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En memoria de J.G.S.G., J.V.R. y B. Amigos increibles...

s Por qué preferir un punto de vista ingenuo basado en buscar la verdad?

sPor qué preferir un camino oculto tras un velo de obscuro desconocimiento,
habiendo tantos rescates para el “alma’?

sPor qué construir de manera microscopica los pequenos pasos para obltener
aprorimaciones increibles?

La inica respuesta que encuentro, por ahora es: para saber, conocer y
sobretodo para alwiar esta angustia que atun no resuelvo de donde surge, pero a

veces, muy pocas, por cierto, no me dejan dormair.

Ojald que cuando los tiempos cambien; se pueda dilucidar cudl increible es
nuestro organismo y todas las maravillas que realiza de manera humilde, ahi
sin que uno lo note. Solamente, como un accidente, de repente se crea el
pensamiento, los sentimientos, los suenos y mientras eso pasa, st solo st eso

pasa, ocurre la vida.
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Resumen

El nicleo rostromedial tegmental (RMTg) es una estructura situada en la
parte posterior del niicleo ventral tegmental (VTA), por ello también es cono-
cido como la “cola” del nicleo VTA (tVTA). Del 70 % al 92% de las neuronas
que lo conforman son GABAérgicas. El nicleo RMTg ha sido descrito como un
modulador de la actividad dopaminérgica (DA) del complejo VTA-substancia
negra compacta (SNc) el cual tiene un papel fundamental en la codificacion de
senales aversivas o gratificantes en roedores y primates. Estudios anatémicos
han demostrado que el RMTg recibe una densa inervacion glutamatérgica pro-
veniente de la habénula lateral (LHb). Asimismo, este niicleo recibe importantes
aferencias colinérgicas que se originan de los niicleos tegmentales pedunculopon-
tino y laterodorsal. En varias estructuras del sistema nervioso central (SNC) se
ha observado que la acetilcolina es capaz de modular la liberacion de diversos
neurotransmisores a través de la activacion de receptores colinérgicos de tipo
nicotinico (nAChRs). Sin embargo, se desconoce si la acetilcolina es capaz de
incrementar la liberacion de glutamato en el niicleo RMTg. En el presente traba-
jo se emplearon técnicas de registro electrofisiologico en célula completa (patch
clamp), para investigar el efecto de la nicotina sobre la liberacion de glutamato
en el nicleo RMTg. Asimismo, se utilizé la técnica de imagenologia de calcio
para determinar el efecto nicotinico sobre la excitabilidad de las neuronas GA-
BAérgicas en este niicleo. La técnica de imagenologia de calcio permite estudiar
el efecto de la nicotina sobre una poblaciéon de neuronas de manera simultanea,

pero con resolucion de célula tnica.

Se demostréd que la nicotina incrementa los sEPSCs en células GABAérgicas
del nicleo RMTg. Esto, mediante la activacion presinaptica de nAChRs homo-
méricos conformados por la subunidad a7. Ademas, este efecto de la nicotina fue
congruente con una activacién poblacional tras la presencia de nicotina, la cual
promovié una mayor sincronia en el disparo de las células del nucleo RMTg.
La presente tesis tiene importantes implicaciones fisiologicas, conductuales y

clinicas ya que el nicleo RMTg ejerce un efecto inhibitorio sobre las neuronas

IX



X RESUMEN

dopaminérgicas del VTA y la SNc regulando las senales aversivas y el apren-
dizaje por reforzamiento. El niicleo RMTg se ha propuesto como un posible
blanco para el tratamiento de trastornos neuropsiquiatricos como la ansiedad y

la depresion, asi como de conductas adictivas.
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Capitulo

Introduccion

Las recompensas y los castigos son eventos esenciales en el moldeamiento
conductual de los animales. Dichos eventos definirdn las respuestas conductua-
les futuras, siempre y cuando exista una contingencia entre ellas, generando un
aprendizaje adaptativo (Schultz, 2016). Todo organismo busca emitir una con-
ducta 6ptima donde se obtengan reforzantes y se eviten los castigos (Bromberg-
Martin et al., 2010). Sin embargo, existen alteraciones o desérdenes psicologicos
que pueden afectar la emisiéon de una respuesta adecuada ante cierta situaciéon

que se enfrente, lo cual conduce a una desadaptacion al entorno (Schultz, 2016).

Ejemplos de estos desordenes son las adicciones, definidas por el Instituto
Nacional sobre el Abuso de Drogas (NIDA, 2016), como un trastorno cronico
y recurrente, caracterizado por la bisqueda compulsiva y el uso de alguna sus-
tancia nociva sin importar las consecuencias. El abuso de drogas es considerado
un desorden del sistema nervioso central (SNC), debido a que ocurre un cambio
funcional en los circuitos cerebrales, implicados en la codificacion de recompen-
sas, estrés y autocontrol. Estos cambios tienen una duracién muy amplia en el
tiempo, inclusive aun después de que la persona haya detenido el consumo de

la sustancia nociva (Hyman et al., 2006).

El sistema dopaminérgico mesolimbico, el cual es fundamental en el apren-
dizaje de reforzadores y castigos, es uno de los principales sistemas neurona-
les alterados en las adicciones (Goldstein y Volkow, 2002). Dicho sistema esta

constituido por los nicleos mesencefalicos del area ventral tegmental (VTA), la
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substancia negra compacta (SNc) y sus proyecciones dopaminérgicas a la corte-
za prefrontal y areas subcorticales. El neurotransmisor dopamina (DA) tiene un
papel fundamental en el control de la motivacion mediante el procesamiento de
aspectos especificos de las consecuencias de la respuesta de un animal, como lo
son: la cantidad, probabilidad y el valor subjetivo de los estimulos. Por lo tanto,
este sistema es vital para el aprendizaje y la toma de decisiones (Bjorklund y

Dunnett, 2007; Bromber-Martin et al., 2010).

Otra estructura fundamental en los procesos de aprendizaje por reforza-
miento y aversion es el niicleo rostromedial tegmental (RMTg). Esta, es una
estructura bilateral situada en la parte posterior del VTA. Por ello, también
es conocido como la “cola” del nicleo VTA (tVTA). El nicleo RMTg ha sido
descrito como un modulador GABAérgico de la actividad dopaminérgica del
complejo VTA-SNc y tiene un papel fundamental en la codificacion de senales
aversivas y gratificantes en roedores (Jhou et al., 2009; Sanchez-Catalan et al.,

2017; Stamatakis y Stuber, 2012) y en primates (Hong et al., 2011).

El descubrimiento de este nicleo fue debido a una serie de observaciones que
demostraron la conectividad de un grupo de neuronas que expresaban genes de
expresion temprana después de la administracion de drogas psicoestimulantes
(Scammel et al., 2000; Jhou, 2005; Perrotti et al., 2005; Zahm et al., 2010). Estas
mismas neuronas mostraban un notable marcaje después de la inyeccién de
trazadores retrogrados en el nicleo VTA (Geisler et al., 2008; Jhou, 2005; Jhou
et al., 2009) y expresaban la enzima &acido glutamico descarboxilasa (GAD) lo
cual indica el uso de GABA como neurotransmisor (Jhou et al., 2009; Kaufling
et al., 2010). Finalmente, otra regién importante en el establecimiento y las
consecuencias de las adicciones (sensibilizacién y abstinencia) es la habénula
lateral (LHb) la cual origina una gran densidad de proyecciones glutamatérgicas
hacia las neuronas GABAérgicas del RMTg constituyendo la principal entrada
excitatoria a este nicleo (Jhou et al., 2009). Se sabe que los estimulos aversivos
producen una activacion de las neuronas de la LHb las cuales tienen un efecto
excitatorio glutamatérgico sobre las neuronas GABAérgicas del RMTg. Estas,
a su vez, producen un efecto inhibitorio mediado por GABA sobre las neuronas
DA del VTA. A través de esta via, la LHb provoca la inhibicién de alrededor del
95 % de células dopaminérgicas del VTA (Jiy Shepard, 2007). Esto ha llevado a



sugerir que el nicleo RMTg funciona como un freno del sistema dopaminérgico

mesolimbico (Bourdy y Barrot, 2012).

El nicleo RMTg recibe importantes aferencias colinérgicas que ejercen sus
efectos a través de receptores colinérgicos de tipo nicotinico (nAChRs). Este
es el tema central del presente trabajo de tesis, pues el interés principal fue
investigar si la nicotina, la cual es una droga de abuso comin, podria modular
la actividad del RMTg. Debido al control tonico que el niicleo RMTg ejerce
sobre las neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo, es valido inferir que la re-
gulaciéon de la actividad de este ntcleo por la nicotina tendria consecuencias
importantes sobre el funcionamiento del sistema dopaminérgico mesolimbico y
el aprendizaje de conductas por reforzamiento. Para estudiar el efecto de la
nicotina en el RMTg, en este trabajo se emplearon técnicas electrofisiologicas y

de imagenologia de calcio.



Capitulo

Marco teoérico

2.1. Adicciéon a nicotina

El consumo de tabaco es un problema mundial de salud ptblica, causando
el deceso de mas de 7 millones de consumidores directos y 1.2 millones de
personas expuestas a humo ajeno. A pesar de sus negativas consecuencias, el
tabaco es usado comtiinmente en todo el mundo, ya que aproximadamente 1.1
billones de personas lo consumen y cerca del 80 % de estos consumidores viven
en paises de ingresos medianos o bajos (OMS, 2015). Por otra parte, solo el
5% de intentos de parar el consumo de esta droga, sin ayuda especializada, son
exitosos. Fumar es altamente coincidente con ciertos desérdenes psiquiatricos
incluyendo depresion, ansiedad y adicciones a otras drogas de abuso (Miller y

Picciotto, 2016).

De acuerdo con el manual diagnéstico y estadistico de desérdenes mentales
en su quinta edicion (DSM-5, por sus siglas en inglés), la adiccion al tabaco es
diagnosticado cuando un paciente presenta al menos dos de once criterios, en
los cuales estan incluidos: el control deficitario sobre su uso, deseos insistentes
en dejar o controlar su consumo, asi como fallos en estos intentos, alta inversion
de tiempo intentando obtener la sustancia, deseo intenso de consumo a pesar de
tener problemas recurrentes causados o exacerbados en torno al uso de la dro-
ga, riesgos fisicos, tolerancia y abstinencia (American Psychiatric Association,
2013). Ademas, dos indicadores fuertes en la adiccion a nicotina son el nimero
de cigarros fumados al dia y el tiempo que transcurre desde despertarse hasta

consumir el primer cigarro del dia (Miller y Picciotto, 2016).
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2.1. ADICCION A NICOTINA 5

La nicotina es el principal componente psicoactivo del tabaco. Es un alcaloide
altamente adictivo y responsable de la gran prevalencia del uso de tabaco. Esta
droga ejerce sus efectos por medio de su unién, activacion y desensibilizacion
de los nAChRs expresados en todo el SNC que se encuentran en elementos

neuronales, tanto presinapticos como postsinapticos (Miller y Piccioto, 2016).

Los nAChRs son pentameros formados por 5 subunidades, que pueden ser
tipo a o . Cuando los receptores nicotinicos estan conformados por 5 subuni-
dades idénticas que suelen ser del tipo a (p.e., a7 6 a9) se les denomina
homo-oligbmeros. En cambio, cuando estan conformados por la combinacion
de subunidades « y /3 se les llama heterémeros (Changeux et al., 1992, 1998).
Actualmente, se han identificado 9 subunidades o (a2 — a10), la subunidad a8
se ha localizado en aves pero no se encuentra en mamiferos (Lindstrom et al.,
1996). De la subunidad g se han identificado a la fecha solo tres tipos (52, 83
y (4; Hogg et al., 2003; Gotti y Clementi, 2004; Dani y Bertrand, 2007). La
combinacion de diferentes subunidades da lugar a diversos subtipos de nAChRs
nombrados con base en la combinacién de las subunidades o y 8 que contienen
(Fig 2.1). Por ejemplo, existen los subtipos o232, o284, 352, a34, o432, a7,
etc. (Wu y Lukas, 2011). Sin embargo, se sabe que aproximadamente el 90 %
de los nAChRs expresados en el SNC son de los subtipos o432 y a7 (Whiting
y Lindstrom, 1986). Las subunidades que constituyen los nAChRs les confieren
sus propiedades electrofisiologicas y farmacologicas, determinando su afinidad
a los agonistas y antagonistas. Ademaés, influyen la potencia y la eficacia de
estos compuestos (Luetje y Patrick, 1991; Harvey et al., 1997; Stauderman et
al., 1998). El receptor nicotinico a4 32 esta conformado por 2 subunidades a4 y
3 subunidades (2. Si bien, se ha descrito otra estequiometria de este receptor,
la relacion en la expresion de estas dos conformaciones proteicas atn no esté
bien esclarecida (Lucero et al., 2016; Carbone et al., 2009). Este es el nAChR
de mayor distribucion en el SNC y esta localizado principalmente en la corteza
cerebral, nucleo estriado, nicleo supraquiasmatico, ntcleo geniculado lateral y
el mesencéfalo (Whiting et al. 1991; Flores et al. 1992). Los receptores a4/52
tienen mucha mayor afinidad (rango nanomolar) por la nicotina en comparacion
con el receptor a7 (rango micromolar) pero se desensibilizan més rapidamente
(Zoli et al., 1998; Lambe et al., 2003; Wooltorton et al., 2003). Los receptores

a7 son homo-oligbmeros constituidos por 5 subunidades a7 idénticas. Tienen



6 CAPITULO 2. MARCO TEORICO

una amplia distribucién en el cerebro incluyendo la corteza, el hipocampo y las
regiones subcorticales limbicas, con una menor distribucién en regiones talami-
cas y ganglios basales (Breese et al., 1997; Broide et al., 1995; Machaalani et
al., 2010). Los receptores a7 tienen 10 veces més permeabilidad al calcio que los
receptores a4 32 (Role y Berg, 1996) y se desensibilizan con cantidades saturan-
tes de acetilcolina o nicotina (Seguela et al., 1993). Se sabe que, en el encéfalo,
los nAChRs se localizan principalmente en las terminales sinapticas donde par-
ticipan modulando la liberacién de diversos neurotransmisores (Wonnacott et

al., 1997).

Heteromeros/ Homo-oligémeros/
Heteroméricos homomeéricos

Figura 2.1: Receptores nicotinicos.

A) Tlustracion esquemadtica de los nAChRs como pentdmeros conformados por 5
subunidades las cuales pueden ser a y 3. Los receptores que estan conformados por
diferentes subunidades se les conoce como hererémeros o heteroméricos, en cambio,
los receptores que son conformados por 5 subunidades idénticas son llamados homo-
oligoméros u homomeéricos. B) La conformacion que tiene el receptor le confieren
propiedades farmacologicas y fisicas especificas, por ejemplo, su afinidad por el ligan-
do, sus cinéticas de activacion e inactivacion, su permeabilidad a cationes como Ca®?
o Na™, etc. La localizacién de estos receptores es principalmente presinaptica, sin em-
bargo, también se encuentra en elementos neuronales postsinapticos como dendritas
y somas (Modificada de Cali et al., 2019).
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2.2. La nicotina y el sistema dopaminérgico me-

solimbico

Las propiedades adictivas de la nicotina son mediadas por el sistema DA me-
solimbico y sus proyecciones hacia el ntcleo accumbens (NAc), ademas de las
eferencias de este ultimo a la corteza, el neoestriado, la amigdala, el hipocampo
y otras areas subcorticales (Bjorklund y Dunnett, 2007). La nicotina incrementa
la transmision de DA del nicleo VTA mediante multiples mecanismos media-
dos por nAChRs. Por ejemplo, la activacion de nAChRs o432 en el soma de
células DA incrementan su excitabilidad y la tasa de disparo. Ademas nAChRs
a432a6 en terminales dopaminérgicas incrementan la liberacion de DA en el
NAc (Picciotto et al., 1998; Zoli et al., 2002). Finalmente, la nicotina puede
activar receptores presinapticos nAChRs a7 de terminales glutamatérgicas en
el VTA, lo cual induce el incremento de liberaciéon de glutamato sobre neuronas

DA (Fig. 2.2) (Miller y Picciotto, 2016).

Precisamente, una de las vias importantes que es alterada, por el abuso de
nicotina, es la proyeccion dopaminérgica del VTA al NAc, lo cual contribuye
a las propiedades adictivas y reforzadoras de esta droga (Mao et al., 2011).
Por ejemplo, previamente se ha demostrado que la exposicién aguda a nicotina
en rebanas cerebrales de ratas jovenes promueve la potenciacion a largo plazo
(LTP) dependiente de receptores NMDA en sinapsis excitatorias de neuronas
DA del VTA. Ademas, se observé un incremento en la tasa de expresion de los
receptores AMPA /NMDA en neuronas dopaminérgicas, siendo consistente con
la generacion de LTP en estas sinapsis (Gao et al., 2010). Por otra parte, se ha
reportado que, en el NAc, la aplicacion aguda de nicotina produce un incremento

persistente en la transmision glutamatérgica (Mansvelder et al., 2002).

2.3. El ntcleo rostromedial tegmental.

El nicleo RMTg también llamado cola del VTA (tVTA; Kaufling et al.,
2009; Perrotti et al., 2005), es parte de la formacion reticular medial mesopon-
tina (Zahm, 2010), ha sido descrito en primates (Hong., 2011) y en roedores

(Stamatakis y Stuber, 2012) como una estructura bilateral, conformada por un

70 %-90 % de células GABAérgicas.
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nAChR 04p206 Dopamina

nACHR o7 Lliceting

Glutamato
nAChR 0432

receptor AMPA/NMDA

Incremento de
liberacion de

- N glutamato
Incremento de E

excitabilidad en
neurona DA Incremento de
liberacion de
dopamina

Figura 2.2: Nicotina y sus efectos en el sistema DA mesolimbico.
Representacion esquemaética del mecanismo celular y molecular subyacente al incre-
mento dopaminérgico (DA) por la activacion de nAChRs. Area ventral tegmental
(VTA), nicleo accumbens (NAc), neurona colinérgica (ACh), neurona glutamatérgica
(Glu), neurona dopaminérgica (DA) (Modificado de Miller y Piccioto, 2016).

La nomenclatura tVTA hace alusion al primer tercio de esta estructura,
debido a que se encuentra inserta en la parte posterior del VTA (Geisler et
al., 2008; Barrot y Thome, 2011). Otra nomenclatura asignada para la misma
estructura es RMTg, debido a que la parte posterior del nticleo se extiende cau-
dalmente en direccién al borde rostral del nticleo pendunculopontino tegmental
(PPTg), compartiendo cierta homologia con niicleos tegmentales. Ademaés, este
nombre es consistente con la nomenclatura de otras estructuras mesopontinas
(Bourdy y Barrot, 2012). Si bien ambas nomenclaturas tienen la misma validez,

en este trabajo se hara referencia a esta estructura como niicleo RMTg.

La localizacion del nicleo RMTg es posterior al nicleo VTA y dorsal al
nicleo interpeduncular (IP; Perrotti et al., 2005), extendiéndose en sentido
rostral-caudal en las zonas ventrales mesopontinas, quedando incrustada dentro
de la decusacion del pedinculo cerebeloso superior (Fig. 2.3) (Bourdy y Barrot,
2012). En atlas cerebrales de rata, su localizacion lo define como parte del nt-
cleo paranigral (PN; Paxinos and Watson, 2007), sin embargo, esta estructura
se diferencia de otras aledanas debido a la expresion del enzima 4cido glutamico
decarboxilasa (GADg7) sintetizadora de acido gamma-aminobutirico (GABA)

(Olson y Nestler, 2007), asi como por su respuesta a diversos psicoestimulantes
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como cocaina y anfetaminas (Kaufling et al., 2010; Geisler et al., 2008; Barrot

et al., 2012).

A
_
=58 mm —6.0mm )
<&
B

SNc
VIA am Tg

Figura 2.3: Localizacién del nicleo RMTg.

A)Ilustracion esquemadtica en un plano coronal de la ubicacion del RMTg (rojo).
En ratas el RMTg se extiende, en sentido rostro-caudal, aproximadamente de -6 a -7
mm a partir de bregma. B) Esquema sagital, delimitando en azul al ntcleo RMTg y
en rojo al VTA y la SNc. C) Corte para-sagital 0.5mm lateral a la linea media. En café
se muestra la inmunohistoquimica para tirosina hidroxilasa (TH; delimitado en rojo),
que corresponde al VTA. En negro, se muestra la inmunohistoquimica para el receptor
opioide u, que corresponde a la region del RMTg (delimitada en azul). Sustancia negra
compacta (SNc), Nucleo ventral tegmental (VTA), Nucleo rostromedial tegmental
(RMTg).

Estudios electrofisiologicos demuestran que la tasa de disparo de las neuronas
del RMTg registradas in vivo oscila entre 11 y 18 Hz, y la duracion media del
potencial de accion tiene un valor aproximado de 1 ms (Jhou et al., 2009; Lecca
et al., 2011). En células de la misma estructura, pero en primates se observa una
media similar en la tasa de disparo; en cambio, el valor promedio de la duracion

del potencial de accion es de 0.66 ms (Bourdy y Barrot, 2012).

2.3.1. Aferencias del niicleo rostromedial tegmental
Las aferencias mas importantes al nticleo RMTg provienen principalmente

de la LHb, el 4rea predptica lateral, las areas laterales y dorsales del hipotalamo,

el rafé dorsal (DR), los nicleos tegmentales LDTg y PPTg (Fig. 2.4; Jhou et
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al., 2009; Kaufling et al., 2009; Yetnikoff et al., 2014; Bourdy y Barrot, 2012).

@ Aferencias

Figura 2.4: Aferencias del nicleo RMTg.
Estructuras que proyectan hacia el nicleo RMTg (en verde). Las principales aferencias
se originan en la habénula lateral (LHD), el hipotalamo (Hyp), los coliculos superiores
(SC), la zona periacueductal gris (PAG), el rafé dorsal (DR), el nticleo laterodorsal
tegmental (LTDg) y el ntucleo pedunculopontino tegmental (PPTg).

La proyeccion LHb-RMTg esta comprendida como parte del fasciculo retro-
flexus (FR; Lavezzi y Zahm, 2011) y se encuentra organizada de manera topo-
grafica, donde zonas mediales y laterales del niicleo RMTg reciben proyecciones
de areas mediales y laterales de la LHb, respectivamente. Aproximadamente
solo el 35% de los axones que comprenden esta proyeccion estan mielinizados
(Balcita-Pedicino et al., 2011; Fakhoury, 2018). Esta proyeccion es glutama-
térgica, por lo tanto, se trata de una aferente excitatoria (Balcita-Pedicino et
al., 2011; Brinschwitz et al., 2010; Hong et al., 2011). Se ha sugerido que las
terminales presinapticas LHb-RMTg expresan receptores nicotinicos (nAChR),
compuestos en su mayoria por la subunidad a7, ademés de la expresion de

receptores a cannabinoides de tipo 1 (CBRy; Lecca et al., 2011).

La caracterizacion de las demés entradas de informacion del RMTg adn es
muy limitada, sin embargo, se ha reportado que las aferencias que surgen desde
el nicleo DR y del locus coeruleus son de naturaleza serotoninérgica y noradre-
nérgica, respectivamente. Finalmente, el RMTg es densamente innervado por
aferentes colinérgicas que provienen de los nicleos LDTg y PPTg (Ikemoto y

Bonci, 2014; Yetnikoff et al., 2014).

2.3.2. Eferencias del RMTg

Las eferencias del RMTg son méas especificas en comparacion a sus aferen-
cias, teniendo por blanco principal cuerpos celulares DA del complejo VTA-SNc,

extendiéndose de menor manera al campo retrorubral (Fig. 2.5). Aproximada-
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mente el 80% de terminales axonicas del RMTg forman sinapsis simétricas
(inhibitorias), con dendritas inmunoreactivas a la enzima tirosina hidroxilasa
(TH) la cual es indicativa de la presencia de DA (Jhou et al., 2009; Kaufling et
al., 2010; Bourdy and Barrot, 2012).

El RMTg también tiene proyecciones robustas al hipotalamo lateral, regiones
de la parte medial del PPTg, la substancia gris periacueductal, el nticleo DR, y
la formacion reticular y bulbar (Barrot y Thome, 2011; Bourdy y Barrot, 2012;
Fakhoury, 2018).

o

@ Eferencias

Figura 2.5: Eferencias del nicleo RMTg.
Estructuras blanco de las eferencias del niicleo RMTg (en rojo). Como puede observar-
se en el esquema las eferentes proyectan preferentemente a los nicleos que conforman
el sistema DA mesencefalico. Estos son, el nicleo ventral tegmental (VTA), la sustan-
cia negra compacta (SNc¢) y en menor medida al campo retrorubral (RR). Ademés
de estas regiones, el niicleo RMTg origina densas proyecciones al hipotalamo lateral
(LH).

Interesantemente, se ha reportado la existencia de eferentes colateralizadas
del nacleo RMTg al ntucleo VTA y DR (Lavezzi et al., 2012), lo cual sugiere
una posible regulacién coordinada de estas areas. Esto sittia al niicleo RMTg
como un modulador de la actividad DA y un posible regulador de la actividad
serotoninérgica, importante en la codificacion de senales del entorno y cuya
actividad celular es similar a las células DA del nacleo VTA (Barrot et al.,

2012, Cohen et al., 2015).

2.3.3. RMTyg y codificacién de senales

El nticleo RMTg tiene un papel muy importante en la codificacion del apren-

dizaje y respuesta a estimulos aversivos y reforzadores del entorno. Su patron
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de actividad es sinérgico con la actividad celular de la LHb y opuesto a la ac-
tividad de las neuronas DA del mesencéfalo (Fig. 2.6; Matsumoto y Hikosaka,

2007; Jhou et al., 2009, 2013; Hong et al., 2011; Barrot et al., 2017).

500 1000 ms Aferencia Glutamatérgica
Inicio del

evento

+

RMTg

evento
-500 A 1000 ms
Inicio del
evento

Aferencia GABAérgica

Figura 2.6: Modelo del eje LHb-RMTg-VTA /SNec.
Representacién esquematica de la conectividad y actividad neuronal de un trabajo
experimental realizado en monos. Las grificas muestran la actividad de cada tipo de
neurona, expresada como cantidad de espigas por segundo (spk/s) ante un estimulo
visual que predice ya sea un evento reforzante o un evento aversivo. Note que ambos
nicleos, (RMTg) y (LHb), aumentan su tasa de disparo ante la proximidad de un
evento aversivo (trazos azules). Por el contrario, los dos niicleos decrementan su acti-
vidad cuando el estimulo visual predice un evento reforzante (trazos rojos). De manera
opuesta las neuronas dopaminérgicas (DA) del mesencéfalo, aumentan su actividad
ante un evento reforzante y son inhibidas ante la proximidad de un evento aversivo.
La actividad neuronal de estas estructuras sugiere que el eje LHb-RMTg-VTA tiene
importantes implicaciones en la codificacién de las consecuencias de una conducta
emitida (Modificada de Jhou et al., 2013 y Hong et al., 2011).

Las células GABAérgicas que comprenden al niicleo RMTg son sensibles a
la valencia de los estimulos, en términos de reforzadores o aversivos, observando
una ligera inhibicion fasica durante estimulos reforzadores en comparacion con
una excitacion fasica después de la presentacion de estimulos aversivos de dife-
rentes modalidades sensoriales (Li et al., 2019). En este sentido, se ha reportado
un incremento de la actividad neuronal después de la exposicion a electrocho-
ques en las patas o pistas que los predigan (Jhou et al., 2009). También, se ha
demostrado que la exposicién a estimulos aversivos impredecibles incrementa la
liberacion glutamato de terminales nerviosas provenientes de la LHb que hacen

sinapsis con células del nicleo RMTg (Stamatakis y Stuber, 2012). El efecto
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postsinaptico consecuente es el incremento de la actividad de células GABAér-
gicas del RMTg aunado a la induccion de c-Fos (Brown y Shepard, 2013; Jhou
et al., 2009). Este incremento de actividad y de c-Fos mediado por el eje LHb-
RMTyg se ve anulado al lesionar el FR (Brown y Shepard, 2013; Balcita-Pedicino
et al., 2011).

A este respecto, se ha reportado una respuesta neuronal heterogénea en el
nicleo RMTg después de la estimulacion eléctrica en las patas por periodos
cortos de tiempo, ya que en zonas centrales del ntcleo el aumento de células
positivas a c-Fos es mayor en comparacion a regiones laterales (Jhou et al.,
2009). Experimentos con primates confirman dicha observacion, ya que se ha
reportado que de todas las células que conforman al nticleo RMTg, el 64 % de
ellas son sensibles a la omision de la recompensa, asi como a pistas que predicen
su entrega, encontrandose el 94 % de esas células en la region central (core)

(Hong et al., 2011).

2.3.4. RMTg y sustancias de abuso

El abuso en el consumo de drogas es representado como un ciclo escalonado
de desregularizaciones del mecanismo cerebral codificante de recompensas y
castigos, teniendo por consecuencia el uso compulsivo de drogas y la pérdida de
control de su consumo sin importar las consecuencias (Koob y Le Moal, 2008;

Volkow y Morales, 2015).

Inicialmente el nicleo RMTg fue descrito debido a su expresion de c-Fos en
respuesta a la administracion aguda (Kaufling et al., 2009; Lecca et al., 2011)
y cronica (Perrotti et al., 2005) de psicoestimulantes, tales como la cocaina, las
anfetaminas (d-anfetamina, metanfetamina, 4- metilenedioxymetanfetamina) y
otras drogas de abuso (Kaufling et al., 2010; Zahm et al., 2011; Lecca et al.,
2011, 2012; Matsui y Williams, 2011; Cornish et al., 2012). Se ha hipotetizado
que esta respuesta podria ser mediada por el sistema DA (Fakhoury, 2018)
va que la activaciéon de proyecciones de neuronas DA del nicleo VTA a la
LHb incrementa la excitabilidad de células pertenecientes al eje LHb-RMTg por
medio de receptores Dy, resultando en una retroalimentacion negativa indirecta
(Fig. 2.7) (Good et al., 2013). Ademas, tras la administracién de un inhibidor

de la recaptura de DA, también es observado un incremento en la expresion de
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c-Fos en el nacleo RMTg (Perrotti et al., 2005; Kaufling et al., 2019).

Después de la administracion de cocaina se mantiene una expresion aumenta-
da de c-Fos y AFosB durante dias en células del nicleo RMTg (Kaufling, 2010).
Esta expresion es anulada en un 50 % después de una lesion del FR, (Jhou et al.,
2013), indicando que la expresion de c-Fos refleja la integracion de informacion
proveniente de la LHb. Sin embargo, la causa del resto de la expresiéon no ha
sido esclarecida. Aunado a esto, la cocaina potencia por mas de 24 horas las
corrientes excitatorias presinapticas (EPSC), mediadas por receptores AMPA
en neuronas de la LHb que proyectan especificamente hacia células del nicleo

RMTg (Maroteaux y Mameli, 2012; Meye et al., 2015).

La cocaina promueve un efecto bifésico, teniendo importantes propiedades
reforzadoras en un inicio, y posteriormente una etapa aversiva, la cual es mas
duradera a través del tiempo. Interesantemente, ante la administracion de esta
droga, el disparo de las células del RMTg muestran dicho efecto bifasico coinci-
diendo su actividad con estados aversivos o reforzantes en roedores, provocado
por la administracion de cocaina (Li et al., 2019). Esto se puede observar du-
rante la constante administracién de cocaina, la cual promueve un incremento
en conductas evasivas, sin embargo, al realizar una ablaciéon del nicleo RMTg
dicha aversion deja de presentarse. Esto ocurre también, tras la inmediata in-
hibicion de este nicleo mediante métodos optogenéticos (Jhou et al., 2013).
Resultados similares han sido observados en programas de autoadministracion,
durante paradigmas de buisqueda de cocaina en roedores, donde la activacion
del nicleo RMTg fomenta la extincion de la autoadministracion y la inhibicion
de este nucleo incrementa las respuestas operantes (Huff y Lalumiere, 2015).
Por consiguiente, el nticleo RMTg puede jugar un papel crucial en la modulacion

de las propiedades negativas de la cocaina.

Un agonista opioide como la morfina, afecta la actividad de las células del
RMTg decrementando la tasa de disparo mediante receptores a opioides de tipo
p (Fig. 2.7) (Jalabert et al., 2011), provocando la excitaciéon de células DA
debido a la inhibicion presinaptica de potenciales postsinapticos inhibitorios
(IPSPs) de naturaleza GABAérgica (Johnson y North, 1992). Ademas, estudios

conductuales muestran que tras la administraciéon local dentro del RMTg de
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otro agonista opioide como lo es el endorfin-1 produce una preferencia de lugar
en roedores. Por lo tanto, el RMTg también juega un papel importante en los

efectos reforzantes debido a la administracion de opioides (Jhou et al., 2012).
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Figura 2.7: RMTg y su respuesta a diversas sustancias de abuso.
Representacion esquematica de los diversos sistemas involucrados en la respuesta del
eje LHb-RMTg-VTA en presencia de algunas sustancias de abuso como la cocaina,
mediante el incremento de liberacion de DA y activacién de receptores a DA tipo Dy
provocando una inhibicion de células glutamatérgicas de la LHb (1). Ademas de la
activacion de receptores tipo D1 y D en el NAc (2). Los opioides, mediante la presencia
de receptores a opioides tipo p en células GABAérgicas del RMTg generando una
inhibicion de la actividad de estas células y por lo tanto facilitando la liberacion de DA
de células del VTA (3). Finalmente los endocannabinoides mediante la sustancia activa
del cannabis (A9-tetrahidrocannabinol) activa los CBR; localizados en terminales
sindpticas de células GABAérgicas del RMTg inhibiendo la liberacion de GABA sobre
las células DA del VTA (4).

Otra droga de abuso cuyos efectos se han estudiado en el RMTg, es el can-
nabis. El componente activo del cannabis es el A9-tetrahidrocannabinol el cual
promueve la activacion de células DA del mesencéfalo. Este efecto es mediado
por CBR;s los cuales se expresan en las terminales GABAérgicas que se originan
en el RMTg (Gessa et al., 1998; Herkenham et al., 1991). La activacion de los
CBRjs inhiben la liberacion de GABA por lo tanto se incrementa la excitabi-
lidad de las neuronas DA por un mecanismo de desinhibicion (Fig. 2.7) (Lecca

et al., 2011).
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2.3.5. La nicotina y el nicleo RMTg

Se ha sugerido que la nicotina también puede mediar efectos aversivos posi-
blemente por la conexiéon entre la habénula medial y el ntcleo interpeduncular.
Si bien, estudios farmacologicos muestran que existe una participacion de esta
via, su relacion con el sistema DA atin no es clara (Antolin-Flores et al., 2015;
Miller y Picciotto, 2016). Por otra parte, los efectos aversivos también podrian
estar mediados por el eje LHb-RMTg. Esta idea esta reforzada por el hecho de
que la inhibicion del nicleo RMTg incrementa la tasa de disparo de células del
VTA (Jalabert et al., 2011; Kaufling y Aston Jones, 2015) y de la SN¢ (Bourdy
et al., 2014). Mientras que la activacion del RMTg, ya sea por estimulo eléctri-
co u optogenético, inhibe la actividad de las neuronas DA e induce aversiéon y

conductas de evitacion de lugar (Lecca et al., 2011; Stamatakis y Stuber, 2012).

Como se mencion6 anteriormente, ademas de las proyecciones glutamatérgi-
cas de la LHb, el RMTg recibe entradas colinérgicas provenientes de los nicleos
del tegmento laterodorsal y pedunculopontino (Kaufling et al., 2009; Brinsch-
witz et al., 2010; Bourdy y Barrot, 2012; Barrot et al., 2017). En diversas es-
tructuras cerebrales incluyendo el hipocampo, la corteza, el tdlamo y el nicleo
dorsal del rafé, entre otras, se ha demostrado que la acetilcolina modula la li-
beracién de glutamato mediante la activacion de nAChRs presinapticos. Este
efecto involucra diversos tipos de canales de calcio (McGehee et al., 1995; Girod
y Role, 2001; Maggi et al., 2004; Sharma et al., 2008; Dickinson et al., 2008;
Garduno et al., 2012). Luego, una pregunta importante es si la activacion de
nAChRs podria regular la liberacion de glutamato y por tanto la excitabilidad
de las neuronas del niicleo RMTg. Previamente se ha sugerido que las terminales
glutamatérgicas provenientes de la habénula contienen nAChRs tipo a7 que al
ser activados aumentan la actividad de las neuronas del RMTg (Lecca et al.,
2011, 2012). Sin embargo, las acciones de la nicotina sobre los nAChRs presi-
népticos en el RMTg no han sido estudiados en forma detallada. En el presente
trabajo de tesis se investig6 si la nicotina regula la liberacion espontanea de
glutamato y la excitabilidad en neuronas del nicleo RMTg, mediante técnicas

electrofisiologicas y de imagenologia de calcio.
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2.4. Justificacion

El consumo de tabaco es un problema de salud ptublica cuya prevalencia ha
aumentado en las tltimas décadas al grado de causar alrededor de 7 millones de
decesos al ano. La nicotina, sustancia activa del tabaco, tiene un efecto relajan-
te ansiolitico, sin embargo, ese efecto no es constante a lo largo del tiempo, ya
que fumadores reportan una mayor sensacion placentera en “el primer cigarro
del dia” y esa sensacion va decreciendo conforme se consumen mas cigarrillos
durante el dia (Miller y Picciotto, 2016). Por otra parte, se ha reportado que
individuos con alto consumo de nicotina, muestran un patréon de alteraciones
tanto cognitivas como fisioldgicas, asi como de comportamiento. Estas altera-
ciones implican cambios a nivel del SNC, especialmente en circuitos neuronales
implicados en el sistema de recompensa y aversion. Como se sefialé anterior-
mente, el complejo SN¢/VTA es la principal fuente de dopamina en el cerebro
y existen evidencias de que la funcién de estos niicleos esta alterada en las adic-
ciones. Por otra parte, el nicleo RMTg ejerce un fuerte tono inhibitorio sobre
ellos, por lo cual se ha propuesto este niicleo como un “freno” de los sistemas
dopaminérgicos. Ademas, por su situacion anatomica, que le permite recibir in-
formacion proveniente de areas sensoriales, limbicas y motoras y transmitirla a
los sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos, el niicleo RMTg juega un papel
estratégico en el control de funciones cognitivas y conductuales, asi como del
aprendizaje por reforzamiento. Un ejemplo de esto, son las abundantes aferen-
cias glutamatérgicas de la LHb, region talamica importante en la codificacion de
estimulas aversivos o gratificantes, asi como en la toma de decisiones. Por ello,
este nicleo se ha propuesto como un futuro blanco terapéutico para el trata-
miento de diversos trastornos neuropsiquiatricos como la ansiedad, la depresiéon
y las conductas adictivas. Considerando lo anterior, resulta de gran importancia
clinica y fisiologica estudiar los mecanismos por los cuales la nicotina, siendo
una droga de abuso, controla la actividad del niicleo RMTg. Ademas, el presente
trabajo de tesis propone abordar el problema mediante técnicas electrofisiold-
gicas y de imagenologia de calcio. Esta tltima nos permitira visualizar el efecto
de la nicotina sobre una poblaciéon de decenas de neuronas, pero con resoluciéon
de célula tinica. Cabe senalar que esta técnica no se ha utilizado antes en el

estudio del RMTg.
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2.5. Hipoétesis

Si existen receptores colinérgicos nicotinicos en las terminales glutamatérgi-
cas en el nucleo RMTg, su activaciéon por nicotina incrementara liberaciéon de

glutamato y la excitabilidad de las neuronas GABAérgicas.
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2.6. Hipotesis especificas

1. Las corrientes excitatorias post sinapticas espontaneas (EPSCs) en neuro-
nas GABAérgicas del niicleo RMTg incrementaran después de la aplicacion

de nicotina

2. Los efectos de la nicotina pueden ser mediados por los nAChRs confor-

mados tanto por las subunidades a7 como las subunidades a4 y 52.

3. Las ubicaciones de los nAChRs se encontrarén en las terminales sinapticas,

regulando la liberacién de neurotransmisores.

4. La actividad poblacional de las células del nicleo RMTg sera incrementada

tras la presencia de nicotina.

5. Los resultados electrofisiologicos patch-clamp de célula tinica seran con-
gruentes con la actividad poblacional registrada, antes, en presencia y

después de la nicotina, en células del niicleo RMTg.
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2.7. Objetivo General

Determinar el efecto de la nicotina sobre la liberacion espontanea de gluta-

mato y la actividad de las neuronas GABAérgicas del niicleo RMTg.
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2.8. Objetivos especificos

1. Determinar los efectos de la nicotina sobre las corrientes postsinapticas
excitatorias (EPSCs) en neuronas GABAérgicas del RMTg, mediante téc-

nicas electrofisiologicas.

2. Determinar farmacologicamente, el subtipo de receptor a través del cual
la nicotina ejerce sus efectos en el RMTg, mediante el uso de antagonistas

y agonistas selectivos de receptores colinérgicos nicotinicos.

3. Determinar la presencia de nAChRs postsinapticos mediante la aplicacion

local de acetilcolina en el nicleo RMTg.

4. Utilizar la técnica de imagenologia de calcio para estudiar el efecto de la

nicotina sobre la excitabilidad poblacional neuronal en el nicleo RMTg.

5. Esclarecer si existe una similitud entre los resultados observados en ex-
perimentos electrofisiologicos patch-clamp de célula nica en comparacion

con la actividad poblacional del RMTg en presencia de nicotina.
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Materiales y Métodos

3.1. Animales

Se emplearon ratas de la cepa Wistar de 21-25 dias de edad (28-35gr) man-
tenidas en condiciones controladas de alimento, agua y ciclo de luz-obscuridad
(12/12 horas), alojadas en el bioterio de la Facultad de Medicina de la Univer-
sidad Nacional Auténoma de México. Los experimentos se llevaron a cabo de
acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana de Especificaciones técnicas para la
produccién, Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (NOM-062-ZOO-
1999) y en conformidad con lo estipulado por el Comité Interno para el cuidado

y uso de los animales de laboratorio (CICUAL) de la UNAM.

3.2. Obtencion de rebanadas

Los sujetos experimentales fueron anestesiados con ketamina (85mg/kg) vy
xilacina (15mg/kg) via intraperitoneal y enseguida fueron sacrificados mediante
decapitacion. Posteriormente, se realizo la extraccion del cerebro el cual fue
inmerso en una solucién salina o Ringer a 4°C cuyo contenido en mM fue:
125 NaCl, 3 KCl, 25 NaHCO3, 1.25 NaoHPO,, 2 MgCl,, 2 CaCl,y, 25 glucosa,
pH=7.3, 300mOsm /L, saturada con una mezcla de 95% Oy y 5% CO,.

Mediante un vibratomo (Pelco 102, Ted Pella, INC), se obtuvieron rebana-
das coronales de 250 pum de grosor conteniendo el nicleo RMTg (Fig. 3.1A).

Las rebanadas fueron mantenidas en la solucidén salina anteriormente descrita

22
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a temperatura ambiente durante al menos una hora (periodo de estabilizacion
del tejido), antes de la realizacion de los registros electrofisiologicos (Garduno

et al., 2012).

3.3. Electrofisiologia

Las rebanadas, que contenian el nicleo RMTg, fueron transferidas, una a la
vez, a una camara de registro montada en un microscopio y perfundidas con
solucion de Ringer a una tasa de 4-5 ml/min. Se realizaron experimentos elec-
trofisiologicos por medio de la técnica de patch-clamp en la configuracion de
célula completa (whole cell), con fijacion de voltaje y fijacion de corriente, en
neuronas del RMTg. Para el registro electrofioldgico, se emplearon micropipetas
de vidrio (4-7 MQ) llenadas con una soluciéon interna cuyo contenido fue, (en
mM): 140 K-gluconate, 5 NaCl, 1 MgCl,, 0.02 EGTA, 10 HEPES, 2 Mg,-ATP,
0.5 NapGTP, y 0.1 % biocitina, pH=7.2-7.3, 280-300 mOsm/L. Se utiliz6 un
amplificador Multiclamp 700B (Axon Instruments). Las senales obtenidas se
filtraron a 3 KHz y digitalizaron mediante una interfase anélogo-digital (Digi-
data 1422A; Molecular Devices) a una velocidad de muestreo de 5 KHz. Los
datos fueron guardados en una computadora personal equipada con el softwa-
re pClamp 10 (Molecular Devices). Las neuronas fueron visualizadas mediante
un microscopio vertical (BX51WI; Olympus Instruments), equipado con un ob-
jetivo de inmersion en agua 80X. Como se trata de una estructura bilateral,
se eligieron de manera indistinta las células ubicadas dentro del RMTg tanto
del hemisferio izquierdo como del derecho. Las neuronas fueron primeramen-
te registradas mediante la técnica de fijacién de corriente para examinar sus
caracteristicas electrofisiologicas y calidad del sello formado. Se seleccionaron
aquellas células que exhibieron potenciales de accion de breve duracion (~1ms)
y disparo regular ante la aplicacion de un pulso despolarizante, ya que éstas son
caracteristicas que se han descrito en las neuronas GABAérgicas de esta region.
Ademas, solo se seleccionaron neuronas que mostraron un sobretiro (overshoot)
de 10-20 mV, para asegurar la viabilidad del sello. Una vez cumplidas estas con-
diciones, se cambi6 a la modalidad de fijacién de voltaje para realizar el registro
de las corrientes postsinapticas excitatorias espontaneas (sSEPSCs). El registro
de estas corrientes se hizo de manera continua a un potencial de mantenimiento

de -70 mV (Gardutio et al., 2012). Todos los experimentos fueron hechos en pre-
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sencia de gabazina 6 picrotoxina (10 uM) para bloquear los receptores GABA 4

y aislar las corrientes excitatorias mediadas por glutamato.

3.4. Administracion de farmacos

Todos los farmacos fueron preparados el dia del experimento y se aplica-
ron disueltos en la solucién de Ringer, mediante un sistema de perfusion por
gravedad. Después de tomar un registro control de 15 minutos la nicotina, sus
agonistas y antagonistas se aplicaron durante 8-10 minutos (segin el experimen-
to), para asegurar que hubiera un equilibrio de la concentracion de los fArmacos
en la camara de registro. Después de esto, los farmacos se retiraron del bano
de perfusion (lavado) y se continué el registro por un periodo de al menos 30

minutos que fue tomado en cuenta para su analisis.

3.5. Aplicacion local de acetilcolina

En algunos experimentos se aplico acetilcolina (ACh) en el niicleo RMTg
(n=8) y en la substancia negra (SN, n=5) para explorar la presencia de nA-
ChRs postsinapticos. La aplicacion local se realizé utilizando una pipeta de
vidrio de 2 M de resistencia (pipeta de aplicacion), llena con una soluciéon de
Ringer conteniendo ACh (1 mM). La pipeta de aplicacion estaba conectada a un
microinjector de presion (Mod. IM300, Narishige, Japon). La pipeta de aplica-
cion se colocod aproximadamente a 50 pm de distancia de la neurona registrada
utilizando un micromanipulador y se aplicoé un “puff” de ACh de 0.5 psi de
presion (500 ms de duracion). Las corrientes evocadas por la aplicacion local de
ACh se registraron manteniendo la neurona a un potencial de mantenimiento
de -70 mV. Estos experimentos se realizaron en presencia de atropina (5 uM) y
tetrodotoxina (TTX, 500 nM). Para bloquear la posible participacion de recep-
tores muscarinicos y eliminar efectos indirectos de la acetilcolina dependientes

de potenciales de accion.
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3.6. Inmunohistoquimica

Durante el registro electrofisiolégico, las células fueron marcadas con bio-
citina (0.5% disuelta en la solucion interna de la micropipeta) mientras su
actividad fue registrada. Una vez terminado el experimento electrofisiologico,
las rebanadas se fijaron en paraformaldehido al 4 % y acido picrico al 1% en un
amortiguador de fosfatos (PBS 0.1 M) con pH=7.4, durante 24 hrs. Posterior-
mente la rebanada se lavo con PBS y se mantuvo en sacarosa al 30 % durante
30 minutos. Después, el tejido se incluyé en un bloque de agar para obtener
rebanadas de 40 pym de grosor mediante un vibratomo (Serie 1000). Las rebana-
das obtenidas se incubaron 4 a 6 horas en una mezcla de PBS con Triton X-100
(0.2%) y streptavidina conjugada a Cy3 (1 mg/ml; Zymed) diluida 1:100, para
el marcaje de la neurona registrada. La rebanada con la célula marcada se incu-
b6 luego en BSA (1 %) por media hora e inmediatamente después se incub6 con
el anticuerpo anti-GADgs/67 (anti-rabbit; ImmunoStar) diluido 1:1000, durante
2 dias. Transcurrido este periodo, las rebanadas se enjuagaron con PBS y fueron
reincubadas por 2 horas con un anticuerpo secundario (anti-rabbit) conjugado
a fluorescencia (Alexa) diluido 1:100 (Vector Laboratories). Luego, las rebana-
das se colocaron en portaobjetos utilizando un medio de montaje (Vectashield;
Vector Laboratories) y fueron observadas en un microscopio de epifluorescencia,
para la identificacién de la neurona marcada con el anticuerpo secundario. Fi-
nalmente, la célula marcada se examind por medio de un microscopio confocal

y las imagenes se digitalizaron y almacenaron en una computadora personal.

3.7. Imagenologia de calcio

Una vez transcurrido el periodo de estabilizacion del tejido las rebanadas
fueron incubadas en la obscuridad durante 20-30 minutos a una temperatura de
~30°C en una soluciéon conteniendo fluo 4-AM (1-10 pM) (Invitrogen, Life tech-
nologies), disuelto en 0.1 % de dimetilsufoxido (DMSO) y solucion Ringer. Pos-
teriormente, cada rebanada se coloco sobre una camara de registro (plexiglas)
y se perfundi6 con solucion de Ringer a una tasa de 4-5 ml/min a temperatura
ambiente, mediante un sistema de perfusion por gravedad. Para la visualizacion
de células y la obtenciéon de los videos de fluorescencia se utilizé6 un microsco-

pio vertical (Nikon FN1 Eclipse), provisto con un objetivo 16X de inmersion
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en agua. El campo que podra ser observado sera de 280 x 260um. Para obte-
ner los cambios de fluorescencia, el tejido fue estimulado con pulsos de luz de
488 nm de longitud de onda (15-30 ms de exposicion) mediante una lampara
LED (Lambda HpX L5, Sutter Instruments) conectada mediante fibra éptica al
microscopio. Los videos se realizaron mediante una camara digital CCD (Cold
SNAP MYO, Photometrics), controlada mediante un software personalizado y
programado en el ambiente LabView (National Intruments). La frecuencia de
adquisicion de imagenes fue de 4 frames por segundo y los videos tuvieron una
duracion de 6 minutos (1440 frames). Al finalizar el experimento se colocé una
solucion de alto potasio (5 mM), para el calculo total de neuronas que captaron
el indicador de calcio dentro del campo de registro. La actividad fue estimada
mediante los transitorios de calcio generados por las neuronas. Las senales de
fluorescencia dependientes a calcio se calcularon como (Fi-Fo)/Fo, donde Fi es
la florescencia en cualquier cuadro de video y Fo es dado por la fluorescencia

basal.

3.8. Analisis de imagenes

En cada video, las células activas se seleccionaron usando un templete circu-
lar de tamano variable (4-30 ym). Un mapa de coordenadas de neuronas activas
fue generado automéaticamente a partir de las imagenes utilizando el software
Im-Patch (Fig. 3.1C; Perez-Ortega et al., 2016). Las senales de calcio intrace-
lular (transitorios de calcio) de cada region de interés fueron colectadas en el
tiempo (Fig. 3.1D). Los transitorios de calcio y su primera derivada son tomados
como indicadores del disparo neuronal (Carrillo-Reid et al., 2008). Solo aquellos
transitorios con amplitudes mayores a 2.5 veces la desviacion estandar del ruido
basal, se consideraron para el andlisis. El fotoblanqueo (bleaching), el fenémeno
de los discos de Airy y el ruido fueron corregidos al restar el fondo local de la
neurona de interés a la sefial cruda de la misma. A partir de las derivadas de los
transitorios de calcio, para cada experimento se construyd una matriz binaria
de ceros (0) y unos (1) en la cual cada fila representa una neurona activa y cada
columna una ventana de tiempo (frame) y donde 1 representa un frame activo
y 0 un frame inactivo para cada neurona. El eje “y” en la matriz representa
el nimero de neuronas activas mientras que el eje “x” representa el nimero de

frames del video. Las matrices se utilizaron para generar gréficas tipo raster
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(rasterplots) que ilustran la actividad de las células a lo largo del experimento.

3.9. Analisis estadistico

En los experimentos electrofisiologicos, la captura de los datos se llevo a cabo
utilizando el programa Clampfit 10 (Molecular Devices). El analisis de los datos
se efectud utilizando el programa Mini-Analysis (Synaptosoft, Decatur, GA) y
los paquetes para graficas y andlisis estadistico fueron: Origin version 8 (Ori-
ginLab Corporation, Wellesley Hills MA), Igor Pro 6 (WaveMetrics Inc, Lake
Oswego, OR) y GraphPad Prism 6 (San Jose CA, USA). Los datos obtenidos de
los experimentos de imagenologia de calcio fueron analizados utilizando rutinas
personalizadas elaboradas en MatLab (Math Works) para analizar estadistica-
mente la actividad de células individuales, asi como la actividad de la poblacién
total de células en todos los experimentos realizados (Aparicio-Juarez et al.,
2017). Los datos fueron expresados como media + error estandar. Las compa-
raciones estadisticas entre muestras electrofisiologicas fueron hechas utilizando
la prueba t de student, en el caso del analisis de imagen de calcio se utiliz6 la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para comprobar la distribuciéon normal de las
muestras experimentales, y la comparacion entre condiciones se realizé mediante
la prueba Kruskal-Wallis. Finalmente para la comparacion entre los graficos de
caja se realizdé mediante la prueba de Friedman. Un valor de p <0.05 fue tomado
como estadisticamente significativo. Finalmente, para cada grupo experimental
de imagenologia de calcio, se realizé un histograma de coactividad de todas las
células por frame. Mediante el algoritmo de Monte Carlo (1000 simulaciones) se
determiné un umbral de significancia para el nimero de células coactivas (picos
de sincronia). El umbral corresponde a un nivel de significancia de p <0.05,
que representa la probabilidad de que los picos de coactividad hayan ocurrido

al azar.
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Figura 3.1: Técnica de imagenologia de calcio.

A) Diagrama de las regiones del cerebro de rata donde fueron realizados el andlisis
de iméagenes de los transitorios de calcio. B) Fragmento de video de células del nucleo
RMTg durante dos condiciones control (lado izquierdo) y en presencia de nicotina (lado
derecho). C) Mapa de coordenadas de neuronas activas, las células que incrementaron
su actividad durante nicotina son senaladas con flechas blancas. D) Transitorios de
calcio a través del tiempo de una célula representativa (circulo rojo), la variacion
porcentual de la fluorescencia (superior), cambio de nivel de fluorescencia con respecto
al tiempo o derivada (inferior).
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Resultados

4.1. Electrofisiologia

Para la obtencion del registro individual de las corrientes postsinépticas
excitatorias espontaneas (SEPSCs) se registraron 72 células en la region corres-
pondiente al nicleo RMTg. La identificacién de estas células registradas fue
realizada de acuerdo a sus caracteristicas electrofisiologicas: tasa de disparo

(~18 Hz en promedio) y duraciéon de potencial de accion (1 ms).

4.1.1. La nicotina afecta la frecuencia de las sEPSCs en

las células GABAérgicas del niicleo RMTg

Para observar el efecto de la nicotina sobre las células GABAérgicas del
nicleo RMTg, se agregd nicotina (1uM) en la solucion de perfusion. La figura
4.1A muestra trazos de corriente de una sola célula en condiciones control, en
presencia de nicotina y posteriormente el lavado. Puede observarse un incre-
mento en la frecuencia de las SEPSCs producido por nicotina (trazo medio) y
un lavado del efecto 20 minutos después de retirar la droga del bano. Una frac-
cion del trazo correspondiente al efecto de la nicotina se muestra a un barrido
mas lento (recuadro rojo). Aqui se aprecia la cinética caracteristica de las co-
rrientes sinapticas, las cuales exhiben una fase ascendente rapida de ~lms de
duracion, seguida de una fase de decaimiento de aproximadamente 12 ms. La

nicotina produjo un incremento en la frecuencia de las sEPSCs del 174 + 26 %
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con respecto al control (Fig.4.1B; n=17, p<0.05, t de student). El efecto persis-
ti6 de 20 a 40 minutos después del lavado y posteriormente decrement6 a valores
basales. La grafica de la distribucién acumulada de los intervalos inter-evento
(Fig.4.1C) muestra que la nicotina produjo un desplazamiento de la curva hacia
la izquierda trazo (linea roja) con respecto al control (linea negra) mientras
que la distribucion acumulada de la amplitud no se modifico (Fig.4.1D). Esto
demuestra que la nicotina incrementa la frecuencia de las sEPSCs pero no la

amplitud de las mismas lo cual sugiere un efecto presinaptico (Garduno et al.,

2012).

Posteriormente, diecisiete de las células utilizadas fueron procesadas median-
te un marcaje inmunohistoquimico para determinar su naturaleza GABAérgica,

obteniendo un resultado de 15 células (88 %) con un marcaje positivo (Fig.4.1E).

Para corroborar la naturaleza de las corrientes excitatorias, en algunos ex-
perimentos se agregd CNQX (10uM) después del lavado, un antagonista com-
petitivo de los receptores AMPA /kainato. La adicion de CNQX suprimi6 por
completo las sEPSCs (Fig.4.1F), comprobando que éstas son de naturaleza glu-

tamatérgica y mediadas por receptores AMPA /kainato.

Para descartar la presencia de nAChRs postsinapticos en las neuronas del
RMTyg, se realizaron experimentos de aplicacion local de acetilcolina (ACh, 1
mM) directamente sobre el soma de células GABAérgicas (Fig. 4.1G, ver Mate-
rial y Métodos). Como puede observarse, la aplicacion local de ACh no provocod
corrientes nicotinicas en el RMTg lo cual demuestra que no hay presencia de
nAChRs postsinapticos en este nicleo. Como control, también se realizé la apli-
cacion local de ACh en el area ventral tegmental (VTA), nicleo cuyas células
expresan en el soma nAChRs tanto del subtipo a7 como a4/52 (Matsubayashi
et al., 2003; Wooltorton et al., 2003; Dani A., 2006). La aplicacion local de ACh
en el VTA produjo una corriente rapida seguida de una lenta y de baja ampli-
tud que corresponden a las corrientes nicotinicas mediadas por receptores a7y

a452, respectivamente (Wooltorton et al., 2003).
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Figura 4.1: Efecto de la nicotina sobre la actividad eléctrica de células del
nicleo RMTg

A) Trazos de corriente obtenidos en fijacion de voltaje de las sSEPSCs de la una neurona
representativa en condiciones control (izquierda), adicion de nicotina (medio) y lavado
(derecha). El inserto muestra una ampliacion de un fragmento del registro de las
sEPSCs, delimitado por la caja en rojo y en presencia de nicotina. B) Histograma
de frecuencia de la misma célula durante la adicion de nicotina(1pM). La nicotina
incrementa la frecuencia de las sSEPSCs. El inserto se muestra la grafica de barras
ilustrando el efecto de la nicotina sobre las sEPSCs en comparacién con la fase control.
Todos los experimentos fueron hechos en presencia de gabazina 6 picrotoxina (10
uM). C-D) Graficas de fraccion acumulada del intervalo interevento y la amplitud
de las sEPSCs durante la fase control (negro) y después de la adicion de nicotina
(rojo). E) Célula representativa del marcaje inmunohistoquimico para biocitina (panel
izquierdo), marcaje con anticuerpo anti-GAD g5 67 (panel medio) y la sobreposicion de
ambas marcas (panel derecho). F) Trazos de corriente en fijacion de voltaje mostrando
el bloqueo de las sEPSCs por CNQX (10uM) administrado después de la fase de
lavado. H) Trazo de corriente representativo durante la aplicacion local de ACh (1
mM) y atropina (5 uM) en una célula del nicleo RMTg (izquierda) y VTA (derecha)
como control positivo de la presencia de nAChRs en el soma de las células.

4.1.2. El antagonismo de los nAChRs tipo a7, previene

los efectos de la nicotina sobre las células del nticleo
RMTg.

Para determinar el subtipo de receptor involucrado en los efectos de la nico-
tina sobre las células del niicleo RMTg, se administré en la solucién de perfusion,

metilcaconitina (MLA, 100 nM), un antagonista selectivo los nAChRs del sub-

tipo a7.
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Figura 4.2: Los efectos de la nicotina sobre las sEPSCs son bloqueados por un
antagonista selectivo a nAChRs del subtipo a7.

A) Trazos de corriente obtenidos en fijacion de voltaje que muestran las sEPSCs de
una célula en condiciones control (izquierda), adicién de nicotina en presencia de MLA
(medio) y lavado (derecha). B) Histograma de frecuencia de una célula representativa
durante la adicién de nicotina (1uM) en presencia de MLA (100nM). La MLA suprime
los efectos de la nicotina sobre la frecuencia de las sEPSCs. C) Grafica de barras
mostrando que la nicotina, en presencia de la MLA, no tuvo un efecto significativo
sobre la frecuencia de las sEPSCs. Todos los experimentos fueron hechos en presencia
de gabazina 6 picrotoxina (10 uM).

Después de 10 minutos, se agregd nicotina (1uM). Al agregar nicotina en
presencia de MLA no hubo variaciéon significativa en la frecuencia de sEPSCs
en -comparacion con el control (Fig. 4.2A-C), es decir, antes de agregar nicotina
(control vs nicotina, n=6, p>0.05, t de student). Por lo tanto, la ML A bloquet
el incremento en la frecuencia de las sSEPSCs en neuronas del nicleo RMTg
producido por la nicotina (Fig. 4.1B). Esto sugiere que el efecto excitador de la

nicotina estd mediado por nAChRs del subtipo a7.

4.1.3. La adicién de un agonista selectivo a receptores a7,
tiene efectos similares a los de la nicotina sobre las

células del nicleo RMTg.

Para confirmar que el efecto observado de la nicotina sobre las sEPSCs es
mediado por los nAChRs tipo a7, en otro grupo experimental se administré el
farmaco PNU-282987 (PNU, 100 nM), un agonista altamente selectivo para los

receptores tipo 7.

E1 PNU, por si solo, mimetiz6 el efecto de la nicotina causando un incremen-
to del 69% + 6 en las sSEPSCs (Fig. 4.3A-C). Si bien el incremento es menor
comparado con el efecto provocado por la nicotina, éste sigue siendo estadisti-
camente significativo (control vs PNU, n=>5, p<0.05, t de student). De manera
similar a la nicotina, la adicién de PNU provocé el desplazamiento hacia la iz-
quierda de la curva en el grafico de fraccion acumulada del intervalo inter-evento

(4.3D), pero no modifico la amplitud (4.3E).
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Figura 4.3: Un agonista selectivo de los nAChRs tipo a7 mimetiza los efectos
de la nicotina en las sEPSCs de las células del nicleo RMTg.

A) Trazos de corriente en la modalidad de fijacion de voltaje de las SEPSCs en condi-
ciones control (izquierda), adicion de PNU (medio) y posteriormente lavado (derecha).
B) Histograma de frecuencia de la misma célula durante la adicion de PNU-282987
(100 nM). La presencia de PNU incrementa la frecuencia de las sEPSCs. C) Grafica
de barras mostrando el efecto del PNU sobre las sEPSCs en comparacién con la fase
control. Todos los experimentos fueron hechos en presencia de gabazina 6 picrotoxina
(10 uM). D-E) Graficas de fraccion acumulada del intervalo interevento y amplitud
de las corrientes sEPSCs durante la fase control (negro) y después de la adicion de
PNU (rojo).
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4.1.4. El antagonismo especifico a receptores tipo o432,

no previene los efectos de la nicotina sobre las cé-

lulas GABAérgicas del nicleo RMTg.
Otro de los principales nAChRs localizados en el SNC son los conformados

por las subunidades o452 (Miller y Piccioto, 2016).

Figura 4.4: La presencia de un antagonista selectivo a nAChRs tipo «42 no
previene los efectos de la nicotina sobre las sEPSCs.

A) Trazos de corriente en la modalidad de fijacion de voltaje de las SEPSCs de una
célula en condiciones control (izquierda), adicion de nicotina en presencia de DHSE
(medio) y lavado (derecha). B) Histograma de frecuencia de una célula representativa
durante la adicién de nicotina (1uM) en presencia de DHSE (100 nM). La DHSE no
suprime los efectos de la nicotina sobre la frecuencia de las sSEPSCs. C) Grafica de
barras mostrando el efecto de la nicotina aiin en presencia del DHSE sobre las sEPSCs.
Todos los experimentos fueron hechos en presencia de gabazina 6 picrotoxina (10 puM).

Para esclarecer si estos receptores tienen participacion en los efectos provo-
cados por la nicotina se aplico, en el medio de perfusion, dihidro-S-eritroidina
(DHSE, 100nM), un antagonista selectivo de receptores tipo o432 y posterior-
mente se agregd nicotina. Aln en presencia de este antagonista, la nicotina
increment6 las sEPSCs en un porcentaje de 149 + 12 %; Fig. 4.4A-C) lo cual
sugiere que el efecto de la nicotina sobre la excitabilidad del nicleo RMTg, no es
mediado a través de nAChRs a4/52 (control vs nicotina + DHSE, n=5, p<0.05,
t de student).
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4.1.5. Un agonista selectivo a receptores a4(52, no tie-

ne efecto sobre las sEPSCs en células del ntcleo
RMTg.

Para corroborar que los nAChRs conformados por las subunidades a432 no
tiene participacion en el incremento de sEPSCs en células del nicleo RMTg, se
agreg6 a la solucion de perfusion RJR-2403 (RJR, 100nM), un agonista selectivo

a receptores a4[32.
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Figura 4.5: Un agonista con alta afinidad por los nAChRS tipo a4£2 no mi-
metiza los efectos de la nicotina.

A) Trazos de corriente obtenidos en fijacion de voltaje de las sEPSCs de una célula
en condiciones control (izquierda), adicion de RJR (medio) y lavado (derecha). B)
Histograma de frecuencia de la misma célula durante la adicion de RJR-2403 (100 nM).
C) Grafica de barras mostrando el efecto del RJR sobre las sEPSCs en comparacion
con la fase control. Todos los experimentos fueron hechos en presencia de gabazina 6
picrotoxina (10 uM).

La aplicacion de RJR no provocd ningtn cambio en la frecuencia ni en el
porcentaje de las sEPSCs en células del nicleo RMTg (Fig.4.5 B y C, control
vs RJR (n=5, p>0.05, t de student). Esto confirma la idea de que los nAChRs

o432 no participan en los efectos de la nicotina sobre las sSEPSCs en las células

del nicleo RMTg.
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Imagenologia de Calcio

4.2.

1 pobla-

La nicotina incrementa el disparo neurona

4.2.1.

cional en el nicleo RMTg

Para estudiar los efectos de la nicotina sobre la actividad poblacional en el

niucleo RMTg, se realizaron experimentos de imagenologia de calcio.

Nicotina

Control

&
.

-o“o.o ;.. #
e® o °

e® o
L X
P e

6 min
N

NS

Ve
— 1k

T
(a\]
<
(=1

(Sowrer§/pepIAldY)
&) Te[N[2)) PEPIANDY

0.05 4
0.04 4
0.03 4
0.01 4
0.00 =g

0.06

o.

£5%
8.2 3
OZ A

0.04

0.02
Actividad Celular

(Actividad/Frames)

] ] ] ]

< ) *x = 2 b =

— (=] (=] (= = (=] (=]
. BPR[MWNOY UQIoNqIISI(q

1 ] LI | B

1204°
1004
8
6

Sen D) 9p “ON

L4 [ ]

| | | |

o = S © <« ©

~ N SBAIIORO))
SB[



38 CAPITULO 4. RESULTADOS

Figura 4.6: Registro poblacional de la actividad neuronal producida por nico-
tina en el nicleo RMTg.

A) Diagrama tipo raster que representa la actividad celular espontanea a través del
tiempo, el eje de las ordenadas representa el nimero de célula y eje de las abscisas el
tiempo. Cada punto representa como la activacion de la célula en un frame (ventana de
tiempo de 250 ms). El histograma debajo muestra el namero de células que dispararon
juntas en cada ventana de tiempo (frame). En rojo se observan los picos de sincronia
significativos. B) Gréafica de distribucion acumulada para cada condicion, el desplaza-
miento a la derecha significa un incremento de la actividad neuronal. La actividad es
determinada dividiendo el nimero de frames en las cuales se observo actividad sobre
el namero total de frames (obtenidos de todo el video) para cada célula. C) Gréfica de
cajas donde se representa la actividad celular en 3 diferentes condiciones, se muestra
un incremento de actividad durante la presencia de nicotina en comparacién con el
control (*p = 0.0001, prueba de Friedman, 142 células).

Primeramente, se probo solo el efecto de la nicotina (1 pM). La figura 4.6A
es una grafica tipo raster que muestra la actividad espotanea de 142 células re-
gistradas de un total de 6 experimentos, en tres diferentes condiciones: control,
nicotina y lavado (remocion de la nicotina). Tras agregar nicotina, se produjo un
incremento significativo de la actividad neuronal poblacional del 71 % (control
vs nicotina n=142, p<0.001, Kruskal-wallis). El histograma debajo del raster
muestra los picos de coactividad, los cuales representan el nimero de células
que dispararon juntas en el mismo frame, estos picos solamente son significa-
tivos si pasan el umbral de significancia (Prueba de Montecarlo, ver Material
vy Métodos). Durante la presencia de nicotina los picos de sincronia se ven in-
crementados. El efecto de la nicotina se prolongd 12-20 minutos y finalmente
se revirtio después del lavado (Fig. 4.6A). La grafica de la distribucion acumu-
lada de la actividad celular muestra que la nicotina desplazé la curva hacia la
derecha (Fig. 4.6B, trazo rojo) indicando un incremento en la probabilidad de
la actividad neuronal que se revierte después del lavado (trazo azul). El efecto
de la nicotina también puede observarse en la grafica de cajas (Fig. 4.6C). El
incremento en la probabilidad de la actividad producido por la nicotina fue signi-

ficativamente diferente del control y del lavado (p <0.001, prueba de Friedman).

4.2.2. Los efectos de la nicotina sobre las poblaciones ce-
lulares del niicleo RMTg son prevenidos por un an-

tagonista selectivo a los nAChRs a7.
Para corroborar los resultados electrofisiologicos, en una serie de experimen-

tos de imagenologia de calcio se administr6 nicotina en presencia del antagonista

de los nAChRs a7 MLA [100 nM].
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Figura 4.7: Registro poblacional de la actividad neuronal producida por nico-
tina en presencia de MLA en el nicleo RMTg.

A)Diagrama tipo raster que representa la actividad celular a través del tiempo, el eje
de las ordenadas representa el nimero de célula y eje de las abscisas el tiempo. Cada
punto es considerado como la activacién de la célula. El histograma debajo representa
muestra el nimero de células activas en el mismo periodo de tiempo. El MLA previno
los picos de sincronia provocados por la nicotina. B) Grafica de distribuciéon acumulada
para cada condicion. C) Gréfica de cajas donde se representa la actividad celular en
3 diferentes condiciones. No se muestra un cambio significativo en la actividad celular
durante la presencia de nicotina o el lavado con respecto al control (p = 0.06, prueba
de Friedman, 145 células).

Los resultados se muestran en la grafica tipo raster que ilustra la activi-
dad esponténea de 145 células obtenidas de 5 experimentos (Fig. 4.7A). En
presencia de MLA, la nicotina no fue capaz de incrementar la actividad neuro-

nal (p >0.05, Kruskal-wallis). De manera interesante, también la presencia de
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MLA previno los picos de sincronia causados por la nicotina. La grafica de la
distribuciéon acumulada de la actividad celular no muestra un desplazamiento
de la curva por nicotina (Fig. 4.7B), como tampoco se obtuvieron diferencias
significativas en la grafica de cajas (Fig. 4.7C; p>0.05, prueba de Friedman).
Los resultados obtenidos mostraron que en presencia de MLA, la nicotina no
produce cambios en la probabilidad de la actividad neuronal ya que no hubo
diferencias estadisticamente significativas de la nicotina con respecto al control

y el lavado.



Capitulo

Discusion

El principal hallazgo de este trabajo de tesis es que la nicotina produce un
aumento en la liberacion de glutamato y en consecuencia un incremento en la
actividad poblacional del nicleo RMTg. La nicotina increment6 las corrientes
postsinapticas excitatorias (sEPSCs) registradas en las células GABAérgicas del
niicleo RMTg. La concentracion de nicotina (1 pM) utilizada en nuestros expe-
rimentos, se encuentra dentro del rango fisiologico ya que es la méxima concen-
tracion que se alcanza en el plasma de un fumador inmediatamente después del
consumo de un cigarrillo (Dani y Heinemann, 1996). Nuestros datos demostra-
ron que las sEPSCs son mediadas por glutamato ya que tras la administracion
de CNQX, un antagonista de los receptores glutamatérgicos AMPA /kainato,
desaparece toda actividad espontanea (Fig.4.1F). La nicotina provoco un cam-
bio en la frecuencia, pero no en la amplitud de las sEPSCs lo cual demuestra
que el efecto nicotinico es presinaptico (ver Garduiio et al., 2012). Esto fue
confirmado por la demostracion de que la aplicacion local de acetilcolina di-
rectamente sobre el soma de las neuronas GABAérgicas del RMTg no produjo
corrientes mediadas por nAChRs lo cual si pudo observarse en neuronas del
VTA (ver Fig. 4.1G). Ademaés, nuestros datos demostraron que el incremento
de actividad inducido por la nicotina es bloqueado por el antagonista selectivo
a los nAChRs a7 (MLA) pero no por el antagonista de los receptores a4/32
(DHBE; Fig.4.2 y 4.4). De manera consistente, la aplicacion de PNU-282987,
un agonista selectivo de los receptores nicotinicos a7 mimetiz6 el efecto de la
nicotina mientras que la administracion de RJR-2403, agonista de receptores
a4p2, no produjo ningtun efecto. Estos datos son congruentes con un estudio

previo en el cual se report6é que la nicotina aumenta la respuesta sinaptica evo-

41
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cada mediante estimulacion y que este efecto es antagonizado por MLA (Lecca
et al., 2012). Como se mencion6 anteriormente, los receptores nicotinicos tipo
a7 poseen 10 veces mas permeabilidad al calcio que los receptores a432. La
cantidad de calcio que entra a través de los receptores a7 es capaz de producir
liberacion de calcio de las pozas intracelulares mediante un proceso que se lla-
ma liberacion de calcio inducida por calcio (CICR), lo cual facilita la liberacion
del neurotransmisor sin la participacién de los canales de calcio dependientes
de voltaje como ocurre en los receptores a4/32 (Gray et al., 1996; Sharma y
Vijayaraghavan, 2003; Sharma et al., 2008; Garduno et al., 2012). Por lo tanto,
este es el mecanismo que proponemos, mediante el cual la nicotina incrementa

la eficiencia sinéptica de las terminales glutamatérgicas en el niicleo RMTg.

Estos hallazgos son congruentes con reportes previos que indican que los
nAChRs se localizan preferentemente en terminales axonicas donde regulan la
liberacion de neurotransmisores (Wonnacot et al., 2008). Por ejemplo, se ha
reportado que los nAChRs, se encuentran en terminales presinapticas, donde
inducen la liberacion de glutamato en células del VTA, el NAc, la amigdala, el
hipocampo y la corteza prefrontal (Mansvelder y McGehee, 2002). Los datos
aqui presentados demuestran que en el nicleo RMTg ocurre de manera similar.
Las terminales glutamatérgicas de la LHb son moduladas por la activaciéon de
nAChRs tipo a7. Estas terminales glutamatérgicas tienen como blanco principal
a las células GABAérgicas del nucleo RMTg sobre las cuales ejercen un efecto
excitatorio a través de receptores AMPA /kainato (Balcita-Pedicino et al., 2011;
Lecca et al., 2011). Acorde con esto, la estimulacion optogenética de terminales
provenientes de LHb evoca corrientes excitatorias postsinapticas (EPSC) en las

células GABAérgicas del niicleo RMTg (Lammel et al., 2012).

En los experimentos electrofisiologicos, el monitoreo de la actividad celular
solamente se puede hacer registrando una neurona a la vez. En el presente es-
tudio se utilizo, ademas, la técnica de imagenologia de calcio la cual permite
registrar la actividad de docenas de neuronas simultaneamente. De manera que
es posible examinar coémo se comporta una determinada poblaciéon neuronal. Sa
sabe que los transitorios de calcio y su derivada se correlacionan con el dispa-
ro repetitivo de potenciales de accion de las células (Carrillo-Reid et al., 2008,

Perez- Ortega et al., 2016). Los resultados de los experimentos de imageno-
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logia de calcio fueron congruentes con lo reportado en nuestros experimentos
electrofisiologicos. La nicotina produjo una activaciéon global poblacional en las
neuronas del nicleo RMTg. Ademés, aumento los picos de sincronia lo cual es
muy importante, pues significa que un aumento en la eficiencia en la libera-
cion sindptica de glutamato, producido por la nicotina, provoca que decenas
de neuronas del nicleo RMTg disparen de manera sincronizada. El efecto fue
bloqueado por (MLA) un antagonista selectivo de los receptores nicotinicos tipo
a’. El efecto de la nicotina fue persistente, es decir, la duracion del incremento
de la actividad fue de 20-30 minutos después del lavado de la droga, lo cual es

consistente con los resultados electrofisiologicos.

Como se mencioné previamente, los estimulos aversivos, asi como senales
que los predicen, promueven la activacion fasica en el nicleo RMTg y por con-
siguiente una inhibicion de la actividad DA del mesencéfalo tanto en murinos
(Barrot et al., 2015; Brown y Shepard, 2013; Jhou et al., 2009) y primates (Hong
et al., 2011).

En experimentos conductuales, se ha observado que el incremento de la ac-
tividad celular del nicleo RMTg produce aversion de lugar y decrementa las
propiedades reforzadoras de la sacarosa (Stamatakis y Stuber, 2012). También,
se ha demostrado que induce conductas tipo depresivas como el incremento de
la inmovilidad en la prueba de suspensién de cola, amplifica el rechazo social
inducido por el paradigma de derrota social (Cui et al., 2014; Jhou et al., 2013).
Por lo tanto, un incremento en la actividad neuronal del nicleo RMTg promueve
conductas tipo depresivas y ansiosas. El presente trabajo demostré que la nico-
tina incrementa la liberacion de glutamato mediante la activacion de receptores

presinapticos tipo a7 en nicleo RMTg.

El resultado es un incremento en la excitabilidad y la tasa de disparo de las
neuronas GABAérgicas. Mas aun, la nicotina promueve el disparo sincronizado
y persistente de decenas de neuronas del nticleo RMTg, lo cual aumentaria en
gran medida la liberacién de GABA sobre las neuronas dopaminérgicas del VTA
y la SNc. Esto, en consecuencia, tendria un efecto inhibitorio sobre los siste-
mas dopaminérgicos que controlan los mecanismos de reforzamiento asociados

a diversas conductas adaptativas (Fig.5.1).
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receptor GABA, Dopamina
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Figura 5.1: Nicotina y el control de la actividad DA mediante nAChRs a7.
Representacion esquematica del mecanismo celular y molecular subyacente al decre-
mento dopaminérgico (DA) inducido por nicotina y mediado por el incremento de
la actividad de las neuronas del nticleo RMTg. Area ventral tegmental (VTA), nt-
cleo accumbens (NAc), nicleo rostromedial tegmental (RMTg), neurona GABAérgica
(GABA), neurona acetilcolinérgica (ACh), neurona glutamatérgica (Glu), neurona
dopaminérgica (DA).

Los resultados mostrados en este trabajo sugieren que las acciones de la
nicotina en el nicleo RMTg tendria efectos ansiogénicos, pues existen trabajos
que reportan que la activacion de aferentes glutamatérgicas al RMTg provoca
conductas de aversion y de evitacion ante estimulos que usualmente son inocuos
(Stamatakis y Stuber, 2012). De manera opuesta se sabe, por estudios en fuma-
dores, que la nicotina es capaz de aliviar el estrés y producir efectos ansioliticos
(Pomerleau, 1986; Gilbert et al., 1989). Estas discrepancias pueden explicarse
porque los efectos descritos en este trabajo son resultado de la accion aguda de
la nicotina sobre las neuronas del RMTg mientras que los efectos que se reportan
en fumadores resultan de la accion cronica de la nicotina. Se sabe que la nicoti-
na croénica es capaz de producir diversos cambios en la expresién de receptores,
asi como desensibilizacion de los mismos. Por ejemplo, se ha reportado que la
nicotina cronica produce incremento en la expresion (“upregulation”) de algunos

subtipos de nAChRs, particularmente aquellos que poseen las subunidades a2 y
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a3 (Peng et al., 1994; Kuryatov et al., 2005; Dani, 2015). Cabe senalar también,
que la nicotina tiene acciones directas en varias estructuras involucradas en el
control de los estados afectivo tales como la amigdala, el NAc y el nicleo del
rafé dorsal. Los efectos ansiogénicos o ansioliticos de la nicotina también depen-
den de la via de administracién, el estado emocional previo a su administraciéon
(relajacion o estrés) o condiciones de abstinencia a la propia nicotina (Picciotto
et al., 2008). Como perspectiva, seria interesante analizar, en un trabajo poste-
rior, si ocurren cambios en los efectos nicotinicos dentro del nicleo RMTg como

resultado de la exposicién cronica a la nicotina.

Asimismo, una propuesta interesante para continuar con esta linea de inves-
tigacion seria estudiar como se modifican los ensambles neuronales (grupos de
células coactivas) en el niicleo del RMTg, en un modelo de aplicacién cronica

de nicotina durante la abstinencia a esta droga.
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Capitulo

Conclusiones

La nicotina incrementa la frecuencia de las sSEPSCs en neuronas GABAérgi-
cas del nicleo RMTg, este incremento es mediado por los nAChRs conformados

por la subunidad a7 y no a4/32.

El efecto de la nicotina es mediado por mecanismos presinapticos debido
a que su administracion s6lo modifica la frecuencia de las sEPSCs y no su

amplitud.

Las neuronas GABAérgicas del niicleo RMTg no poseen nAChRs, ya que la
aplicacion local de acetilcolina no provoco corrientes mediadas por este tipo de

receptores.

El efecto presinaptico es de naturaleza glutamatérgica debido a que tras la
administracion de un antagonista a receptores AMPA /kainato se bloquean las

sEPSCs.

La nicotina promueve la actividad neuronal poblacional del ntucleo RMTg,
estimada mediante el conteo de los transitorios de calcio. Este efecto fue blo-
queado al administrar un antagonista selectivo a nAChRs a7.

La nicotina promueve el disparo sincronizado de las neuronas GABAérgicas

del nicleo RMTg.
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