoninérgicas del NDR exhiben
propiedades electrofisiologicas similares a las observadas in vivo. Asi, Mosko y Jacobs
(1976) mostraron que la mayoria de las neuronas en el NDR descargan con
frecuencias de 0.8-2.5 Hz, muy similares a las de las células tipo | de los
experimentos in vivo. Los mismos autores también describen una poblacion de
neuronas rapidas (3.0-11.6 Hz) correspondientes a las neuronas tipo Il de los estudios
in vivo; estas neuronas disparan de manera irregular y frecuentemente en rafagas.
Mosko y Jacobs también describieron un patrén oscilatorio (on-off) de descarga, de las
neuronas del NDR, con periodos de alta frecuencia alternados con periodos de
frecuencia mucho menor. La duracién de estos periodos fue de un rango de 10 a 50
segundos. Un patrén similar fue descrito para neuronas del NDR in vivo (Mosko y
Jacobs, 1974),




Caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas del NDR - registros intracelulares

- En ratas, las neuronas serotoninérgicas:del -NDR- tienen un potencial de
membrana de alrededor de -60 mV 'y, comparados con las neuronas no
serotoninérgicas, valores medios de amplitud-de-las espigas mayores, (126.vs.. 104
mV), potenciales mds anchos (3.6 vs. 0.9 ms):.y una constante de tiempo de la
membrana de 7.4 vs. 55 ms (Li y col.,, 2001). La respuesta de las neuronas
serotoninérgicas del NDR a corrientes despolarizantes largas y débiles consiste en una
actividad de disparo regular y baja (1-6 Hz), mientras que en las neuronas no
serotoninérgicas la frecuencia de disparo alcanza, en condiciones similares, valores
aproximados de 20 Hz (Li y col., 2001). Las neuronas serotoninérgicas presentan
posthiperpolarizaciones amplias y duraderas (10 mV, 150 'ms), asi como
despolarizaciones lentas entre los potenciales de accién, inducidos por estimulos
despolarizantes (Crunelli y «col.,, 1983; Li y col, "2001).~ Los estimulos
hiperpolarizantes inducen una corriente catiénica despolarizante (corriente h) en -
neuronas no serotoninérgicas, pero no en células serotoninérgicas {Li'y col., 2001).

Farmacologia de las neuronas del NDR

In vivo e in vitro la actividad espontinea de las neuronas del NDR es
altamente dependiente de la estimulacion noradrenérgica tdnica. En animales intactos
la reserpina (Baraban et al., 1978) y los bloqueadores de receptores o. adrenérgicos
(Baraban y Aghajanian, 1980a y 1980b; Marwaha y Aghajanian, 1982; Menkes y col.,
1981) inducen la desaparicion de la actividad espontinea de disparo en muchas
neuronas. En rebanadas de cerebro (Vandermaelen y Aghajanian, 1983), la
estimulacién con norepinefrina, generd una frecuencia maxima de disparo de 6 Hz,
en neuronas presuntamente serotoninérgicas.

Las neuronas serotoninérgicas del NDR son inhibidas por el GABA, el cual se
libera de terminales nerviosas que se originan tanto fuera (sustancia nigra y habénula)
como dentro de este nicleo; en el dltimo caso el GABA es producido por neuronas
serotoninérgicas y no serotoninérgicas (Harandi y col., 1987). Los receptores para
GABA expresados por las neuronas seroroninérgicas del NDR son de 2 tipos: “A”,
estimulados por muscimo! y bloqueados por bicuculina y picrotoxina y “B”, mismos
que son estimulados por baclofen e inhibidos por faclofen.

Las neuronas serotoninérgicas del NDR emiten colaterales axdnicas que hacen
sinapsis a nivel somatodendritico con ellas mismas o con neuronas vecinas (Wang y
Aghajanian, 1977). La actividad de estas neuronas es inhibida por la serotonina y el
LSD, aplicados en este nucleo (Aghajanian y col., 1972; Aghajanian y col., 1982), por
inhibidores de la monoaminooxidasa (MAQ) administrados en la circulacién sistémica
(Aghajanian y col., 1970) y por inhibidores de la recaptura de serotonina (Sheard y
col., 1972).

Las acciones inhibidoras de la serotonina sobre la frecuencia de disparo de las
neuronas serotoninérgicas del NDR se deben principalmente a la estimulacion de los
autorreceptores somatodendriticos, del tipo 5-HT,, (Sprouse y Aghajanian, 1987), la
cual produce hiperpolarizacién por incremento de la conductancia de la membrana al
potasio (Aghajanian y col., 1987; Innis y col., 1988; Williams y col., 1988). Tal
estimulacion produce ademds disminucion de la sintesis (Hjorth y Magnusson, 1988)
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y liberacién de serotonina (Davidson y Stamfort, 1995), Las ‘neuronas - del NDR
también poseen, en el drea somatodendritica y.en sus. termlnales axonicas, receptores
5-HT,5 y 5HT,p, cuya estimulacién disminuye la llberaCIon de serotonlna (Davndson y
Stamford, 1995; Sprouse y Aghajanian, 1987). ... .. ... i B
La sensibilidad de las neuronas a la serotonina endogena se ve reduada por
acciones antidepresivas, que incrementan la neurotransmisién serotoninérgica, tales
como la accién de farmacos inhibidores de la recaptura de serotonina (citalopram) y
antidepresivos triciclicos o la privacién del suefio de movimientos oculares rapidos
{Chaput y col., 1986; Jolas y col., 1994; Maudhuit y col., 1995 y 1996). El mecanismo
involucrado en esta accion es una desensibilizacién de  los autorreceptores
somatodendriticos 5-HT,, en el NDR (de Montigny y col., 1981; Blier y de Montigny,
1987; Blier y col., 1984, 1986, 1987; Chaput y col., 1986; le Poul y col., 1995). Otra
explicacién podria ser la regulacién a la baja del transportador de serotonina,
observada después del tratamiento crénico con paroxetina (Pifieiro y col., 1994).
Estudios electrofisiclégicos e inmunohistoquimicos recientes, han puesto de
manifiesto que las neuronas no serotoninérgicas del NDR, pueden ser también
hiperpolarizadas por la estimulacién de los receptores 5-HT,, y que un numero
significativo de estas neuronas expresa dichos receptores, si bien, se encontraron
neuronas que no los expresan (Kirby y col., 2003). Adicionalmente, se observé que la
estimulacién de los receplores o, adrenérgicos con fenilefrina, provocé la descarga de
neuronas silentes, tanto serotoninérgicas como no serotoninérgicas, con un patrén de
disparo similar entre ellas y una frecuencia ligeramente por debajo del rango
previamente reportado para las neuronas serotoninérgicas (Kirby y col., 2003).

Receptores serotoninérgicos

Actualmente se conocen catorce tipos de receptores serotoninérgicos, mismos
que han sido clonados. Estos receptores se agrupan, de acuerdo con su origen
genético, la homologia de su secuencia de aminodcidos y las cascadas intracelulares
que afectan, en siete familias (Hoyer y col., 1994); cinco de éstas (5-HT,, 5-HT,, 5-
HT,, 5ht, y 5HT,) estdn acopladas a proteinas G, las cuales regulan la actividad de la
adenilciclasa y de la fosfolipasa C. Los miembros de la familia 5-HT, producen
inhibicion de la adenilciclasa, mientras que la estimulacion de los receptores 5-HT,,
5ht, y 5HT, genera efectos opuestos. Los receptores 5-HT, estimulan a la fosfolipasa
C. El acoplamiento intracelular de los receptores 5-HT; es desconocido (Saudou y
Hen, 1994; Buhot y col., 1995). El receptor 5-HT, difiere de todos los otros subtipos
de receptores serotoninérgicos ya que es un canal iénico dependiente de ligando, que
conduce selectivamente cationes monovalentes (Maricq y col., 1991).

1. 2 La Nicotina y los receptores nicotinicos neuronales
La nicotina es un alcaloide presente en el tabaco; es una base volatil con un
pK, de 8.5, que se torna marrén y adquiere el olor del tabaco al exponerse al aire, es

uno de los pocos alcaloides naturales liquidos. Fue aislada de las hojas del tabaco,
Nicotiana tabacum, por Posselt y Reiman en 1828 y Orfila inicid los primeros




estudios farmacoldgicos del alcaloide en 1843 Langley Y chklnson en 1889 plntaron ,
el ganglio cervical superior de conejos con nlcotlna y: demostraron que su‘sitio de’
accién era el ganglio, y no las fibras nervnosas pregangllonares o postgangllonares
(Taylor P, 1990). S -

La nicotina es una substancia de consuderable lmportanC|a medlca por su
toxicidad, la dependencia a su uso y la amplia variedad de propiedades
farmacolégicas que posee.

Los receptores colinérgicos han sido divididos en muscarinicos y nicotinicos,
con base en la actividad agonista de los alcaloides naturales muscarina y nicotina,
respectivamente (Watson y col., 1987). Los receptores nicotinicos pertenecen a la
familia de canales i6nicos dependientes de ligando, junto con los receptores GABA,,
5-HT; y glicinérgicos.

El receptor nicotinico neuronal (Figura 2) es un pentdmero heterdlogo, con un
peso molecular de aproximadamente 300 kDa, compuesto de dos subunidades o y
tres no-a (comunmente llamadas B). Los genes para las subunidades de los receptores
nicotinicos neuronales codifican para péptidos formados de una porcién amino
terminal hidrofilica extracelular, seguida de tres dominios transmembranales
hidrofébicos (M1-M3), un lazo intracelular grande y un cuarto dominio
transmembranal (M4) (Changeux y col., 1992).

En vertebrados, se han identificado 12 genes que codifican para subunidades
de los receptores nicotinicos neuronales, lo que implica la posibilidad un gran
nimero de distintos receptores nicotinicos. Nueve de estos genes codifican para
subunidades o (a2-0.10), mientras que los tres restantes codifican para subunidades
(32-B4) (Sargent, 1993). Las subunidades a2, a3, a4, a5, a6, a7, B2, B3 y 4 han sido
clonadas en humanos (Anand y Lindstrom, 1990; Chini y col., 1992; Elliott y col.,
1996).

Segun estudios llevados a cabo con Nicotina-[H*] aproximadamente el 90% de
los receptores nicotinicos, presentes en el cerebro, contienen las subunidades a4 y B2
(Whiting y Lindstrom, 1986). En los ganglios autonémicos la mayoria de los
receptores nicotinicos contienen las subunidades a3 y B4 vy o3, o5 y B4 (Conroy vy
Berg, 1995). Los receptores nicotinicos que poseen la subunidad a7 representan la
mayoria de sitios de union de alta afinidad para la a.-bungarotoxina (a-Bgtx), presentes
tanto en el sistema nervioso central como en el periférico (Seguela y col., 1993).

La distribucion de las diferentes subunidades de los receptores nicotinicos en
el cerebro es altamente variable. La subunidad a2 se encuentra en el nucleo
espiriformis lateral del pollo (Daubas y col., 1990; Morris y col.,, 1990); las
subunidades a3 y B4 se encuentran en neuronas de los ganglios autonémicos, de la
retina, de los ntcleos habenulares, de la glindula pineal y del nicleo del tracto
solitario (Wada y col., 1989); las subunidades a6 y B3 han sido identificadas en
neuronas de los ganglios somatosensoriales y de los ndcleos centrales
catecolaminérgicos (Deneris y col., 1989; Le Novére y col., 1995); la subunidad o4 se
encuentra en las neuronas cocleares del oido interno, en neuronas de los ganglios
vestibulares y en todo el cerebro, exceptuando el estriado, el hipocampo y el
cerebelo, encontrandose especialmente densos en el tilamo (Wada y col., 1989); la
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Figura 2. Principales tipos de receptores nicotinicos y su estequiometria.




subunidad B2 se encuentra en todo el sustema nervioso (Wada y col., 1989).

Los homooligémeros formados.por. las. subunldades a7.0 a8 tienen una alta
permeabilidad para el calcio (pCa®*/pNa* >15) ‘mientras_que las subunidades a2 a
a6, en combinacién con las subunidades: p2 ‘7forman‘heteroollgomeros con.una
permeabilidad para calcio mucho mas: baja (pCa“/pNa =O 5-2.5) (McGehee y Role,
1995).

Los agonistas cldsicos de Ios receptores nlcotmlcos son: acetilcolina, nicotina,
dimetilfenilpiperazinio, citisina, (+)anatoxina-a, anabaseina; a los que, en la ultima
década, se han anadido nuevos compuestos, como epibatidina, ABT-418, RJR-2403,

"SIB-1765F, GTS-21 (Gotti y col., 1997). B

Son antagonistas de los receptores nicotinicos: d-tubocurarina, dihidro-p-
eritroidina, metilcaconitina (MLA), mecamilamina, clorisondamina, hexametonio,
decametonio, o-Bgtx. La a-Bgtx y la MLA se unen con mucho mayor afinidad a los
homooligémeros a7 que a los heterooligébmeros «2-0.6/32-84 (Mc Gehee y Role,
1995).

Con base en su localizacion neuronal, los receptores nicotinicos cerebrales
pueden ser clasificados en somatodendriticos, pre-terminales y terminales. La
estimulacion de los receptores somatodendriticos puede producir tanto corrientes
entrantes rdpidas como lentas y el efecto de su estimulacion es abolido por el
bloqueador de canales rapidos para Na*, tetrodotoxina (TTX) (Mc Gehee y Role,
1995). Los receptores pre-terminales se localizan en el axén y el efecto de su
estimulaciéon también es bloqueado por la TTX; receptores de este tipo han sido
descritos en neuronas GABAérgicas interpedunculares (Lena y col., 1993). Los
receptores nicotinicos terminales (presindpticos) estdn localizados en las terminales
axonicas presindplicas y son insensibles a la TTX. Se cree que la mayoria de los
receptores nicotinicos en el cerebro estdn localizados presindpticamente y que su
funcidn mas importante es modular la liberacion de varios neurotransmisores
(McGehee y Role, 1995; Wonnacott, 1997). Esta idea es fuertemente soportada por
pruebas experimentales que muestran que la nicotina, actuando en receptores
presindpticos, modula o induce directamente la liberacién de noradrenalina,
dopamina, acetilcolina, glutamato y serotonina (Vizi y Lendvai, 1999).

La estimulacion de receptores nicotinicos presentes en sinaptosomas (Soliakov
y Wonnacott, 1996) o expresados en las células HEK293 (Staudermaman et al., 1998)
y en las IMR32 (Golli y col., 1995) produce un incremento de! influjo de sodio y
calcio, el cual despolariza la membrana y activa canales para calcio dependientes de
voltaje. Esto conduce a un incremento transitorio de la concentracidn intracelular de
calcio, el cual es responsable de la mayoria de los efectos de la estimulacién de estos
receptores, tales como la modulacién de la liberacién de neurotransmisores (Sacaan y
col., 1995; McGehee y col., 1995), el crecimiento de neuritas (Pugh y Berg, 1994), la
regulacion temprana de los niveles de trascripcion genética (Greenberg y col., 1986) y
la activacion de segundos mensajeros (McNicol y Schulman, 1992).

La exposicion crénica a la nicotina induce una disminucién de la sensibilidad
de los receptores nicotinicos del cerebro, misma que se caracteriza por ser rapida y de
larga duracién. Este proceso es distinto de la desensibilizacion cldsica observada con




otros agonistas, principalmente en cuanto a su lenta reversibilidad. Ademds, la
velocidad de desensibilizacién de dichos: receptores es dependiente de los tipos de
subunidades que los componen, asi, los receptores que contienen las subunidades
a3p2 se desensibilizan 10 veces mds rapido_que.los.que contienen las.subunidades
a3B4 o a4p4, pero mas lento que los homooligémeros a7 (McGehee y Role, 1995).

La exposicion crénica a la nicotina incrementa la densidad de receptores
nicotinicos en el cerebro de ratas (Schwartz y Kellar, 1983) y humanos (Benwell y
col., 1988) asi como en células transfectadas (Peng y col., 1994). La regulacién a la
alta de los receptores nicotinicos con subunidades a4f2 y a7, inducida por la
nicotina, (Marks y col., 1983; Sanderson y col., 1993) ocurre con diferente intensidad
en distintas dreas del cerebro y requiere concentraciones de nicotina mds bajas que
las necesarias para la activacién de los receptores (Collins y Marks, 1996). Estudios
recientes de Molinari y col. (1998) y Whiteaker y col. (1998) realizados en células
aisladas, sugieren que la regulacion a la alta de los receptores con subunidades o432
y a7 no requiere de la activacion de los receptores o su desensibilizacién, ni de la
existencia de flujo idnico a través del canal. Adicionalmente, el estudio de Whiteaker
y col. (1998) sugiere que la mayoria de los receptores nicotinicos {(aproximadamente
85%) estdn localizados intracelularmente y que su regulacion a la alta es disparada
por la activaciéon de un receptor localizado en la membrana celular diferente de los
que abren los canales asociados a receptores nicotinicos. Los mecanismos de la
regulacién a la alta no estdn relacionados con un incremento en la velocidad de
sintesis de receptores (Marks y col., 1992) mds bien, estdn relacionados con la
disminucién del reciclaje de los receptores (Peng y col, 1994) o con un
desplazamiento de receptores, desde sitios subcelulares a la membrana plasmatica
(Bencherif y col., 1995).

Las consecuencias funcionales de la regulacién a la alta de los receptores
nicotinicos no son claras aun. Marks y col. (1983) han encontrado que la
administracién prolongada de nicotina, induce aumento de los sitios de fijacién de la
nicotina, asociado con tolerancia para algunos efectos centrales de la misma, tales
como los cambios de frecuencia cardiaca y de la temperatura corporal. En contraste
con estos datos, Ksir y col. (1985) han reportado que la exposicién crénica a la
nicotina incrementa en una manera dosis dependiente la actividad locomotora en
ratas y que este fendomeno esta asociado con aumento de la densidad de receptores
para nicotina. Estos hallazgos experimentales sugieren que la regulacion a la alta de
los receptores nicotinicos esta asociada con sensibilizacién a los efectos de la
nicotina. Una conclusion similar resultd de los estudios de Abdulla y col. (1995),
quién mostré que el tratamiento crénico con nicotina aumenta el nimero de células
responsivas a la nicotina en la corteza frontal. Estudios mds recientes indican que la
regulacion a la alta de los receptores nicotinicos de tipo a7, en neuronas corticales
embrionales de rata (Kawai y Berg, 2001) y de los receptores a4p2 en células K-177
(Buisson y Bertrand, 2001) esta asociada con un incremento de la respuesta de estos
receptores a agonistas.




1. 3. Efectos de la nicotina sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR
y sobre la liberaciéon de serotonina

La presencia de los receptores nicotinicos en neuronas del nucleo dorsal de
rafe ha sido confirmada en ratas (Segal y col., 1978; Bitner y col., 2000; Bitner y
Nikkel, 2002), ratones (Deutch y col., 1987; Marks y col., 1992) y humanos (Benwell
y col., 1988),

Estudios inmunohistoquimicos llevados a cabo recientemente por Bitner y col.
_(2000) y por Bitner y Nikkel (2002) indican que tanto las subunidades a4 como las
o7, de los receptores nicotinicos, estdn presentes en neuronas serotoninérgicas del
NDR.

En el estudio de Li y col. (1998), los agonistas de receptores nicotinicos 1,1-
dimetil-4-fenilpiperazinio (DMMP, 15 nM), nicotina (20 uM) y acetilcolina (30 uM en
presencia de atropina 5 pM) produjeron la despolarizacion del 60% de las neuronas
del rafe dorsal y la hiperpolarizacién del 40% restante. Los efectos despolarizantes
fueron bloqueados por el antagonista de los receptores a1 adrenérgicos, prazosin (1
1M), por la tetrodotoxina (TTX), por la solucién de perfusién baja en calcio y alta en
magnesio, por la mecamilamina (50 pM) y por el antagonista de los receptores
nicotinicos de tipo a7, metilcaconitina (MLA; 100 nM). Los antagonistas de los
receptores NMDA y AMPA, 2-amino-5-fosfonovalerato (APV; 100 uM) y 6,7-
dinitroquinoxalina (DNQX; 10 pM) no afectaron la respuesta despolarizante, lo que
excluye la participacion del glutamato en este tipo de respuesta. Por otro lado, la
respuesta hiperpolarizante fue reproducida por la serotonina y bloqueada por el
antagonista de los receptores 5-HT,,, pindobind (1uM) y por la mecamilamina (50
1M), pero no fue afectada por ninguno de los otros factores que bloquearon la
respuesta despolarizante, incluyendo a la MLA. La conclusién de este estudio fue que
los efectos despolarizantes de los agonistas de los receptores nicotinicos sobre las
neuronas del NDR dependen de la liberacién de noradrenalina inducida por la
estimulacion de receptores nicotinicos presindpticos de tipo alfaZ, mientras que los
efectos hiperpolarizantes se deben a la accién de la serotonina. De manera
interesante, la liberacién de serotonina inducida por el DMPP no fue sensible a la
administracién de TTX, a la disminucién del calcio en la solucién de perfusion vy al
bloqueo de los receptores a7 nicotinicos. Esta liberacién estuvo, sin embargo,
mediada por receptores nicotinicos debido a que fue bloqueada por la
mecamilamina. El sitio de liberacion de la serotonina pudo ser la regidn
somatodendritica o las terminales serotoninérgicas en el nucleo. Usando
experimentos de microdiélisis, Adell y col. (1993) han demostrado la existencia de
una liberacién basal somatodendritica de serotonina, que es independiente de calcio
y de TTX. Es posible que el DMPP haya estimulado este tipo de liberacion actuando
sobre receplores nicotinicos con subunidades «7. Esto supone, sin embargo, la
existencia de una corriente de calcio inducida por el DMPP en presencia de TTX,
fenémeno que no fue observado en los experimentos de Li y col., posiblemente
debido a su baja magnitud.




La estimulacién de los receptores nicotinicos con DMPP indujo liberacion de
serotonina en rebanadas de estriado de rala (Westfall y col., 1983). Este efecto fue
bloqueado por opiodes, TTX y por la remocién del calcio en la solucién de perfusion.
En sinaptosomas del estriado de rata, concentraciones bajas de nicotina (dosis efectiva
media=0.5 uM) indujeron la liberacién de serotonina y este efecto fue bloqueado por
la mecamilamina, la dihidro-B-eritroidina y la MLA, pero no por la TTX (Reuben y
Clarke, 2000). La liberacion de serotonina inducida por la nicotina en rebanadas del
estriado, aumentd por la administracion cronica del farmaco (Yu y Wecker, 1994),

El DMMP vy la lobelina pero no la nicotina, la citisina o la epibatidina
indujeron la liberacion de serotonina en rebanadas del hipocampo (Lendvai, y col.,
1996). Esta liberacion, que fue independiente del calcio y de la TTX y parcialmente
bloqueada por la mecamilamina, puede ser producida por el funcionamiento inverso
del transportador de serotonina, inducido por los agonistas de receptores nicotinicos
(Vizi y Lendvai, 1999). En contraste, Kenny y col. (2000) encontraron que la nicotina
(50-500 uM) induce la liberacién de serotonina en rebanadas del hipocampo, de una
manera dependiente de la concentracion. Este efecto fue reducido por la liberacion
simultinea de acetilcolina, la cual inhibe la liberacién de serotonina en el
hipocampo, actuando sobre receptores muscarinicos de tipo M,. La mecamilamina,
en concentraciones mayores de 0.5 puM, produjo la liberacién de serotonina, al
provocar el blogueo de la liberacién de acetilcolina al interior del NDR.

En el estudio de Engberg y col. (2000), la nicotina (50-400 ng/Kg, iv) indujo
una inhibicién transitoria (1-3 min) y de corta latencia (30 s), del 84.4% de las
neuronas serotoninérgicas en ratas anestesiadas. Este efecto fue antagonizado por la
mecamilamina (4mg/Kg, iv) y por el antagonista especifico de los receptores 5-HT,,,
WAY 100635 (0.1 mg/Kg, iv). En el mismo estudio, la aplicacién iontoforética de
nicotina dentro de NDR, no produjo inhibicién de las neuronas serotoninérgicas.

En el estudio de Guzman-Marin y col. (2001) llevado a cabo en ratas en libre
movimiento, la nicotina (0.1 mg/Kg, sc.) no cambié de manera significativa la
frecuencia de disparo de las neuronas del rafe durante la vigilia o el suefio de ondas
lentas, pero la incrementd de manera significativa durante el suefo MOR vy la
transicion del suefic de ondas lentas al suefio MOR. Es posible que los efectos
estimuladores de {a nicotina sobre las neuronas del rafe se vuelvan evidentes durante
el sueno MOR, cuando el efecto estimulador de las aferencias noradrenérgicas e
histaminérgicas esta reducido (Sakai y Crochet, 2001).

Usando microdialisis en ratas en libre movimiento, Summers y Giacobini
(1995) demostraron que la nicotina (0.2 mg/Kg, sc.) incrementa en un 36%, los
niveles de serotonina en la corteza fronto parietal de rata, efecto que se observéd 2.5
horas después de la inyeccion. Este efecto fue atribuido a la estimulacion de las
neuronas serotoninérgicas del NDR, debido a que no se han observado sitios de
fijacion de la nicotina en axones serotoninérgicos de la corteza {(Schwartz y col.,
1984) v no se han observado cambios en los niveles de la serotonina después de la
aplicacion directa de la nicotina en la corteza. En contraste con estos datos, Toth y
col. (1992) han observado un aumento de la liberacion de serotonina en la corteza
frontal tras la administraciéon de concentraciones altas de nicotina (100 mM) por




microdidlisis. Ribeiro y col. (1993) han reportado un incremento en la liberacion de
serotonina en la corteza frontal tras-la-administracion: S|stem|ca de nlcotma (2-8
mg/Kg), tanto en ratas anestesiadas como en ratas en vigilia.

La administracion aguda y subaguda de nicotina mcremento los niveles de
serotonina y de su metabolito, el Acido 5-hidroxiindol acético (5-HIAA), en el
hipotdlamo (Dominiak y col., 1984). La administracién crénica de nicotina en ratas en
libre movimiento incrementé los niveles de serotonina en el hipotdlamo, en el
hipocampo y en el cerebelo, efecto reproducido por la exposicién al estrés (inmersion
en agua) (Takada y col., 1995). En este estudio, la nicotina redujo el aumento de la
liberacion de serotonina inducido por el estrés en el hipocampo pero lo incrementd
en la corteza.

Las diferentes evidencias experimentales ponen de manifiesto efectos tanto
excitadores como inhibidores de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de las
neuronas serotoninérgicas del NDR y sobre la liberacion de serotonina, Considerando
la presencia de receptores nicotinicos en las neuronas serotoninérgicas del NDR,
estos efectos pueden ser directos. La insensibilidad de algunas respuestas a la TTX,
permite pensar en la participacion de receptores nicotinicos presindpticos en el
incremento de la liberacion de serotonina.

1. 4. Funciones del NDR e influencia de la nicotina sobre éstas

Diversos estudios sustentan la idea de que la nicotina altera directa o
indirectamente la actividad de las neuronas serotoninérgicas del NDR, que controlan
miltiples actividades nerviosas.

Ciclo suenio vigilia

En animales en libre movimiento la actividad de la mayoria de las neuronas
serotoninérgicas del NDR se encuentra correlacionada con el ciclo suefo vigilia;
durante la vigilia tranquila estas neuronas tienen un patrén de disparo regular y lento
(1-3 Hz), similar al descrito en ratas anestesiadas o en rebanadas de cerebro. Durante
el suefio de ondas lentas disparan a una frecuencia baja y de manera irregular,
mientras que durante el suefo de movimientos oculares rapidos (MOR) los episodios
de actividad espontdnea précticamente desaparecen (MaGinty y Harper, 1976). La
frecuencia de disparo de estas neuronas aumenta durante la vigilia activa (20%),
durante el despertar (40%) o tras la aplicacion de estimulos que producen el despertar
(100%) (Trulson y Jacobs, 1979); estos incrementos en la actividad se deben, por lo
menos en parte, a un aumento del tono glutamatérgico (Levine y jacobs, 1992).

El incremento del tono GABAérgico es parcialmente responsable de la
disminucion de la actividad espontanea de las neuronas serotoninérgicas del NDR
durante el suefo de ondas lentas y durante el suefio MOR (Gervasoni y col., 2000;
Jacobs y Fornal, 1999). Al respecto se sabe que el NDR contiene un gran nimero de
interneuronas GABAérgicas (Johnson, 1994) y que recibe proyecciones de este tipo
provenientes de varias regiones del cerebro (Gervasoni y col., 2000). Las neuronas
seroloninérgicas del NDR poseen receptores de tipo GABA, (Gao y col., 1993) y son
inhibidas por el GABA, efecto antagonizado por los bloqueadores de los receptores
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GABA, bicuculina y picrotoxina (Gallager y Aghajanian, 1976; Gallager, 1978).
Experimentos de microdidlisis llevados a cabo en gatos en libre movimiento por Nitz
y Siegel (1997) indican un incremento en la liberacion de GABA al interior del NDR
durante el sueiio MOR. En el estudio de Gervasoni y col. {2000), llevado a cabo en
ratas no anestesiadas, la bicuculina incrementé la frecuencia de disparo de las
neuronas serotoninérgicas del rafe durante la vigilia, el suefio de ondas lentas y el
sueino MOR. Segun Gervasoni y col, {1998, 2000) las neuronas GABAérgicas que
inhiben directamente a las neuronas serotoninérgicas del NDR durante el suefo de
ondas lentas, estin localizadas especialmente en el area predptica lateral, mientras
que las neuronas GABAérgicas que inhiben la actividad de las  neuronas
noradrenérgicas del locus coeruleus y las neuronas histaminérgicas hipotalamicas las
cuales mantienen la actividad de disparo de las neuronas del NDR, estan localizadas
especialmente en el drea predptica ventrolateral. Ademas, la inhibicion de las
neuronas serotoninérgicas del NDR durante el sueno MOR parece dependiente de las
neuronas GABAérgicas de las sustancia gris periacueductal ventral pontina. En
contraste con estos datos, los estudios de Sakai y Crochet (2001) llevados a cabo en
gatos en libre movimiento indican que el decremento de la actividad de las neuronas
del rafe durante el suefo MOR se debe a la disminucién del tono de la inervacién
excitadora noradrenérgica, con origen en el locus coeruleus, e histaminérgica, con
origen en el hipotdlamo posterior. Ademds, en los experimentos de Levine y Jacobs
(1992) y Sakai y Crochet (2001) la disminucién de la frecuencia de disparo de las
neuronas serotoninérgicas del rafe durante el suerio MOR no pudo ser revertido por la
bicuculina, lo que indica que dicha inhibicion no fue debida a la participacién del
GABA.

La actividad reducida de las neuronas del NDR durante el suefioc MOR estd
correlacionada con la atonia muscular que ocurre simultineamente. La destruccién de
una pequeiia regién de la formacién reticular pontina dorso medial produce suefio
MOR sin atonfa (Henley y Morisson, 1974), situacion en la cual la frecuencia de
disparo de las neuronas del rafe es mayor que en animales normales (Trulson y col.,
1981). La administracién del agente colinomimético, carbacol, en la formacion
reticular pontina dorso medial produce un estado de atonia muscular en gatos en
vigilia y suprime la actividad espontdnea de las neuronas serotoninérgicas del NDR
(Steinfels y col., 1983). Empero, es posible que tanto la atonia muscular como la
depresion de la actividad de las neuronas serotoninérgicas durante el suefio MOR
sean controlados por un grupo neuronal comin, todavia no identificado.

Sueiio MOR

El sueno MOR es generado por las neuronas colinérgicas de la formacién
reticular mediopontina (McCarley y col, 1995), las cuales reciben fibras excitadoras
colinérgicas, denominadas MOR-on, de los ntcleos LDT y PPT (Lydic y Baghdoyan,
1993; Leonard y Lydic, 1995; Mitani y col,1988). A su vez, dichas neuronas MOR-on,
reciben aferencias serotoninérgicas del NDR con acciones inhibidoras. La
participacién inhibidcra del NDR sobre la generacion del suefio MOR es soportada
por el hecho de que la inhibicién de la actividad de las neuronas serotoninérgicas de
este nlcleo, como la generada por la microinyeccién dentro del mismo del agonista
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de receptores 5-HT,,, 8-OH-DPAT, produjo un aumento de tres veces del suenio MOR
(Portas y col.,1996). Ademds, la microinyeccién de 8-OH-DPAT en el nucleo PPT
inhibié el sueno MOR (Sanford y col., 1994), accién similar a la observada con la
administracion, dentro del NDR, de los antagonistas de receptores 5HT,,, pindolol y
WAY 100635 (Monti y Monti, 2000). Estos resultados sugieren que la disminucion de
la actividad de las neuronas serotoninérgicas del rafe produce la desinhibicion de las
neuronas colinérgicas mesopontinas que inician el suerfio MOR.

Por otra parte se ha observado que la microinyeccién de nicotina en la
formacidn reticular del tallo cerebral produjo un aumento del suefio MOR en gatos
(Velazquez-Moctezuma y col.,1990); mientras que en el estudio de Vazquez y col.
(1996) la nicotina, aplicada en parches en animales en libre movimiento, redujo
ligeramente la duracion total del sueno. Salin-Pascual y col. (1999) reportaron que la
administracion aguda de nicotina (0.1-1 mg/Kg, sc) en ratas, disminuyé el suefio MOR
en una manera dosis dependiente, disminuyé el porcentaje de suefo de ondas lentas
y aumento la vigilia; en este estudio la mecamilamina no tuvo influencia por si misma
sobre el sueno, pero bloqued los efectos de la dosis mds alta de nicotina (1 mg/Kg). La
administracién crénica de nicotina en dosis bajas (0.1 mg/Kg) incrementd el suefo
MOR tras la tercera administracién, mientras que una dosis mas alta (0.5 mg/Kg)
produjo una disminucién del sueno MOR vy del suefo total (Salin-Pascual y col.,
1999). De acuerdo con los autores el aumento de la vigilia producido por la nicotina
puede ser explicado por un incremento en la liberacion de dopamina, noradrenalina
y acetilcolina; mientras que la disminucion del suefio MOR puede ser una
consecuencia de la estimulacidn de las neuronas serotoninérgicas del NDR.

Epigas ponto-geniculo-occipitales

Las espigas ponto-geniculo-occipitales (PGO) son ondas amplias (300 pV) y de
breve duracién (60-100ms) que se pueden registrar simultineamente en el tegmento
pontino, en los cuerpos geniculados laterales del tdlamo y en la corteza occipital;
aparecen como eventos Unicos durante el suefio de ondas lentas y en rafagas antes de
la instalacion y durante el suefio MOR (Callaway y col., 1987). La generacién de las
espigas PGO ha sido atribuida a las neuronas colinérgicas de los nticleos laterodorsal
(LDT) y pedunculopontino tegmentales (PPT), llamadas PGO-on, que proyectan a los
cuerpos geniculados laterales y empiezan a disparar 15-20 ms antes de la aparicién
de una espiga PGO (McCarley y col., 1978; Nelson y col., 1983; Sakai y jouvet,
1980).. Estudios mas recientes sugieren que el generador de las espigas PGO estd
ubicado en el ndcleo subcoeruleus en ratas (Datta y col.,, 1998) y en el drea
peribraquial caudo-lateral, en gatos (Datta y Hobson, 1995).

Se cree que las neuronas serotoninérgicas del NDR ejercen un control
inhibidor sobre la generacion de las espigas PGO. Uno de los primeros hallazgos, a
favor de esta opinidn fue que la estimulacion eléctrica del NDR suprimia las espigas
PGO del sueiio MOR (Jacobs y col., 1973). Mds tarde se mostré que estas espigas
aparecen cuando las neuronas del NDR dejan de disparar, al inicio de los episodios
de sueio MOR (Lydic y col., 1983; McGinty y Harper,1976; Trulson y Jacobs, 1979)
y que la serotonina hiperpolariza a las neuronas colinérgicas del LDT y PPT (Leonard
y Llinas, 1994; Luebke y col., 1992). Adicionalmente, estudios morfoldgicos han
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indicado que las neuronas serotoninérgicas del NDR proyectan:a las neuronas
colinérgicas del LDT y PPT (Honda y Semba, 1994; Steininger y col.,-1997).

Por otra parte, se ha reportado que la administracion transdérmica de nicotina,
en gatos.en-libre movimiento, suprime las espigas PGO del sueio MOR; mismas que
reaparecen al interrumpirse la administracion de nicotina (Vazquez y col., 1996)
(Figura 3). Estos autores sugieren que la supresién de estas espigas puede deberse a la
acciéon estimuladora de la nicotina sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR, las
que a su vez inhiben la actividad de las neuronas PGO-on de los nucleos LDT y PPT.

Actividad motora fésica

Experimentos llevados a acabo en gatos en libre movimiento, indicaron que,
aproximadamente 25% de las neuronas del NDR, presentan un incremento de dos a
cinco veces en su aclividad, cuando estos animales realizan actividades orales, como
morder, masticar o lamer (Fornal y col., 1996). La mayoria de estas neuronas del rafe
también son activadas por estimulos somatosensoriales aplicados en la region de la
cabeza y del cuello, mientras que los mismos estimulos, aplicados en otras partes del
cuerpo, no generan ninguna respuesta. De manera contraria, cuando estimulos
intensos inducen reflejos de orientacién, la actividad de un subgrupo de neuronas
serotoninérgicas del rafe, es suprimida por varios segundos (Jacobs y Fornal, 1999),

Estos estudios sugieren que las neuronas serotoninérgicas del NDR facilitan la
actividad motora y suprimen la actividad en la mayoria de los canales de
procesamiento de la informacién que pueden interferir con la actividad motora; lo
que a su vez permite especular que el ejercicio representa una herramienta
alternativa, no farmacolégica, para el tratamiento de la depresién, debido a la
activacion del sistema serotoninérgico.

Por otra parte, diversas evidencias experimentales sugieren que el incremento
de la actividad locomotora observado tras la administracién de nicotina puede
deberse en parte a la alteracion de la liberacion de serotonina. En este sentido se ha
encontrado que la deplecién de serotonina con paraclorfenilalanina revierte el
incremento de la actividad locomotora inducida por la nicotina (Fitzgerald, 1985;
Olausson y col., 1999). Este efecto fue también producido por el citalopram ( un
inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina) y por el agonista de receptores 5-
HT,,, DOI (Olausson, 1999). En los experimentos de Grottick y col. (2001) el agonista
de los receptores 5-HT,. Ro60-0175, disminuyd la actividad locomotora previamente
estimulada por la administraciéon crdnica de nicotina en ratas. Adicionalmente, se ha
encontrado que la nicotina aumenta la actividad locomotora a través del incremento
de la liberacion de dopamina en el nicleo acumbens, efecto que es susceptible a
sensibilizacion (Benwell y Balfour, 1992; Clarke y col., 1988).

Comportamiento alimenticio

Estudios experimentales indican que la serotonina tiene efectos supresivos
sobre la ingestién de alimento y sobre el peso corporal (Leibowitz y col., 1988;
Simansky, 1996). Varios nudcleos del hipotdlamo medial estdn involucrados en la
accion de la serotonina sobre el comportamiento alimenticio. Los mds importantes
son el nucelo paraventicular, el ventromedial, el supraquiasmadtico y los nicleos
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Figura 3. Influencia de la nicotina sobre las espigas ponto-geniculo-occipitales (PGO) del
sucfio MOR en gatos en libre movimiento. En ausencia de la nicotina y durante el suefio MOR
(panel superior, “PRE-NICOTINE"), el electrocorticograma (Cx) presenta ondas de baja
amplitud y alta frecuencia (desincronizacion), el electrooculograma (EoG) registra
movimicntos oculares ripidos, el electromiograma (EMG) presenta bajo voltaje (atonia
muscular) y en el registro de la actividad del nicleo geniculado lateral (LGN) se presentan
espigas PGO. Tras la aplicacion de la nicotina en parches de 17.5 mg (panel medio NICOTINE
PATCHES 17.5 mg) se observa la desaparicion de las espigas PGO. 24 horas después de
remover el parche con nicotina, las cspigas PGO reaparecen (panel inferior) (Tomado de
Vazquez y col., 1996).




dorso mediales (Leibowitz y col., 1888). El efecto supresivo de la serotonina sobre la
ingeslion de alimento ha sido observado después de la administracidn de serotonina o
de farmacos que aumentan la disponibilidad sindptica de la'misma (d-norfenfluramina
y fluoxetina) (Leibowitz y col., 1988; Weiss y col., 1991)."-Ademds de disminuir el
consumo de alimentos, la estimulacion del nucleo paraventricular induce un aumento
del metabolismo energético, especificamente la oxidaciéon de lipidos e induce el
metabolismo de los hidratos de carbono (Boschman y col., 1996). Efectos similares se
han observado tras la administracion de fluoxetina en humanos (Boschmann y Hoffer,
1995). Los efectos anorexigénicos de la serotonina son bloqueados por la
administracién de antagonistas serotoninérgicos en el hipotdlamo (Leibowitz y col.,
1988). En la rata los receptores de tipo 5-HT,; y 5-HT,. estin involucrados
especificamente en la hipofagia inducida por la serotonina, en contraste con los
receptores de tipo 5-HT,, que pueden mediar el efecto opuesto, esto es, la hiperfagia
(Curzon, 1990). De acuerdo con estos datos farmacolégicos, se han identificado
muchos receptores de tipo 5-HT,;; y 5-HT,. en el hipotilamo y una baja
concentracién de receptores de tipo 5-HT,, (Leibowitz y Alexander, 1998). Un
estudio reciente mostré que los ratones mutantes que no tienen receptores
funcionales de tipo 5-HT,c presentan hiperfagia y se vuelven obesos a edad adulta.
Estos ralones son menos sensibles a los efectos anorexigénicos de la fenfluramina que
los ratones normales (Vickers y col., 1999). El comportamiento anorexigénico de otro
ratébn mutante, “anx”, se atribuyé a una inervacion serotoninérgica hiperactiva en el
nicleo hipotaldmico medial (Son y col., 1994). Las dietas con un contenido alto en
hidratos de carbono producen el aumento de los niveles circulantes del triptofano
(Wurtman y Wurtman, 1995) y altos niveles de serotonina en el hipotdlamo (Thibault,
1994) y en los nucleos del rafe (Leibowitz y Alexander, 1998). El aumento del
contenido de serotonina en el hipotdlamo, consecutivo a un aporte alimenticio alto
en hidratos de carbono, genera la sensacion de saciedad y constituye un mecanismo
de retroalimentacién negativa para el aporte alimenticio.

La nicotina tiene efectos anorexigénicos bien documentados (Munster y Battig,
1975). El habito de fumar reduce el apetito y el peso corporal, mientras que la
interrupcién de este habito, genera hiperfagia y aumento del peso corporal. En el
estudio de Miyata y col. (1999) la administracién sistémica de nicotina durante 7 dias
indujo un incremento de los niveles de serotonina y dopamina en el hipotdlamo
lateral asociados con hipofagia y reduccién del peso corporal. El peso corporal y los
niveles de dopamina y serotonina regresaron a sus valores normales después de la
supresion de la administracion de la nicotina. En un estudio posterior (Yang y col.,
1999) la administracién de nicotina por microdiélisis en el hipotdlamo lateral produjo
incremento de los niveles de serotonina y dopamina en la misma 4rea. Esto apoya la
idea de la mediacién serotoninérgica de los efectos anorexigénicos de la nicotina.

Depresion

De acuerdo con la teoria monoaminérgica, la depresién se debe a un déficit de
liberacion de dopamina y/o serotonina que - produce trastornos caracteristicos
afectivos, cognitivos y de comportamiento; la lesién de las.neuronas dopaminérgicas
produce anhedonia (incapacidad de sentir placer) o la falta- de interes por buscar
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eventos placenteros o capaces de producir placer. Los desordenes del sistema
serotoninérgico contribuyen a la produccién de la mayor parte de los sintomas de la
depresién, como alteraciones del apetito y del estado de animo, suicidio; disfunciones
cognitivas. Las anomalias del sistema serotoninérgico asociadas con |a depresién son,
la disminucion de la disponibilidad-del triptofano, la mal funcién de los receptores
serotoninérgicos postsindpticos, la alteracion de la sintesis, liberacién o recaptura de
la serotonina (Maes y Meltzer, 1995). Un aumento de la actividad de los receptores 5-
HT,,, una disminucién de la actividad de los receptores 5-HT,, o alteraciones de las
relaciones entre el sistema serotoninérgico y el eje hipotdlamo-hipofisiario-
corticosuprarenal, son considerados factores precipitantes de la depresion (Lucki,
1998).

Los inhibidores de la recaptura de serotonina son los firmacos usados de
manera mds comun para el tratamiento de la depresién, mientras que la deplecién de
la serotonina inducida con el inhibidor de la triptofano hidroxilasa,
paraclorofenilalanina, conduce a la recaida clinica de pacientes deprimidos, tratados
exitosamente con fluoxetina (Heninger y col., 1996).

Usando el modelo experimental de nado forzado, combinado con
microdidlisis (Lucki, 1997), se ha demostrado que el comportamiento de nado activo
considerado normal, se asocia con un decremento transitorio de la liberacidn de
serotonina a nivel del septo lateral. Los animales deprimidos que reaccionan con
inmovilidad en tal prueba no presentan el decremento transitorio de la serotonina en
el septo lateral. La administracion de fluoxetina en los animales deprimidos ha
restaurado tanto las anormalidades bioquimicas como las comportamentales (Kirby y
col., 1995). Un factor posiblemente involucrado en la modulacién de la liberacion de
serotonina en el septo lateral es el factor liberador de corticotropina (CRF). Dosis
bajas del CRF administrado dentro del NDR inhiben las neuronas serotoninérgicas y
disminuyen la liberacion de serotonina en el septo lateral (Price y col., 1998; Kirby y
col., 2000).

Recientemente se ha mostrado que la sustancia P modula la actividad del
sistema serotoninérgico del cerebro y que puede estar involucrada en la patogenia de
la depresidn. Las neuronas serotoninérgicas del rafe expresan receptores de tipo NK1
para la sustancia P, los bloqueadores de estos receptores (MK-869; L-760,735; L-
733,060) producen efectos antidepresivos y ansioliticos en humanos deprimidos y en
modelos animales de depresién (Kramer y col., 1998; Cheeta y col., 2001). Las ratas
que no expresan receptores de tipo NK-1 tienen mayores frecuencias de disparo de
las neuronas serotoninérgicas, disminucion de los comportamientos relacionados con
la ansiedad vy presentan desensibilizacion de receptores 5-HT, .

Existe un nimero importante de evidencias que sugieren que el acto de fumar
representa una forma de automedicacion en pacientes deprimidos, asi el habito de
fumar es mas frecuente en las personas deprimidas (46%) que en la poblacion general
(26%); los adolescentes con trastornos depresivos son 4 veces mds predispuestos a
fumar que los adolescentes normales, asi mismo las personas con depresiéon mayor
tiene mayores problemas para dejar de fumar debido a sintomas severos de
abstinencia o a la aparicién de episodios depresivos.




Los mecanismos a través de los cuales la nicotina mejora el estado de animo
son multiples, se ha comprobado que estimula-los receptores a4p2 de las neuronas
dopaminérgicas del drea ventrotegmental para inducir la liberacién de dopamina en
el nlcleo acumbens, estas acciones explican-los efectos estimuladores de |a nicotina
sobre la actividad locomotora y la autoadministracion de farmacos.

El habito crénico de fumar inhibe la actividad de las monoaminoxidasas A y B,
acciones que pueden explicar, por lo menos en parte, las acciones antidepresivas de
la nicotina. La nicotina puede inducir la liberaciéon de dopamina en el ntcleo
acumbens aumentando la liberacion de serotonina en el drea ventro tegmental. Se ha
demostrado que la serotonina estimula las neuronas dopaminérgicas de esta zona
actuando sobre los receptores 5-HT,. En los experimentos de Carboni y col. (1989),
los efectos estimuladores de la nicotina sobre la liberacion de dopamina fueron
parcialmente bloqueados por la administracion sistémica del bloqueador de
receptores 5-HT,, ondansetrén.

En un estudio reciente, Salin-Pascual y Drucker-Colin (1998) han demostrado
que los parches de nicotina aplicados a pacientes con depresién mayor, inducen un
mejoramiento significativo del estado de danimo.

Funciones cognitivas ,

La estimulacién de receptores 5-HT,, que inhiben la adenilciclasa y tienen una
ubicacién somatodendritica, produce efectos detrimentales sobre la memoria de
trabajo. La administracién sistémica e hipocampal de 8-OH-DPAT, un agonista
especifico de los receptores 5-HT,,, impide la adquisicién de la memoria espacial
pero no de la memoria visual en ratas (Carli y col., 1995). La estimulacién de
receptores 5-HT,,, tiene efectos duales sobre la actividad de las células piramidales
CA1, las inhibe por accién directa y las estimula indirectamente a través de la
inhibicién de interneuronas hipocampales.

Usando el modelo experimental “arm maze” fue posible demostrar que la
estimulacién de receptores 5-HT,; con el compuesto CP 93129, altera la memoria de
referencia pero no afecta la memoria de trabajo (Buhot y col., 1995).

La estimulacién de los receptores 5-HT, con el agonista selectivo R$6733,
antagoniza el déficit de memoria inducido por la atropina en ratas, en el modelo
experimental, “laberinto acudtico de Morris” (Eglen y col., 1995). Los receptores 5-
HT, estan presentes en el sistema limbico y particularmente en la formacion septo-
hipocampal y su estimulacién produce el incremento de la actividad de la
adenililciclasa; el numero de estos receptores se encuentra disminuido en la
enfermedad de Alzheimer (Wong y col.,1996). Los agonistas de receptores 5-HT,
aumentan la liberacién de acetilcolina en la corteza frontal pero no en el estriado
(Eglen y col., 1995) y estimulan la liberacién de serotonina en el hipocampo (Ge y
Barnes, 1996).

Los receptores 5-HT,; se encuentran en alta densidad en la corteza cerebral y
en el hipocampo, localizados en la regién somatodendritica; los antagonistas de estos
receptores, como el ondansetron, mejoran el aprendizaje y la memoria y antagonizan
la perdida de memoria inducida por farmacos anticolinérgicos o por la edad (Barnes y
col., 1990). Los mecanismos que fundamentan estas acciones estan representados por
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un incremento del ritmo theta hipocampal y por la potenciacién a largo plazo en
neuronas CA1 (Staubli y Xu, 1995). Por otro-lado, en la- corteza: ‘entorrinal, la
estimulacién de los receptores 5-HT, indujo una dasmmucnon en.la llberacmn de
acetilcolina debido a la estimulacién de interneuronas: GABAerguc
puede también explicar los efectos positivos de los antagomstas de receptor
sobre la memoria (Ramirez y col., 1996).

Se ha demostrado que la estlmulacmn de los receptores 5 HTWZC estlmula el
aprendizaje asociativo mediante la activacién de la fosfolipasa C en las neuronas
corticales y que los agonistas de receptores 5-HT,,,c aumentan la liberacién de
acetilcolina en la corteza frontal (Hirano y col., 1995).

Los axones de las células ganglionares de la retina poseen receptores de tipo 5-
HT,s en sus terminales ubicadas en los coliculos superiores. La administracion de un
agonista de receptores 5-HT,,,c en los coliculos superiores disminuye la distraccién
visual (Boulenguez y col., 1995); lo cual comprueba que la serotonina es capaz de
aumentar el umbral para la distraccion visual actuando directamente sobre la via de
transmision de las sefales visuales. En otro estudio, Jdkdld y col. (1992), mostraron
que el tratamiento con paraclorofenilalanina (PCPA) reduce la atencién solamente en
condiciones de alta demanda.

Asi mismo, varios estudios demuestran que la nicotina mejora la atencién
(Warburton y col., 1986; Heishman, 1998). La mecamilamina (10 mg/Kg, ip.) altera el
proceso de adquisicion de la informacion dependiente de la atencidn, efecto
agravado por la deplecion de serotonina con PCPA (Riekkinen y col.,, 1992;
Riekkinen, 1994a). Lesiones del nicleo septal medial produjeron un déficit de
adquisicién de la informacidn, el cual se redujo con la administracién de nicotina (0.3
mg/kg, ip); sin embargo, este efecto benéfico de la nicotina no fue observado cuando
las lesiones septales se encontraron asociadas con deplecién de la serotonina
inducida por la paraclorfenilalanina (Riekkinen y col., 1992 y 1994b). La
administracion combinada de mecamilamina y PCPA alteré la adquisicion en la
prueba de evasion pasiva (Riekkinen y col., 1992), mientras que lesiones del septo
medio produjeron alteraciones comportamentales en el mismo tipo de prueba
(Riekkinen y col.,, 1994 b). Ratas con lesiones del ntcleo basalis presentaron
alteraciones de la memoria de evasion pasiva que fueron acentuadas por el
tratamiento con PCPA. Por otra parte, la nicotina mejoré los déficit de memoria
asociados con lesiones del nicleo basalis pero no tuvo ningtin efecto cuando las
lesiones estuvieron asociadas con la administracién de PCPA. Estos estudios indican
que la nicotina mejora la atencidn y que este efecto involucra:la participacion del
sistema serotoninérgico.

s 5-HT,

Ansiedad

Dosis bajas de nicotina (2.5-10 ng) administradas dentro del NDR producen
efectos ansioliticos, mientras que dosis altas producen un efecto ansiogénico,
resultados obtenidos de experimentos realizados con el modelo de la interaccion
social (Cheeta y col., 2001a). Los efectos ansioliticos de la nicotina fueron bloqueados
con el antagonista de los receptores 5-HT,,, WAY 100635 (200 ng) y revertidos con el
antagonista de los receptores a4B2, dihidro-beta-eritroidina (Cheeta y col., 2001 b),

26

n-efecto:que- -



B

ambos  administrados dentro del NDR. La administracion del agonista de fos
receptores- 5-HT,,, 8 OH-DPAT, dentro del rafe como sistémicamente también
produjo efectos ansioliticos (Picazo y col., 1995). Estos resultados sugieren que' la

administracion de nicotina, dentro del rafe, induce-un aumento local de la-liberacién:- -

de serotonina mediante la estimulacién de receptores a4p2, lo que a su vez inhibe el
disparo de las neuronas del rafe y la liberacion de serotonina mediante de la
estimulacién de receptores 5-HT,,. Por lo tanto, al parecer, los efectos ansioljticos de
la nicotina dependen de la disminucién de la liberacion de serotonina. en algunas
dreas de proyeccién de las neuronas del rafe. )

Por otra parte, el hipocampo vy el septo lateral son dos regiones del snstema
limbico que han sido implicadas en el control de la ansiedad; al respecto se ha
encontrado, que la administracion de dosis altas de nicotina en el septo lateral (1-4
ug) estimula el comportamiento ansiogénico; efecto que ha sido reproducido por la
administracion del agonista de los receptores 5-HT,, 8-OH-DPAT en la misma region
y antagonizado por el bloqueador de los mismos receptores, WAY 100635 (Cheeta y
col., 2000). Es posible que en estos experimentos la nicotina administrada en el septo
lateral haya estimulado la liberacion local de serotonina, misma que, actuando a nivel
de receptores postsindpticos 5-HT,, dio origen a la aparicién de las acciones
ansiogénicas. Asi mismo, la nicotina produjo efectos ansiogénicos cuando fue
inyectada en dosis altas (0.1-8 pg) en el hipocampo dorsal (File y col., 1998), al
respecto se ha encontrado que tanto la mecamilamina como la nicotina incrementan
la liberacion de serotonina en rebanadas del hipocampo dorsal (Kenny y col., 2000);
elementos que reafirman la idea de la interaccién entre la nicotina y el sistema
serotoninérgico en este estado.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios inmunohistoquimicos han confirmado la presencia de receptores
nicotinicos en neuronas serotoninérgicas del NDR de ratas, tanto a nivel
somatodendritico como presindptico. Los receptores nicotinicos son canales
catiénicos que permiten la difusion de Ca®* y Na*, por lo que la estimulacién de los
receptores somatodendriticos puede generar corrientes catiénicas entrantes capaces
de despolarizar la membrana y afectar la frecuencia de disparo neuronal.
Adicionalmente, el influjo de cationes resultante de la estimulacién de los receptores
ubicados a nivel presinaptico puede modular la liberacién, iniciada por el disparo
neuronal, de diversos neurotransmisores o generar una despolarizacién suficiente
para que se lleve a cabo la activacion de los canales para calcio dependientes de
voltaje y de esta manera provocar la liberacién de los neurotransmisores.

Asi mismo, diversos estudios han demostrado la presencia de receptores
nicotinicos en neuronas GABAérgicas del NDR; la estimulacién de dichos receptores
puede provocar incremento de la liberacion de GABA, neurotransmisor que a su vez
puede ejercer efectos inhibidores sobre la frecuencia de disparo de las neuronas
serotoninérgicas del NDR, mismas que presentan receptores para este
neurotransmisor.




Por otra parte se sabe que las neuronas. serotonlnerglcas del” NDR poseen
autorreceptores del tipo* SHT,A, cuya estimulacion- provoca- efectos’ |nh|b|dores sobre
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3. HIPOTESIS

Dado que las neuronas serotoninérgicas del NDR expresan receptores
nicotinicos y que la estimulacion de estos receptores genera corrientes catidnicas
entrantes, entonces, la administracion de nicotina en el NDR puede generar efectos
estimuladores directos tanto sobre la frecuencia de disparo de dichas neuronas como
sobre la liberacion de serotonina.

Adicionalmente, si la nicotina incrementa la liberacién de serotonina dentro
del NDR, entonces, la actividad de estas neuronas se puede ver inhibida por la
estimulacién de los autorreceptores SHT,,. Asl mismo, si la nicotina incrementa la
liberacién de GABA a nivel del NDR, entonces, la actividad de las neuronas
serotoninérgicas se puede ver inhibida por la accién directa de este neurotransmlsor.

4. OBJETIVOS

¢ Determinar los efectos de la administracion de nicotina dentro.de
la frecuencia de disparo de las neuronas de este nticleo. B

e Determinar los efectos de la administracion de mcotlna dentr | obre:
la liberacién de serotonina. o

e Identificar la participacién de la serotonina y del GABA en: Ios efecto de Ia~
nicotina sobre la frecuencia de disparo de las neuronas serotonmerglcas del
ntcleo dorsal del rafe. ;

e Determinar si la nicotina puede aumentar la liberacién de serotonina en
presencia de tetrodotoxina.

e Determinar si la estimulacién de las neuronas serotoninérgicas del NDR con
nicotina resulta en la inhibicion de la actividad de las neuronas colinérgicas de
los nucleos laterodorsal tegmental y pedinculo pontino tegmental.

5. METODOLOGIA

5.1 Obtencion de las rebanadas de encéfalo

Los experimentos fueron llevados a cabo en rebanadas de cerebro medio de
ratas macho, jovenes, de 140 a 160 gramos de peso, cepa Wistar. Las ratas fueron
anestesiadas con hidrato de cloral por via intraperitoneal, a una dosis de 400 mg/kg.
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Después de la decapitacion, se extrajo el encéfalo y se procedié a la obtencién de'las
rebanadas con un grosor de 350 um, usando un:rebanador Mclllwain.:Las:rebanadas
conteniendo el NDR (4/experimento) fueron colocadas en.una camara de. perfusion
(Fine Science Tools), donde se: mantuvneron perfundldas con:-solucién: fluudo cerebro-
espinal artificial a 35°C y burbujeada con ‘carbogeno (95%: O2 y 5 /o COZ)
perfusion se realizé con un flujo de 1- ml/min.

5.2 Solucién de perfusion o

La solucion de perfusion fue fluido cerebro-espinal artificial (composncuon en
mM: NaCl 126; KCI 3.5; NaH,PO,: 1.2; MgCl, 1.3; CaCl, 2.0; Glucosa 11 y NaHCO,
26), mantenido a un pH de 7.3 y oxigenado, por burbu;eo con carbégeno. La
solucién fue adicionada con fenilefrina (12 pM) para inducir el disparo ritmico de las
neuronas serotoninérgicas, de otra manera silentes. ‘

5.3 Registros

La actividad eléctrica de las neuronas de los distintos nticleos (NDR, PPT y
LDT) fue registrada extracelularmente, 1-2 horas después de la obtencién de las
rebanadas. Se utilizaron microelectrodos de vidrio multiples (World Precision
Instruments), estirados con un aparato David Kopf Instr. 700C. Uno de los
compartimientos fue llenado con NaCl 3M (impedancias entre 4 y 8 MQ) y el otro
compartimiento con el firmaco a estudiar. El desplazamiento de los electrodos se
realizd usando micromanipuladores mecéanicos (Fine Science Tools, modelo MM33).

Las senales fueron amplificadas (500-1000 veces) y filtradas (100-3000 Hz),
con un amplificador Grass P5, visualizadas con un osciloscopio Tektronix 2213A y
registradas con una grabadora digital (BiolLogic, frecuencia de muestreo de 24 kHz
por canal). Fuera de linea se obtuvieron histogramas de frecuencia, usando un sistema
BrainWave o el sistema pClamp8. La frecuencia de disparo control de las neuronas
del NDR, PPT y LDT fue determinada durante los dltimos 5 minutos antes de la
aplicacién de los farmacos; los cambios en la frecuencia de disparo producidos por la
aplicacién de las drogas fueron determinados usando intervalos de tiempo, de por lo
menos, 30 segundos.

5.4 Administracién de firmacos

Administracion de farmacos para el estudio de los efectos de la nicotina, bicuculinay
WAY 100635 sobre la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR y sobre la
liberacién de serotonina y GABA

La nicotina (sal bitartrato, Sigma), disuelta previamente en solucion de
perfusidn, fue administrada dentro del NDR. Los electrodos fueron llenados en uno
de los compartimentos con NaCl 3M, en otro con la nicotina y en un tercero con la
bicuculina o con el WAY-1000635 y fueron colocados dentro del NDR con el uso de
un micromanipulador (Fine Science Tools, modelo MM33). Después del registro basal
de la actividad neuronal, la nicotina fue administrada usando un sistema de inyeccién
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a presion (Picospritzer 1l, General Valve Corporatlon) La duracnon estandar para la
administracion local fue de 5 ms, con una’ presion de -20. PSi ,

La bicuculina (Sigma), antagonista de receptores GABAA, fue admlnlstrada en
una concentracién de 20 pM-a-11 neuronas del NDR ‘mediante-inyeccién-a presnon
(5ms, 20 PSI).

El WAY-100635 (RBI/Slgma 140 nM) antagonlsta de receptores SHT,A, fue
administrado en el NDR mediante inyeccién a presién (5-10 ms, 20 PSI).

La administraciéon de los fdrmacos en perfusién, se realizé con el uso de
recipientes adicionales conectados, a través de un sistema electrénico de valvulas
(ValveBank8, World Precision Instruments), a la linea principal de perfusion. La
duracion de la administracién fue de 6 a 8 minutos.

Administracion de drogas para el estudio de los efectos de la nicotina sobre |a
liberacién de serotonina en presencia de tetrodotoxina

En el primer grupo de experimentos las rebanadas fueron pretratadas con
tetrodotoxina (TTX) (RBI-Sigma, 1uM) por 20 minutos y después se administré
nicotina (0.21, 2.15, 21.5 y 215 puM) en combinacién con TTX, 1 pM. El tiempo de
exposicidén a cada concentracidn de nicotina fue de 8 min.

En el segundo grupo experimental, las rebanadas fueron pretratadas con una
mezcla de TTX 1 uM y metilcaconitina (bloqueador especifico de los receptores
nicotinicos de tipo a7, 0.1 uM) por 20 minutos. Tras este intervalo se administrd la
nicotina (0.21, 2.15, 21.5 y 215 puM) en combinacién con TTX, 1 pM vy
metilcaconitina, 0.1 pM.

En el tercer grupo experimental, las rebanadas fueron pretratadas con TTX, 1
1M y con mecamilamina (bloqueador inespecifico de los receptores nicotinicos, 0.5
puM) por 20 minutos y después se administrd la nicotina (0.21, 2.15, 21.5 y 215 puM)
en combinacion con TTX, 1 uM y mecamilamina, 0.5 pM.

Administracién de firmacos para el estudio de los efectos de la administracidén de la
nicotina en el NDR, sobre la actividad de las neuronas del NDR, del PPT y del LDT

La nicotina, a una concentracién de 2 uM, fue administrada dentro del: NDR,
con una duracién estdndar de 5 ms y una presion de inyeccién de 20 PSI.

Los bloqueadores de los receptores 5-HT,,, espiperona y (-) propranolol, se
administraron a presion dentro del LDT. Estos farmacos fueron disueltos.en alcohol
etilico (espiperona) y agua destilada (propranolol) para obtener soluciones con
concentraciones de 1 mM, mismas que posteriormente fueron diluidas 10 veces en
solucién de perfusion.

5.5 Medida de la liberacion de la serotonina y del GABA

La liberacion de la serotonina y del GABA fue medida en muestras de
solucién, colectadas a intervalos de 4 min. de la linea de vacio de -la cdmara de
perfusién. Las muestras fueron analizadas por cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) con deteccion electroquimica, usando un detector electroquimico Petit
Amper, modelo LC3C. El flujo fue de 80 pl/min y el tiempo de retencién de 15 min.

30




Se utlllzo el método descrito por Donzati y Yamamoto (1998) para la medicién
de GABA y-el'método de Cheng y Kuo (1995) para la determinacién de la serotonina.
Ambos, neurotransmlsores fueron identificados usando estandares externos (fmol/5pul)
y: fueron: cuantlfxcados por-medicién del drea bajo los picos identificados. Los valores
control de la liberacién de los neurotransmisores fueron obtenidos de tres muestras de
solucién colectadas previo a la administracién de las drogas. Los efectos de las drogas
fueron evaluados usando valores medios de la liberacién obtenidos de 7 muestras
consecutivas
5.6 Analisis estadistico

Todos los resultados estan expresados como el promedio £ el error estandar
del promedio (E.E.P.). Las respuestas a las drogas fueron consideradas significativas si
la frecuencia de disparo neuronal cambio en mdas de un 15% con respecto a la
frecuencia basal. Los periodos minimos para establecer la frecuencia basal fueron de
60 segundos, mientras que los cambios inducidos por las drogas fueron evaluados
usando periodos de por lo menos 30 s.

Las comparaciones entre grupos fueron hechas usando la prueba t de Student
pareada (comparaciones simples), andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguidas
de la prueba de Dunnett (comparaciones multiples) y andlisis de varianza de una via,
en rangos, seguidas de la prueba de Dunn (comparaciones multiples de grupos de
datos con distribuciones no normales). La correlacién entre la liberacién de GABA y
serotonina fue estudiada usando “Pearson Product Moment Correlation”. Las
diferencias fueron consideradas significativas con una P <0.05.

6. RESULTADOS

6.1 Efectos de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR y
sobre la liberacién de serotonina y GABA

Se obtuvieron registros de 93 células del area del nucleo dorsal del rafe, estas
células fueron consideradas serotoninérgicas con base en el criterio electrofisioldgico
previamente establecido (Vandermaelen y Aghajanian, 1993), caracterizado por:
frecuencia de disparo regular y baja (0.5 -3 Hz) y potenciales de accién extracelulares
de larga duracion (> 2 ms) y bifasicos (Figura 4).

La nicotina administrada localmente dentro del NDR incrementd
significativamente la frecuencia de disparo de un 70% de las neuronas
serotoninérgicas (44 de 64 células) y la disminuyd significativamente en el 30%
restante (Figura 5). El mdximo incremento de la frecuencia de disparo producido por
la nicotina (3.3 veces paor arriba del control) fue observado con la concentracién de
2.15 uM (Tabla 1). Este incremento fue significativamente diferente de los obtenidos
con las concentraciones de nicotina de 0.215 uM y 21.5 M (andlisis de varianza de
una via en rangos, seguidas de la prueba de Dunn, P <0.05). No se encontraron
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Figura 4. Registro exiracelular de la actividad de una neurona del nticleo dorsal del rafe.
En la parte de la derecha se presenta un potencxal de accidn registrado a nivel extracelular

perteneciente a la mlsma neurona.




Nicotina 2.15 pM

Espigas/10 s Espigas/10 s

5 min

Figura 5. Efectos estimuladores e inhibidores de la nicotina sobre la frecuencia de
disparo de dos neuronas del niicleo dorsal del rafe, grabadas simultineamente, en la

misma rebanada.
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4%

Efectos inhibidores

Farmacos Conc. Efectos estimuladores
(uM)
Control |Despuésde |Farmacos/Control |n Control [Después de los | Farmacos/Control - {n
Hz |los fairmacos Hz  |farmacos

Nicotina 0.215 1.5+0.1 22+0.3° 1.5+£0.1 11 1.9+0.5 05+0.2° 0.2+0.02 4
Nicotina 2.15 1.3£02 | 33+05° 34108° 10 |1.7:x04 0.8+0.3 0.4£0.06 4
Nicotina 21.5 1.3+£0.1 22+0.5° 1.7+ 04 8 1.5+0.1 0.6+0.1° 0.4 +0.07 6
Nicotina 215 1.6 £0.3 33106 23403 15 1.8+03 09104 0.4+ 0.12 6
WAY 100635 |0.14 1.8+0.3 3.7+0.9° 25£0.6 7 2.16 1.01 0.46 1
Bicuculina 20 1.2+05 ] 22+0.7° 1.4+£0.2 7 1.6+£0.2 0.6+0.2° 0.5+0.1 4

Tabla 1. Efectos de varios farmacos sobre la frecuencia de disparo de neuronas serotoninérgicas del Niicleo Dorsal del Rafe
Los valores representan la frecuencia de disparo neuronal (Hz) y estan presentados como promedios * E. E M.
? Incremento significativo comparado con el valor basal (Prueba de t pareada, P< 0.05).

® Incremento significativo con la concentracién de nicotina de 2.15 pM, comparada con las d051s de mcotma de 0 12 y 21 5 pM

(ANOVA de una via en rangos seguida de la prueba de Dunn, P< 0.05).
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diferencias significativas entre las disminuciones de la frecuencua de dlsparo, ‘
inducidas por las distintas concentraciones de nicotina.

Se encontré un incremento significativo de los niveles de GABA y serotomna,
después de la administracién de todas las concentraciones de nicotina (prueba t-de
Student pareada, P<0.05). El incremento de la liberacién de  ambos
neurotransmisores fue significativamente mas alto con la concentracién de nicotina de
2.15 pM (7.4 veces para la serotonina y 5.9 veces para el GABA) que con las otras
concentraciones (andlisis de varianza de una via seguida por la prueba Student-
Neuman-Keuls, P<0.05).

Después de la administracién de nicotina la liberacion de serotonina y GABA
presentd oscilaciones con periodos de 12-16 min. Las oscilaciones de la liberacién de
serotonina fueron reciprocas con las del GABA (Figura 6), habiéndose encontrado una
correlacién temporal inversa entre ellas (Pearson Product Moment Correlation,
P<0.05).

6.2 Efectos de la bicuculina y del WAY 100635 sobre la frecuencia de disparo de las
neuronas del NDR y sobre la liberacion de serotonina y GABA

La bicuculina, antagonista de receptores GABA, fue administrada en una
concentracion de 20 uM a 11 neuronas del NDR, mediante inyeccién a presidon (5ms,
20 PSI). Después de la administracién de esta droga, se presenté un incremento
significativo (84%) de la frecuencia de disparo de 64% de las neuronas y se redujo en
un 53% en las neuronas restantes (36%) (Figura 7, Tabla 1). El incremento en la
frecuencia de disparo fue gradual y se encontré acompanado de un incremento
significativo y de larga duracién de la liberacion de serotonina y de un incremento
transitorio de la liberacion de GABA (Figura 7).

El antagonista de los receptores serotoninérgicos, 5HT,, WAY-100635, en
concentraciones de 140 nM, incrementd significativamente, en un 62%, la frecuencia
de disparo de 7 de 8 neuronas del NDR (Tabla 1), a la vez que aumenté la liberacién
de GABA vy serotonina (Figura 8).

La administracién en perfusién de la bicuculina (2.y 20 #M) produjo tanto
efectos estimuladores como efectos inhibidores sobre la frecuencia de disparo de las
neuronas serotoninérgicas del NDR (Fig. 9 y 10 ). Cuando la bicuculina produjo
efectos estimuladores sobre la frecuencia de disparo, la administracién subsecuente
de WAY 100635 produjo efectos inhibidores (Figura 9). Cuando la administracién de
bicuculina produjo la inhibicién de la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR,
la administracion subsecuente del WAY 100635 produjo efectos estimuladores
(Figura 10).

La administracién en perfusion del bloqueador de receptores 5-HT,,,
WAY 100635 produjo eflectos estimuladores discretos o ningun efecto sobre la
frecuencia de disparo de las neuronas serotoninérgicas del NDR. La administracion
subsecuente de la bicuculina produjo la disminucién de la frecuencia de disparo
(Figura 11).
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Figura 6. Liberaciones oscilatorias de la serotonina (curva superior) y del GABA
(curva inferior) inducidas por la administracion local de nicotina dentro del niicleo
dorsal del rafe. Existe una correlacién inversa significativa entre los puntos
correspondientes de las dos curvas (Pearson Product Moment Correlation, P<0.05).

Los datos son presentados como media * error estandar (n= 12).
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Flgura 7. Efectos de la administracién de la bicuculina (20 uM) sobre la frecuencia
de dlsparo de las ‘heuronas- del nticleo dorsal del rafe y sobre la liberacion de

serotomna y GABA

TZ:’F"T:.“’ f“ﬁu]
FALLA bp URIGEN

i SO

37




WAY -100635
(140 nM)
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Figura 8, Efectos estimuladores del bloqueador de receptores 5-HT A, WAY-100635,
sobre la frecuencia de-disparo:de una: neurona serotoninérgica del niicleo dorsal del-
rafe y sobre la liberacion de serotonina y GABA.
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Figura 9. Los efectos estimuladores de la bicuculina sobre la frecuencia de disparo de una
neurona serotoninérgica del niicleo dorsal del rafe son revertidos por el WAY-100635.
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Figura 10. Los efectos inhibidores de la bicuculina sobre algunas de las neuronas del
NDR ‘son revertidos por el WAY-100635.
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Figura 11. Inhibicion de la frecuencia de disparo de una neurona serotoninérgica del
NDR inducida por la administracién del bloqueador de los receptores GABAj,
bicuculina, administrada después del bloqueador de receptores 5-HT;4, WAY —100635.
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6.3 Efectos de la bicuculina y del WAY 100635, administrados después de la
nicotina, sobre la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR

La administracion de la bicuculina en perfusion (n=10), a una concentracion
de 20 uM, después de la administracién de la nicotina (2.15 pM), magnificé tanto los
efectos estimuladores como los efectos inhibidores generados por ésta, sobre la
frecuencia de disparo de las neuronas del NDR (Figura 12).

La administracion en perfusién del WAY 100635 (n=5), a una concentracién
de 140 nM, después de la administracion de la nicotina (2.15 pM), revirtié las
respuestas inhibidoras de ésta, sobre la frecuencia de disparo de las neuronas del
NDR e incrementd las respuestas estimuladoras (Figura 12).

6.4 Efectos de la nicotina sobre la liberacién de serotonina, en presencia de
tetrodotoxina

En presencia de TTX 1uM, la nicotina produjo un aumento, dependiente de la
dosis, de la liberacién de serotonina en 1.96 veces a la dosis de 0.215 uM, en 6.38
veces a la dosis de 2.15 uM, en 11.9 veces a la dosis de 21.5 uM y en 89.9 veces a la
dosis de 215 puM (Figura 13). Sin embargo, el andlisis de variancia de una via seguida
por la prueba de Dun, mostré que la Gnica diferencia significativa fue entre los
valores control y los obtenidos con la administracién de nicotina, a la dosis de 215
M.

En el segundo grupo experimental, en el cual las rebanadas fueron pretratadas
con TTX 1uM y metilcaconitina 0.1 pM, la nicotina no produjo cambios significativos
en la liberacidn de serotonina a ninguna de las cuatro dosis utilizadas (Figura 13).

En el tercer grupo experimental, ninguna de las concentraciones de nicotina,
administradas después del tratamiento de las rebanadas con TTX 1 uM vy
mecamilamina 0.5 uM, provocé cambios significativos de la liberacién de serotonina
(Figura 13).

6.5 Efectos de la administracién de la nicotina en el NDR sobre la actividad de las
neuronas del NDR, PPT y LDT

Efectos de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR

Las neuronas del NDR cuya actividad fue registrada, reunian los criterios
electrofisiolégicos propuestos por VanderMaelen y Aghajanian (1983) para la
identificacién de neuronas serotoninérgicas: frecuencia de disparo regular y baja
(1.79+0.297 Hz, n =37), potenciales de acciéon con morfologia bifasica y larga
duracién (2-3 ms) (Figura 14A).

La administracién de nicotina dentro del NDR produjo un incremento
significativo de la frecuencia de disparo de 30 neuronas (81.1%) en un 99.5+27.7%
(P<0.05, prueba t de Student pareada) (Figura 14B). En 27 de éstas, el -incremento en
la frecuencia de disparo fue precedido por una disminucién transitoria significativa
(46.5+5.2%, P<0.05, prueba t de Student pareada), con una latenciade 79+ 19.7 sy
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Figura 12. Los efectos inhibidores de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de
algunas de las neuronas serotoninérgicas del nicleo dorsal del rafe son mediados por la
serotonina y no por el GABA. La administracién del bloqueador de receptores GABA,,
bicuculina, después de la administracién de la nicotina, aumenta tanto los efectos
estimuladores como los inhibidores (histogramas de frecuencia del grupo A). La
administracién del bloqueador de los receptores 5-HT A, WAY-100635, después de la
nicotina aumenta los efectos estimuladores y revierte los inhibidores (panel B).
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Figura 13. Efectos de la administracién de nicotina sobre la liberacién de serotonina, en
presencia de tetrodotoxina (TTX), metilcaconitina (MLA, bloqueador especifico de los
receptores o-7 nicotinicos) y mecamilamina (MCM, bloqueador no especifico de los
receptores nicotinicos). Los resultados son presentados como promedios y errores estandar.
“*” representa una diferencia significativa en comparacion con el control (ANOVA de una
via seguida por la prueba de Dun).
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una duracién de 352 +33. 2 s. EI componentc estlmulador de esta. respuesta bifasica
tuvo una latencia de 430+ 59 s'y una magmtud de 89 7121 6%1 (P<O 05, prueba t
de Student pareada). o

En tres (8.1%) neuronas del NDR ~la mcotlna, produjo un‘a** respuesta
estimuladora monofasica con una latencia corta (0- 3 s) Y. Ud"de 119.7
+61.5% (P <0.05, prueba t de Student pareada). . .- -

La administracién de la nicotina dentro de ND ,
disparo de 7 (18.9%) neuronas de este nticleo en un’74.84 | % (P< 0.05, prueba t
de Student pareada). Este efecto tuvo una IatenCta corta (O 2:5).y. una duracién de
516.8£55.6 5. v e

a. frecuencua de

Efectos de la administracién de nicotina dentro del NDR sobre la frecuencia de
disparo de las neuronas del LDT

Las neuronas del LDT tuvieron una frecuencia de disparo media de 4.52+0.33
Hz (n=26). Sus potenciales de accién extracelulares tuvieron una morfologia bifasica
con una deflexién positiva inicial abrupta y una deflexion final negativa con
decaimiento lento (Figura 14A). La duracién del potencial de accion extracelular
completo fue de 3.09+0.09 ms, mientras que la duracién de la deflexion positiva
inicial fue de 0.99+0.06, ms (n=26). La frecuencia de disparo relativamente baja
(< 10Hz), la aita duracién de los potenciales de accién y su morfologia bifisica han
sido descritos como criterios de identificacién de las neuronas presuntamente
colinérgicas del LDT en registros extracelulares (Kayama y col., 1992; Koyama y co!.,
1994).

La administracion de nicotina por microinyecciones a presion dentro del NDR
(2 mM, 5 ms) disminuyd la frecuencia de disparo de 21 neuronas (80.8%) del LDT en
un 65.9+5.5% (P <0.05, prueba t de Student pareada), efecto que coincidié con un
incremento en la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR en 111.4£17.3%
(P<0.05, prueba t de Student pareada, n=21) (Figura 15). En 19 de estas 21 neuronas
del LDT la respuesta inhibidora fue precedida por un incremento transitorio de la
frecuencia de disparo (23.1+5.3%, P<0.05, prueba t de Student pareada) el cual
coincidié con una disminucidn transitoria de la frecuencia de disparo de las neuronas
del NDR (Fig. 15B).

En dos experimentos (7.7%) se presentd incremento de la frecuencia de
disparo de las neuronas del LDT en un 45.5+5.5%, el cual coincidié6 con una
respuesta monofdsica inhibidora de la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR,
mientras que en otras tres neuronas (11.5%) del LDT no se observaron cambios en la
frecuencia de disparo cuando en el NDR se presento dicha respuesta.

Los cambios reciprocos en la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR y
del LDT antes descritos tuvieron una correlaciéon inversa significativa (Pearson Product
Momment Correlation, r= -0.83, P<0.05). Las administraciones repetidas de nicotina
dentro del NDR usando duraciones crecientes de la microinyeccion (de 1-5 ms a 50-
100 ms) produjeron efectos inhibidores proporcionalmente mas grandes en duracién
y magnitud (n=6). La mayor disminucién de la frecuencia de disparo de las neuronas
del LDT (82%) fue observada con administraciones de nicotina de 100-150 ms de
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Figura 15. Efectos: estimuladores. de la administracién de la nicotina en el NDR sobre la
frecuencia ‘de. dlsparo de las ‘neuronas serotoninérgicas del mismo niicleo y efectos
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duracién 'y esta dlsmmucmn fue dlferente de las produmdas por admnmstracuones de
nicotina con- duraciones mas bajas (ana||5|s de variancia de: una via: seguuda por la
prueba de Bonferom, P<O 05).:

InfluenCIa de la adm/nlstraCIén de /a nicotina dentro del NDR sobre Ia frecuenc:a de
disparo de las neuronas del PPT

Las neuronas del PPT tuvieron una frecuencia de disparo media de 4.9+0.86
Hz (n=11). Sus potenciales de accién extracelulares fueron similares a los de las
neuronas del LDT (bifisicos, con una deflexién positiva abrupta y una deflexion
negativa final con decaimiento lento, Figura 14A). La duracién del potencial de
accion completo fue de 3.0520.15 ms (n=11) y la duracién de la deflexion inicial
positiva fue de 0.92+0.06 ms (n=11). La frecuencia de disparo relativamente baja, asi
como los potenciales de accién anchos, bifdsicos representan criterios de
identificacién de las neuronas colinérgicas del PPT en registros extracelulares
(Thakkar y col., 1998).

La administraciéon de la nicotina dentro del NDR con una duracion de 5 ms
indujo una disminucién significativa en la frecuencia de disparo de 9 (81.8%)
neuronas del PPT en un 53.9+10% (P <0.05, prueba t de Student pareada) la cual
coincidié con un incremento significativo en la frecuencia de disparo de las neuronas
del NDR (74.9+14.1%, P<0.05, prueba t de Student pareada, n=9) (Figura 14B). En
estas 9 neuronas del PPT la disminucién de la frecuencia de disparo fue precedida por
un incremento transitorio (28.3+10.8%, P<0.05, prueba t de Student pareada, n=9)
el cual coincidié con una disminucién transitoria en la frecuencia de disparo de las
neuronas del NDR. La administracién repetida de la nicotina dentro del NDR produjo
disminuciones reproducibles en la frecuencia de descarga de las neuronas del PPT
(n=4).

En dos experimentos la administracion de la nicotina dentro del NDR fallé en
producir algiin cambio en la frecuencia de disparo de las neuronas del PPT, si bien,
las neuronas del NDR presentaron disminuciéon de su frecuencia de disparo. Los
cambios reciprocos en la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR y PPT
tuvieron una correlacién inversa significativa (Pearson Product Moment Correlation,
r=-0.963, P<0.05, n=20).

Influencia de la espiperona, del (-)propranolol y del WAY-100635 sobre la inhibicién
de las neuronas del LDT inducida por la nicotina

La espiperona (0.1 mM) administrada dentro del LDT (Figura 16A) aumentd |a
frecuencia de disparo de las neuronas de este nticleo en 22+ 6.2 % (n=>5, prueba t de
Student pareada, P<0.05). El pre-tratamiento de las neuronas del LDT con espiperona
bloqueo, casi por completo, la inhibicién de las neuronas del LDT |ndUC|da por la
nicotina administrada dentro del NDR (Fig 16A). ~

El pretratamiento de las neuronas del LDT con (-}propranolol (0,1 mM), ho
produjo efeclos significativos sobre la frecuencia de disparo de estas:neuronas, pero
bloqueo el efecto inhibidor de la administracién de la nicotina dentro del NDR sobre
la frecuencia de disparo de las neuronas colinérgicas del LDT (Figura 16B).
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Figura 16. Los efectos inhibidores de la nicotina, inyectada dentro del NDR, sobre las
neuronas colinérgicas del nicleo laterodorsal tegmental (LDT) son mediados por la
serotonina. A: la administracion de nicotina (Nic) dentro del NDR, después de la
administracién del bloqueador de los receptores 5-HTi,, spiperona, dentro del LDT,
produce un efecto inhibidor débil y transitorio de la frecuencia de disparo de una neurona
colinérgica del LDT; B: la administracién de la nicotina dentro del NDR después de la
administracion del (-)propranolol dentro del LDT no produce ningiin efecto sobre las
neuronas colinérgicas del LDT; C: el pre-tratamiento de las neuronas del LDT con
WAY-100635 (bloqueador especifico de los receptores 5-HT, ) previene la inhibicion de
las neuronas colinérgicas del LDT por la administracién de la nicotina dentro del NDR;
D: el WAY-100635 revierte los efectos inhibidores de la nicotina inyectada dentro del

NDR sobre una neurona del LDT.
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La administracién del bloqueador especifico de los receptores 5- HT,A, kWAY-
100635 (140 nM) dentro del LDT indujo un incremento significativo en’la frecuencia -
de disparo de las neuronas de este ntcleo en 55.4+17.5% (n =35, P<0.05, prueba tde.
Student pareada) y revirti6 los efectos inhibidores de fa- ad‘ ini 'mcotmaf :
dentro de!l NDR (Figura 16C, D). : o A

Influencia de la administracién de la nicotina dentro del NDR sobrei’/a "llberaCIon de’

serotonina
La liberacién de serotonina aumenté de manera significativa despues de la
administracion de la nicotina dentro del NDR (28.4+2.4%, P<0.05, prueba t de

Student pareada, =12).

7. DISCUSION

7.1 Efectos de la nicotina sobre la frecuencia de disparo neuronal

Los resultados de este estudio indican que la nicotina aumenta la frecuencia de
disparo de dos terceras partes de las neuronas serotoninérgicas del NDR y la
disminuye en el tercio restante,

La presencia de receptores nicotinicos de tipo a4P2 y a7 en el soma de-las -
neuronas serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafe de rata (Bitner y col., 2000),
apoya la hipétesis de que los efectos estimuladores de la nicotina se deben a la accién
directa de ésta sobre tales neuronas. Por otra parte, Li y col. (1988) han reportado una
accion estimuladora indirecta de la nicotina, sobre las neuronas serotoninérgicas del
NDR, mediada por la noradrenalina a través de la estimulacién de receptores a,
adrenérgicos. Sin embargo, en nuestro estudio esta via no estuvo probablemente
implicada, ya que la solucién de perfusion contuvo fenilefrina en una concentracion
alta, que pudo haber mantenido estimulados casi de manera mdxima a los receptores
o, de las neuronas serotoninérgicas.

El incremento de la frecuencia de disparo provocado por la nicotina estuvo
limitado por la serotonina liberada dentro del NDR, ya que el WAY-100635,
administrado después de la nicotina incrementd aun mas la frecuencia de disparo. De
manera similar, el hecho de que la bicuculina administrada después de la nicotina
magnificara los efectos estimuladores de ésta, sustenta la idea de que el &cido y-
aminobutirico (GABA), también limité el incremento de la frecuencia de disparo de
las neuronas estudiadas.

Los efectos inhibidores de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de las
neuronas serotoninérgicas del NDR resultaron dependientes de la serotonina, pero no
del GABA, dado que esta inhibicién fue revertida por el WAY-100635, antagonista de
los receptores serotoninérgicos SHT,,, mas no por la bicuculina, antagonista de los
receptores GABA ,. Una conclusion similar fue obtenida por Engberg y col. (2000),
usando experimentos in vivo. Al respecto de la accién inhibidora de la serotonina
sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR se sabe que éstas poseen
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autorreceptores de tipo 5-HT,,, cuya estimulacion provoca disminucién de la
frecuencia de disparo (Penington y col., 1993)-e hiperpolarizacién (Li y col. 1998),

Por otra parte, diversos estudios apoyan la idea de que el GABA pueda mediar
los efectos inhibidores de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de las neuronas
estudiadas. En este sentido se sabe que el GABA provoca incremento de la frecuencia
de corrientes postsindpticas inhibidoras en neuronas serotoninérgicas del NDR (Liu y
col., 2000) y que las mismas estan sujetas a inhibicion GABAérgica durante el sueno
de movimientos oculares rapidos (Nitz y Siegel, 1997). Ademas, en ratas 30% de la
poblacién neuronal total del NDR estd constituida por neuronas GABAérgicas
(Johnson, 1994) y la mayoria de éstas presentan receptores nicotinicos de tipo o7
(Bitner y Nikkel, 2002). Adicionalmente, se ha demostrado que la nicotina incrementa
la liberacion de GABA en rebanadas de cerebro (Yang y col., 1996). Sin embargo,
como vya se senald, en este estudio los efectos inhibidores de la nicotina no se
encontraron mediados por este neurotransmisor, ya que la administracion de
bicuculina no revirtié la disminucién de la frecuencia de disparo, por el contrario la
magnifico.

Los efectos duales de la nicotina sobre la frecuencia de disparo neuronal,
observados en este trabajo, sugieren la existencia de dos poblaciones de neuronas
presuntamente serotoninérgicas dentro del NDR. Una de estas representada por
neuronas estimuladas tanto por la nicatina como por la bicuculina, lo que sugiere que
expresan receptores nicotinicos y GABAérgicos tipo A. Estas neuronas fueron
inhibidas por la serotonina a través de la estimulacién de receptores 5HT,, y son
probablemente serotoninérgicas debido a que el aumento de la liberacién de
serotonina se presentd conjuntamente con el incremento de fa frecuencia de disparo
(véase el subcapitulo de liberacién de serotonina).

Las neuronas que fueron inhibidas por la nicotina y por la bicuculina a través
de la liberacion de serotonina pertenecen a la segunda poblacién, mismas que
probablemente no expresan receptores nicotinicos ni GABA,, pero si receptores
5HT, .. Estas neuronas exhiben una actividad reciproca con la de las neuronas que son
estimuladas por la nicotina. Recientemente, Sakai y col. (2001) describieron seis
diferentes tipos de neuronas en el NDR, uno de los cuales (Tipo Il B) tiene un patrén
de actividad reciproco con muchos de los otros tipos.

7.2 Efectos de la nicotina sobre la liberacion de serotonina

Todas las concentraciones de nicotina utilizadas provocaron incremento de la
liberacion de serotonina. A concentraciones de nicotina de 0.2, 2, y 21 puM este
incremento fue dependiente del aumento de la frecuencia de disparo de las neuronas
serotoninérgicas del NDR. Un argumento a favor de esta afirmacion es que la
liberacién de serotonina inducida por la nicotina fue inhibida casi por completo por
la presencia de tetrodotoxina. Por lo tanto, es posible que la serotonina haya sido
liberada a nivel de las terminales axénicas o desde la regién somatodendritica de las
neuronas serotoninérgicas del NDR.

La dosis mas alta de nicotina utilizada produjo un aumento de la liberacién de
serotonina independiente del disparo neuronal. En presencia de TTX esta dosis de
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nicotina indujo una liberacion de serotonina de 88.9 veces- la' liberacién basal,
mediante la estimulacién de receptores nicotinicos de tipo a7, ya que esta liberacion
fue bloqueada por la metilcaconitina. Este efecto. pudo 'deberse a la accidn
estimuladora directa de la nicotina sobre receptores nicotinicos presinapticos,
localizados a nivel de las terminales axénicas de las neuronas serotoninérgicas; o a la
estimulacion de la liberacion somatodendritica, a través de receptores nicotinicos
ubicados en este nivel. La liberacion somatodendritica de serotonina ha sido descrita
en el NDR de ratas (Adell y col., 1993) y gatos (Fueri y col., 1984; Héry y col., 1986;
Becquet y col.,, 1990) y se ha encontrado marcadamente afectada por la TTX, en
estudios in vivo, pero no en estudios in vitro (Héry y col., 1986). Es importante
mencionar que la activacién de los receptores nicotinicos de tipo a7, induce el mayor
aumento en la entrada de calcio a la célula, generado por los diferentes tipos de
receptores nicotinicos conocidos, por lo que es posible que su estimulaciéon pueda
provocar la liberacion de serotonina. La dosis efectiva media (DE,,) de nicotina para la
activacion de estos receptores tiene valores de 40 uM (Lindstrom, 1995), lo que
explica el aumento brusco y de alta magnitud de la liberacion de serotonina entre las
dosis de 21 y 215 uM. Considerando lo anterior, resulta poco probable que Ia
activacion de los receptores a7 presindpticos represente per se un mecanismo
importante para la liberacion de serotonina bajo ciertas condiciones, como en el caso
de fumadores, en los que se alcanzan niveles sanguineos de nicotina del orden de
0.7-1 uM. Sin embargo, es posible que la estimulacién de estos receptores potencie
la liberacion de serotonina inducida por los potenciales de accién de las neuronas
serotoninérgicas del NDR, a través del aumento de la concentracién de calcio en los
botones terminales de las mismas.

La administracion de la nicotina provoco, ademds del incremento de la
liberacion de serotonina, incremento de la liberaciéon de GABA. El andlisis del curso
temporal de los experimentos individuales revelaron que tales incrementos fueron
oscilatorios y reciprocos, lo que sugiere que la nicotina estimula directamente la
liberacion de ambos neurotransmisores, los cuales a su vez, ejercen acciones
inhibidoras reciprocas. El hecho de que la administracion de la bicuculina, provocara
un incremento de la liberacién de serotonina y que la administracion del WAY-
100635, incrementara la liberacién de GABA, soporta esta idea. Ademds de la
inhibicién reciproca, los resultados obtenidos indican que tanto el GABA como la
serotonina ejercen efectos autoinhibidores, debido a que la administracién de
bicuculina incrementé la liberacion de GABA mientras que la administraciéon del
WAY-100635 incrementé la liberacion de serotonina. Estos datos son acordes con
estudios previos que indican que parte del control de la liberacién de serotonina esta
dado por retroalimentacion negativa a través de la activacidén de receptores 5HT,,
(Bagdy y col., 2000; Tao y col.,, 1996) y que la estimulacion de autorreceptores
presindpticos, GABA,, limita la liberacion de GABA (Ennis y Minchin, 1993; Bagdy y
col., 2000).
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7. 3 Actlwdad reciproca de las neuronas serotoninérgicas del NDR y colinérgicas de
los nicleos LDT y PPT inducida por la nicotina

.La.administracién a presién de la nicotina dentro del NDR indujo cambios
reciprocos en la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR y del LDT/PPT. Asi,
cuando- la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR aumenté después de la
administracién de la nicotina en un 99.5+27.7%, la frecuencia de disparo de las
neuronas - del- LDT y PPT disminuyd significativamente en un 65.9+5.5% v
53.9+10.1%, respectivamente. Cuando la frecuencia de disparo de las neuronas del
NDR disminuyé transitoriamente después de la administracién de la nicotina
(46.5£5.2%), la frecuencia de disparo de las neuronas del LDT y PPT aumenté
(23.1+£5.3% y 28.3+10%), muy probablemente debido a un proceso de desinhibicion.
Los cambios reciprocos en la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR y del
LDT/PPT inducidos por la nicotina fueron temporalmente coincidentes y exhibieron
una correlacién inversa significativa (Pearson Product Moment Correlation, r= -0.83
para las neuronas del LDT y r= -0.96 para las neuronas del PPT). La inhibicién de las
neuronas del LDT/PPT estuvo asociada con un incremento significativo en la
liberacién de serotonina (28.4+2.4%) y, en el caso de las neuronas del LDT, fue
bloqueada por el pretratamiento con el antagonista especifico de los receptores 5-
HT,,, WAY-100635 y por los antagonistas menos especificos de los mismos
receptores, espiperona y propranolol. Es importante sefnalar que tanto el WAY-100635
como la espiperona indujeron como efecto propio un incremento en la frecuencia de
disparo de las neuronas del LDT (55.4+17.5%), lo cual sugiere la existencia de una
inhibicion serotoninérgica ténica sobre las neuronas del LDT.

En conjunto, estos datos indican que la aplicacién de nicotina dentro del NDR
estimula las neuronas serotoninérgicas del NDR, lo que a su vez inhibe a las neuronas
colinérgicas del LDT y PPT por activacion de sus receptores 5-HT,,. Esta conclusién
es apoyada por estudios previos que muestran que las neuronas serotoninérgicas del
NDR envian proyecciones a las neuronas colinérgicas del LDT y PPT (Honda y
Semba, 1994; Steininger y col., 1997) y que la serotonina hiperpolariza la mayoria de
las neuronas del LDT y PPT actuando en receptores 5-HT,, (Luebke y col., 1992;
Leonard y Llinas, 1994).

Las neuronas del LDT y PPT que no cambiaron su frecuencia de disparo
después de la aplicacién de la nicotina probablemente pertenecen a subpoblaciones
neuronales insensibles a la serotonina. La existencia de tales subpoblaciones ha sido
demostrada tanto in vitro (Luebke y col., 1992; Leonard y Llinas, 1994) como in vivo
(Thakkar, 1998).

Las neuronas del PPT y LDT inhibidas por la activacién de las neuronas del
NDR muy probablemente fueron colinérgicas debido a sus potenciales de accion de
larga duracion (>3 mseg.) y a su frecuencia de disparo relativamente baja. En ratas
jovenes la mayoria de las neuronas del LDT con propiedades electrofisiologicas
relacionadas con las espigas ponto-geniculo-occipitales (PGO) han sido reportadas
como colinérgicas e inhibidas por agonistas de los receptores 5-HT,, (Luebke y col.,
1992). Por lo tanto, puede asumirse que este tipo de neuronas es también inhibido




por la administracién de la nicotina dentro del NDR, Estos hallazgos pueden explicar
la desaparicion de-las espigas PGO del sueiio MOR* observada despues de ‘la
administracién sistémica de nicotina en experimentos in vivo:
Los resultados obtenidos apoyan la-idea de que: dlversos Vefectos observados
tras la administracién de la nicotina, tales como la alteracion e la duracién de las
fases del suefo, la supresion de las espigas PGO, el incremento de la actividad
locomotora, el mejoramiento de la atencion, asi como los efectos anorexigénicos,
antidepresivos, ansioliticos y ansiogénicos, tienen su explicacién, al menos en parte,
en las acciones que la nicotina ejerce sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR.

8. CONCLUSIONES

¢ La nicotina estimula aproximadamente a dos terceras partes de las neuronas
del NDR, probablemente, dada la presencia de receptores nicotinicos en estas
neuronas, por un efecto directo. Ademds inhibe aproximadamente a un tercio
de las neuronas del NDR, mediante la liberacién de serotonina.

e la nicotina puede provocar la liberacion de serotonina mediante la
estimulacion de receptores nicotinicos de tipo a7, presuntamente localizados a
nivel presinaptico, a concentraciones ~100 veces mayores a las que se pueden
encontrar en sangre de personas fumadoras.

e La estimulacién de las neuronas serotoninérgicas del NDR con nicotina resulta
en la inhibicién, mediada por la serotonina, de la actividad de las neuronas
colinérgicas del LDT y PPT, lo que puede explicar la inhibicién de las espigas
PGO del suefio MOR, observada tras la administracién de nicotina.
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