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1. RESUMEN

La depresion mayor es un trastorno mental caracterizado por una profunda
alteracion del estado de animo que cursa con ansiedad, anhedonia, discapacidad
cognitiva, ideas de suicidio, etc. La hipotesis colinérgica-adrenérgica de la
depresion plantea que este trastorno es consecuencia de un desbalance entre los
sistemas de neurotransmision de acetilcolina y noradrenalina, exacerbandose la
primera. El hipocampo es una region cerebral implicada en la regulacion del estado
de animo y sus trastornos relacionados, como la depresion. En modelos animales
se ha mostrado una asociacion entre los receptores de acetilcolina nicotinicos del
hipocampo y la depresién. Los antidepresivos inhibidores selectivos de la recaptura
de serotonina inhiben a los receptores nicotinicos y éstos, a su vez, regulan la
actividad sinaptica hipocampal. El escitalopram es un antidepresivo usado en la
clinica, pero no se conocen sus acciones en los receptores nicotinicos ni en la
actividad sinaptica del hipocampo. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto
del escitalopram en la corriente activada por colina y en la actividad sinaptica que
reciben las interneuronas del stratum radiatum del area CA1 de hipocampo de rata,
mediante la técnica de fijacion de voltaje en la modalidad de célula completa. La
corriente activada por colina fue inhibida por escitalopram de manera dependiente
de la concentracion (ICso ~22 pM, nu ~1) e independiente del potencial de
membrana. Ademas, el escitalopram disminuyé la frecuencia de la actividad
sindptica que reciben las interneuronas. Estos resultados indican que el
escitalopram interactia con el receptor de acetilcolina nicotinico a7 en un dominio
externo y modula, disminuyendo, la liberacion de neurotransmisores de las

neuronas presinapticas.




2. ANTECEDENTES

2.1 DEPRESION MAYOR

La depresion mayor es uno de los desérdenes psiquiatricos mas comunes en todo
el mundo (Philip et al. 2010). Se caracteriza por una profunda alteracion del estado
de animo, que cursa con ansiedad, anhedonia, alteraciones del suefio y apetito,
discapacidad cognitiva que se manifiesta como culpa inapropiada y sentimientos de
desesperanza, anormalidades en la actividad psicomotora, ya sea agitacion o
retardacion, ideas de suicidio, entre otras (DSM-5. American Psychiatric Association
2013). Es el resultado complejo de factores genéticos, neuronales, cognitivos,
psicolégicos y socioculturales (Duman y Aghajanian 2012; Fava y Kendler 2000;
Garcia-Colunga, Targowska-Duda, y Arias 2016). Afecta cerca del 16% de la
poblacion mundial en algiin momento de su vida y se asocia con problemas de salud
y socioecondmicos (Zanos et al. 2016).

La etiologia de la depresion mayor no esta totalmente elucidada porque es
altamente heterogénea. Las areas cerebrales mas importantes asociadas con la
depresion son las regiones corticales, subcorticales, limbicas, ganglios basales y
tallo cerebral (Pandya et al. 2012) . El tamafio y nimero de sinapsis en regiones
como la amigdala, nucleo accumbens, hipocampo, corteza prefrontal y corteza
cingulada estan reducidas en modelos animales de depresion, asi como en

pacientes deprimidos (Duman y Aghajanian 2012; Pandya et al. 2012).

2.2 HIPOTESIS DE LA DEPRESION

Muchos factores podrian ser la base de los trastornos depresivos, incluyendo
alteraciones en la funcibn monoaminérgica; sin embargo, varios estudios han
implicado la desregulacion del sistema colinérgico en la depresion en humanos
(Janowsky, Davis, M. El-Yousef, et al. 1972; Mineur et al. 2016). Ademas de éste,
hay mas sistemas de neurotransmisién implicados en la depresién. Se han

reportado cambios en receptores tanto de glutamato como de GABA en pacientes




deprimidos (Pehrson y Sanchez 2015; Pytka et al. 2016; Skolnick 1999). Estudios
postmortem usando tomografia de emision de positrones han mostrado reducciones
tanto en el receptor de serotonina 5-HT1a, como en la densidad de transportadores
de este neurotransmisor en pacientes que tuvieron depresiéon (Sargent et al. 2010;
Stockmeier et al. 1998). Del mismo modo, estudios de imagen han encontrado que
se incrementan los adrenoreceptores aza y disminuye la unién a los transportadores
de norepinefrina en el locus coeruleus de pacientes deprimidos (Klimek et al. 1997).
Estudios in vivo de marcaje de receptores de dopamina D2 mostraron un incremento
en la densidad del transportador de dopamina estriatal en la depresion mayor (Fava
y Kendler 2000; Klimek et al. 1997).

Diversas hipétesis han sido propuestas para explicar la etiologia de la depresion,
las cuales incluyen algunos sistemas de neurotransmision (Garcia-Colunga et al.
2016). Ademas, cada una de ellas puede participar en este complejo trastorno
(Drago et al. 2011):

-Hipotesis monoaminérgica. Fue una de las primeras y mas extendidas hipotesis, la
cual fue propuesta tras observar que los pacientes con hipertensién tratados con
reserpina (inhibidor de la recaptura de noradrenalina y dopamina (Mashour, Lin, y
Frishman 1998)) desarrollaban depresion (Freis 1954). Desde entonces, la terapia
farmacoldgica para el tratamiento de la depresion se ha enfocado en incrementar
las concentraciones extracelulares de las monoaminas serotonina, noradrenalina, y
dopamina (Goldberg, Clifton y Pollard, 2014). En este contexto, las sustancias que
incrementen estas monoaminas podrian ser utiles para el tratamiento de la
depresion (Freis 1954; Pacher y Kecskemeti 2004).

-Hipotesis glutamatérgica. Surge a raiz de las inconsistencias de la hipotesis
monoaminérgica, principalmente la discrepancia temporal entre los efectos
inmediatos de los farmacos en la disponibilidad de monoaminas (minutos, horas) y
sus efectos terapéuticos (algunas semanas), y los hallazgos de la actividad tipo
antidepresiva de algunos antagonistas del receptor NMDA (Sanacora, Treccani, y
Popoli 2012; Trullas y Skolnick 1990). Es probable que la actividad anormal del
sistema glutamatéergico contribuya a las deficiencias en la plasticidad sinaptica y

neural observada en pacientes con trastornos del estado de animo (Sanacora et al.




2008). Esta hipotesis propone que la depresion es causada por el debilitamiento de
grupos especificos de sinapsis excitatorias en multiples areas cerebrales que son
criticas en la determinacion del afecto y recompensa, y la restauracion de la fuerza
sindptica excitatoria en esas areas es la accion critica de antidepresivos como los
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina y la ketamina (Thompson et al.
2015). Estudios recientes sugieren que en pacientes deprimidos existen
alteraciones en la neurotransmision de glutamato, con reduccion en el metabolismo
energético eficiente en las neuronas glutamatérgicas (Lener et al. 2017). Se han
observado diferencias neurologicas en los niveles de glutamato, glutamina y sus
metabolitos en pacientes con depresion (Ragguett, Tamura, y Mcintyre 2019),
teniendo niveles méas bajos de estos metabolitos en comparacién con pacientes
sanos (Moriguchi et al. 2019). Por el contrario, se han reportado altos niveles de
glutamato en el plasma de pacientes deprimidos (Inoshita et al. 2018).

-Hipotesis de neurotrofinas. Plantea que la depresion es resultado de la interaccion
de factores ambientales como el estrés cronico, y susceptibilidad genética, lo cual
dafa la sefalizacion por neurotrofinas (Holsboer 2000). Las consecuencias de la
inadecuada sefializacion por esta via podrian incluir dafios en la neurogénesis en el
giro dentado hipocampal, atrofia de las dendritas distales y dafios en plasticidad
neuronal (Duman, Heninger, y Nestler 1997; Thompson et al. 2015).

-Hipétesis GABAérgica. Esta hipotesis sugiere que defectos en la inhibicién
GABAérgica neural pueden contribuir a los fenotipos comunes de depresion
(Luscher, Shen, y Sahir 2011). En concordancia con esta hipotesis, estudios clinicos
han encontrado reducciones en los niveles cerebrales de GABA (Hasler et al. 2007),
expresion reducida de la enzima acido glutamico descarboxilasa que es la enzima
responsable de la sintesis de GABA en interneuronas GABAérgicas (Karolewicz
et al. 2010), reduccién en la densidad o funcion de dichas interneuronas (Rajkowska
et al. 2007), y expresion y/o funcién reducida de los principales receptores de este
neurotransmisor, los receptores GABAa (Klumpers et al. 2010; Lischer y Méhler
2019).

-Hipotesis colinérgica-adrenérgica. Esta hipétesis propone que los desoérdenes

afectivos, como la depresion, podrian estar determinados por un desbalance entre




la actividad central de noradrenalina y acetilcolina existente en aquellas areas
cerebrales que regulan el estado de animo. En consecuencia, la depresion podria
ser una enfermedad con predominio colinérgico central, y mania una enfermedad
con predominio adrenérgico central (o serotoninérgico) en el sistema limbico
(Janowsky et al., 1972). En este sentido, se ha observado un incremento de los
niveles extracelulares tanto de acetilcolina como de colina (el precursor y metabolito
de la acetilcolina) durante la depresion, sugiriendo una actividad exacerbada del
sistema colinérgico (Mineur y Picciotto 2010; Shytle et al. 2002; Steingard et al.
2000). De igual manera, la administracion de fisostigmina, que es un inhibidor de la
acetilcolinesterasa, enzima encargada de degradar la acetilcolina, tiene como
consecuencia el incremento de los niveles sinapticos de este neurotransmisor,
induciendo sintomas de depresion en humanos (Risch etal. 1980, 1981) e
incrementando las conductas tipo depresivas en ratones (Mineur et al. 2013). En
conjunto, estas observaciones sugieren que la hiperactividad del sistema colinérgico
cerebral puede contribuir a la fisiopatologia de la depresién; sin embargo, los
mecanismos subyacentes a esta relacién son en gran parte desconocidos y no esta
claro si la alteracion del sistema colinérgico afecta directamente el estado de animo
(Mineur et al. 2013).

2.3 SISTEMA COLINERGICO

Existe gran cantidad de evidencia que sugiere el papel del sistema colinérgico en
los trastornos del estado de animo (Pytka et al. 2016).

El sistema colinérgico central se proyecta desde varios nucleos del prosencéfalo
basal, principalmente hacia la corteza cerebral y el hipocampo, tanto en humanos
como en vertebrados inferiores, como la rata (Baxter y Chiba 1999; Everitt y Robbins
1997). La acetilcolina es liberada de neuronas que proyectan a una gran variedad
de sitios corticales y subcorticales. Dichas proyecciones pueden ser divididas en
dos grupos: el sistema colinérgico del cerebro anterior basal magnocelular y el
sistema colinérgico del tronco encefalico (Figura 1) (Everitt y Robbins 1997;

Mesulam et al. 1983; Newman et al. 2012). El sistema colinérgico anterior basal




incluye células localizadas en el ndcleo septal medial, el vertical, y ramas
horizontales de la banda diagonal de Broca, asi como el nucleo basal magnocelular
(Newman et al. 2012). Estas estructuras envian proyecciones colinérgicas y no
colinérgicas a una gran variedad de sitios en la neocorteza y las cortezas limbicas,
como la corteza cingulada, la corteza entorrinal y el hipocampo, asi como a otras
estructuras que incluyen la amigdala basolateral y el bulbo olfatorio (Mesulam et al.
1983). La corteza cerebral de la rata recibe su entrada colinérgica principalmente
desde neuronas del nlcleo basal. La via colinérgica basal cortical no sigue una ruta
bien definida como la via septohipocampal, pero irradia medial y lateralmente desde
el cerebro anterior basal (Hoff et al. 2011; Mesulam et al. 1983).

La sefalizacion colinérgica en el cerebro estd mediada por dos clases de
receptores, los nicotinicos y los muscarinicos con acetilcolina como su
neurotransmisor. Ambos tipos han sido asociados a procesos fisiologicos y
patolégicos, incluyendo aprendizaje, memoria, atencion, ingesta, estado animico, y
como consecuencia, a trastornos del estado de animo como ansiedad y depresion
(Garcia-Colunga etal. 2016; Levin 2013; Mineur y Picciotto 2010). Si las
alteraciones en los niveles de acetilcolina conducen a sintomas depresivos, es
probable que cambios en la actividad de sus receptores sea podria ser uno de los
mecanismos participantes en la transduccion de la sefializacién colinérgica alterada
(Mineur y Picciotto 2010).
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Figura 1. Proyecciones colinérgicas mayores del sistema nervioso central. Existen dos grupos
de proyecciones: el sistema colinérgico del cerebro anterior basal, que incluye el nicleo septal medial
(MS), ramas horizontales y verticales de la banda diagonal de Broca (DB), y el nucleo basal
magnocelular (nBM); y el sistema colinérgico del tronco encefdlico, que incluye el nucleo

pedunculopontino tegmental (PPT) y el tegumento pontino laterodorsal (LDT). Tomada de Newman
et al., 2012.

2.3.1 RECEPTORES MUSCARINICOS

Existen cinco subtipos de receptores muscarinicos que van de M1 a M5, los cuales
pertenecen a la superfamilia de receptores unidos a proteinas G, consistentes en
siete dominios hidrofobicos transmembranales. Los receptores M1, M3 y M5 estan
selectivamente ligados a proteinas Gq y estimulan la hidrdlisis del fosfoinositol,
mientras que los receptores M2 y M4 estan unidos a proteinas Gi (Caulfield y Birdsall
1998). Los receptores M1 estan altamente expresados en regiones del cerebro
anterior, especialmente en el hipocampo, corteza y estriado. Son principalmente
postsinapticos y participan en funciones cognitivas, plasticidad sinaptica y actividad

convulsiva inducida por pilocarpina (Bymaster y Felder 2002). Los receptores M2




son principalmente autoreceptores presinépticos, participan en la modulacion de
neurotransmisores y liberacion de corticosterona, analgesia y regulacion de la
temperatura (Broadley y Kelly 2001; Levey 1993). Los receptores M3 tienen baja
expresion en el cerebro, mientras que los M4 estan situados principalmente en el
hipocampo, corteza, estriado, talamo y cerebelo (Levey 1993). Los M5 estan
altamente localizados en regiones dopaminérgicas, donde influyen en el control de
la funcidn de la dopamina (Bymaster et al. 2003; Pytka et al. 2016).

Diversos autores han propuesto que los receptores muscarinicos estan
involucrados en la regulacién del estado de animo debido a que la escopolamina,
antagonista de estos receptores, tiene la capacidad de inducir efectos
antidepresivos en ensayos clinicos (Drevets y Furey 2010; Furey y Drevets 2006).
Los receptores muscarinicos son los efectores cruciales para el establecimiento de
comportamientos depresivos inducidos por la inhibicion de la acetilcolinesterasa
(Mineur y Picciotto 2010), dado que los comportamientos depresivos inducidos por
dicha inhibicién fueron revertidos tras la administracion de atropina, antagonista de
los receptores muscarinicos (D. Janowsky, David, M. El-Yousef, etal. 1972;
Janowsky, Davis, M. El-Yousef, et al. 1972).

2.3.2 RECEPTORES NICOTINICOS

Estos receptores pertenecen a la superfamilia de canales i6nicos activados por
ligando (Bertrand 2005); es decir, son ionotrépicos. Esta superfamilia incluye a los
receptores de serotonina 5-HTs y canales anidnicos activados por GABA o glicina
(Sine y Engel 2006). Los receptores nicotinicos pueden también unir ligandos
exdgenos como la nicotina. Cuando son activados, estos receptores abren canales
cationicos no selectivos que pueden afectar la polaridad de la membrana, asi como
influenciar cascadas de sefializacion intracelular controladas por calcio (Philip et al.
2010). Los receptores nicotinicos estan ampliamente expresados en el sistema
nervioso, tanto central como periférico, asi como en tejidos no neurales (Corradi y

Bouzat 2016); en el cerebro se distribuyen extensamente en regiones como la




habénula, locus coeruleus, hipocampo, tdlamo, areas corticales y subcorticales
(Bertrand 2005; Dani 2001). Al afectar la polaridad de la membrana, incrementan la
permeabilidad a iones como Na* y Ca?*, estimulando la secreciéon de otros
neurotransmisores (Pytka et al. 2016).

Su participacion en la transduccién de sefiales quimicas en impulsos eléctricos hace
gue estos receptores participen en procesos cognitivos como aprendizaje y memoria
y en procesos patologicos (Corradi y Bouzat 2016). Estan involucrados en los ciclos
suefo-vigilia y regulacién del estado de &nimo, asi como la actividad de neuronas
motoras (Dani 2001), contraccién del musculo esquelético, cognicion, sindromes
miasténicos congénitos, enfermedad de Alzheimer, epilepsia y adiccion (Deflorio
et al. 2014; Dineley, Pandya, y Yakel 2015; Gotti et al. 2009; Kalkman y Feuerbach
2016). Su disfuncién ha sido observada en una gran cantidad de desordenes
neuropsiquiatricos (Higley y Picciotto 2014; Lewis y Picciotto 2013). Estudios
genéticos han relacionado a los receptores nicotinicos con epilepsia y esquizofrenia,
y estudios con ratones mutantes (knock-out o knock-in) han puesto en evidencia
que participan en mecanismos nociceptivos, ansiedad, depresion y adiccion a la
nicotina (Changeux 2010; Drenan y Lester 2012; Gotti y Clementi 2004; Picciotto
et al. 2001, Zoli, Pistillo, y Gotti 2015).

23.2.1 ESTRUCTURA Y FUNCION

Las subunidades de los receptores nicotinicos se clasifican en dos tipos, ay no q,
en donde las tipo a poseen un puente disulfuro en el sitio de unién del agonista. En
mamiferos, se han identificado cinco subunidades musculares (a1, B, 9, €, y) y once
subunidades neuronales (a2- a7, a9, a10 y f2- B4) (Albuquerque et al. 2009; Bouzat
y Sine 2018; Corradi y Bouzat 2016). Las subunidades musculares juegan un papel
fundamental en transmisidon neuromuscular, y son el blanco de los relajantes
musculares (Sine 2012). La mayoria de los receptores nicotinicos encontrados en
el sistema nervioso requieren al menos un tipo de subunidad a y un tipo de la
subunidad B para formar los canales funcionales. Sin embargo, existen receptores

nicotinicos homomeéricos que contienen cinco subunidades a, como los a7 (Lukas
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Figura 2. Estructura homopentamérica y heteropentamérica de los receptores nicotinicos. El
arreglo homopentamérico subtipo a7, receptor heteromérico, y el heteromérico subtipo 0432,
respectivamente. Tomado y modificado de Zoli et al., 2015.

1998). Los subtipos mas abundantes en el cerebro son las formas a4p2 y a7 (Baier
etal. 2015; Gotti y Clementi 2004). Esta diversidad estructural junto con su
localizacion axonal, presinaptica y postsinaptica contribuye a su participacion en la
neurotransmision sinaptica y de volumen en el sistema nervioso central (Dani 2001;
Picciotto et al. 2000; Vizi y Lendvai 1999). Los receptores nicotinicos presinapticos
modulan la liberacion de monoaminas como GABA, glutamato y varios
neuropéptidos (Lukas 1998; Vizi y Lendvai 1999).

Los receptores nicotinicos estan formados por el ensamblaje de cinco subunidades
idénticas (a7 o a9) o distintas (al menos dos subunidades a), y pueden formar una
variedad de receptores heteroméricos diferentes con un amplio espectro de
propiedades cinéticas y farmacolégicas (Figura 2) (Corradi y Bouzat 2016). Todos
comparten una organizacion conservada de cinco subunidades simétricamente
ordenada alrededor de un poro i6nico central (Corradi y Bouzat 2016). Los dominios
funcionales incluyen el dominio extracelular, que posee los sitios de union del
agonista en la interfase de la subunidad; el dominio transmembrana, que contiene
el poro idnico y la puerta, e identifica los residuos importantes para la selectividad

ionica, permeabilidad y el canal de sincronizacion de los receptores; y el dominio
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intracelular, que contiene determinantes de la conductancia del canal y sitios para
su regulacién y sefalizacion intracelular (Figura 3) (Jones, Buckingham, y Sattelle
2010; Paulo, Brucker, y Hawrot 2009). Las cinco subunidades del complejo
pentamérico contribuyen a la cinética del canal, conductancia ionica y selectividad
(Albuquerque et al. 2009), y la composicidon de subunidades de cada subtipo de

receptor nicotinico determina las caracteristicas farmacoldgicas de los sitios de

Ca* Na'

_ACh

Synaptic cleft

Plasma membrane

unién al ligando y la preferencia cationica del canal (Zoli et al. 2015).

Figura 3. Estructura de los receptores nicotinicos. El dominio extracelular aminoterminal seguido
de tres dominios transmembrana hidrofébicos y el dominio intracelular, con cuatro dominios
transmembrana hidrofébicos, Tomado y modificado de Zoli et al., 2015

2.3.3 RECEPTOR NICOTINICO a7

Los receptores nicotinicos a7 son expresados en neuronas y en células no
neuronales del cerebro como astrocitos, microglia, células precursoras de
oligodendrocitos, células endoteliales microvasculares y linfocitos, participando en
procesos de inmunidad, inflamacion y neuroproteccién (Corradi y Bouzat 2016;
Dineley et al. 2015; Shytle et al. 2004; Waring et al. 2008; Yang et al. 2017).
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La funcion de los receptores nicotinicos a7 es critica para cognicién, procesos
sensoriales, atencion, memoria de trabajo y recompensa, y su disfuncion esta
asociada con multiples enfermedades psiquiatricas y neurolégicas que incluyen
esquizofrenia, depresién, desorden de hiperactividad y déficit de atencion, adiccion,
dolor y enfermedad de Parkinson (Brunzell y Mcintosh 2012; Li et al. 2011, Picciotto
et al. 2001; Tamminga y Holcomb 2005; Yang et al. 2017). Se ha reportado una
reduccion significativa de este receptor en el cerebro, particularmente en el
hipocampo, en la enfermedad de Alzheimer (Guan et al. 2000; Kadir et al. 2006) y
pacientes con esquizofrenia (Corradi y Bouzat 2016; Dineley et al. 2015; Schaaf
2014). El antagonista opioide naltrexona, que inhibe la actividad del receptor
nicotinico a7, ha mostrado tener aplicacion potencial para el tratamiento de la
adiccion al tabaco (Almeida et al. 2000). La aplicacion del agonista selectivo del
receptor a7 PNU-282987 mostro disminuir la motivacion del uso de nicotina en ratas
(Brunzell y Mcintosh 2012). La modulacién de la funcién del receptor nicotinico a7
por agonistas y moduladores alostéricos positivos ha exhibido efectos
antinociceptivos en dolor agudo y cronico (Bagdas et al. 2016; Feuerbach et al.
2009; Freitas, Carroll, y Damaj 2013; Yang et al. 2017). Por ende, los receptores
nicotinicos a7 podrian ser un blanco terapéutico potencial para este tipo de
enfermedades (Corradi y Bouzat 2016).

Comparado con otros subtipos de receptores nicotinicos, el a7 posee propiedades
funcionales Unicas, que incluyen: 1) Rapida activacion y desensibilizacion por
agonistas (en escala de milisegundos): 2) Alta permeabilidad al calcio; y 3) Inhibicién
selectiva por a-bungarotoxina y metillicaconitina (Bertrand et al. 1993; Couturier
et al. 1990; Peng et al. 1994; Séguéla et al. 1993). En las neuronas, los receptores
nicotinicos a7 localizados presinapticamente son fisiolégicamente mas relevantes
gue agquellos que estan sindptica y extrasinapticamente (Dineley etal. 2015;
Wonnacott 1997). Los receptores a7 presinpticos juegan un papel fundamental en
la facilitacion de la liberacion de glutamato en el cerebelo, corteza auditiva,
hipocampo y muchas otras areas cerebrales (Aramakis y Metherate 1998; Barik y
Wonnacott 2006; Radcliffe y Dani 1998; Sher et al. 2005). Junto con los receptores

nicotinicos o432, también estimulan la liberacion de GABA en el hipocampo (Maggi,
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Sher, y Cherubini 2001). Los receptores a7 post y extrasinapticos son capaces de
modular la actividad neuronal y neurotransmision (Bertrand et al. 2015; Yang et al.
2017).

La colina es un nutriente dietético que actia como precursor de la creacion de
fosfolipidos de membrana, provee una fuente importante de grupos metilo (Zeisel
2006), es precursor y metabolito de la acetilcolina y actia como agonista eficiente y
selectivo de los receptores nicotinicos a7 (Alkondon et al. 1997). La colina ingresa
al parénquima cerebral a través de un mecanismo de transporte mediado por
portadores (Allen y Lockman 2003), de donde llega a las neuronas colinérgicas a
través de transportadores especificos (Sarter y Parikh 2005). La concentracion
extracelular de colina, en condiciones fisioldgicas, alcanza concentraciones de 3-5
MM, pero la liberacién sinaptica inducida por despolarizacién o la catélisis enzimatica
de acetilcolina puede llevar a concentraciones significativamente mayores en las
terminales colinérgicas (Mielke et al. 2011; Sarter y Parikh 2005).

La exposicion continua de neuronas hipocampales a acetilcolina o colina resulta en
desensibilizacion los receptores nicotinicos, y el tratamiento prolongado con colina
reduce la respuesta a agonistas nicotinicos (Alkondon etal. 1994). Estudios
electrofisiolégicos realizados en neuronas de diferentes areas cerebrales indican
gue la colina activa de manera preferencial a los receptores nicotinicos a7,
independientemente de su localizacion presinaptica o postsinaptica. A pesar de
tener una potencia que es aproximadamente una orden de magnitud menor que la
de acetilcolina, la colina es un agonista completo de este subtipo de receptor. En
contraste, la colina no es capaz de activar las corrientes tipo Il, mediadas por
receptores nicotinicos distintos al a7, incluso en altas concentraciones (Figura 5)
(Alkondon et al. 1997).
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Figura 4. La colina activa selectivamente los receptores nicotinicos a7. Trazos simples de
corrientes entrantes de neuronas hipocampales en modalidad de célula completa, activadas por la
aplicacién de colina (10 mM). Tomado y modificado de Alkondon et al., 1997.

Se han observado al menos tres diferentes acciones de la colina en los receptores
nicotinicos a7: activacion, inhibicidn y regulacion del numero de estos, cada una de
las cuales es controlada tanto por la concentracion, como por la duracion de la
exposicion a colina. En primer lugar, la exposicion de neuronas a concentraciones
milimolares de colina durante menos de un segundo, activa una corriente entrante
de activaciéon e inactivacion rapidas, equivalente a una corriente sinaptica rapida.
En segundo lugar, concentraciones milimolares de colina aplicada durante 5-10 min
a las neuronas, previenen la activacion posterior de este receptor por otro agonista,
lo que puede ser atribuido a la desensibilizacion de los receptores a7. En tercer
lugar, la exposicion a largo plazo de las neuronas a una concentracion aproximada
de 30 pyM de colina, resulta en una reduccion de su respuesta a agonistas
nicotinicos, lo que indica una regulacion a la baja de los receptores nicotinicos a7

funcionales (Alkondon et al. 1997).
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2.4 HIPOCAMPO

El hipocampo es una estructura especializada del sistema corticolimbico que posee
un papel importante en procesos cognitivos y emocionales de alto orden, como el
aprendizaje, memoria y atencion (Eichenbaum, Otto, y Cohen 1992; Kim 2015;
Scoville y Milner 1957). Lesiones y estudios electrofisiolégicos han mostrado que el
hipocampo ventral estd relacionado con la regulacion del estrés, emocion y
ansiedad (Bannerman et al. 2003, 2004; Kjelstrup etal. 2002), por lo que es
probable que sus subcampos participen diferencialmente en trastornos
psiquiatricos, como la depresion (Maller et al. 2017). Individuos con depresion han
mostrado tener volumenes hipocampales menores, comparados con controles
sanos (Arnone et al. 2016; Bremner et al. 2000; Maller, Daskalakis, y Fitzgerald
2007). Diversas investigaciones en modelos animales de depresion, en conjunto
con investigacioén clinica, han establecido que el estrés precipita el desarrollo de
depresion primeramente por dafio en el hipocampo (Willner, Scheel-Kriiger, y
Belzung 2013). El establecimiento de conductas tipo depresivas por el bloqueo de
la acetilcolinesterasa en modelos animales (Mineur etal. 2013) puede ser
reproducido por la alteracién de la sefalizacion colinérgica especificamente en el
hipocampo, identificando esta area cerebral como un &rea critica en la regulacion
de las conductas asociadas a la depresion (Mineur et al. 2018).

El hipocampo esta subdividido en distintas zonas: el giro dentado, CA3, CA2, CAl
y las regiones subiculares descritas por Ramén y Cajal en 1911 (Ramon y Cajal
1911) y Lorente de N6 en 1934 (Lorente De N6 1934) (Figura 6). Las regiones CA3,
CA2 y CA1 son llamadas comunmente el giro hipocampal o el cuerno de Ammon.
Las células granulares en el giro dentado reciben proyecciones de la corteza
entorrinal circundante y mandan sus axones, llamadas fibras mossy, al area CA3.
Las células piramidales en CA3 proyectan sus axones, conocidos como colaterales
de Schaffer, al area CA2 y CAL. Las células piramidales de CA1 mandan sus axones
a capas corticales profundas de la corteza entorrinal y al subiculo, donde es la etapa

final del procesamiento de la microcircuiteria hipocampal (Dale et al. 2016).
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Figura5. llustracion del circuito hipocampal de ratay sus células principales. Se indican las areas
hipocampales principales, tales como el giro dentado (DG), CA3, CA2, CAl Yy las regiones subiculares,
asi como las conexiones sinapticas entre ellas. Existen al menos 16 subtipos de interneuronas en el
hipocampo; se muestra una representativa. Tomado y modificado de Dale et al., 2016.

Ademas de este “circuito trisinaptico” principal, existen conexiones directas de las
capas superficiales de la corteza entorrinal a las areas CA3 y CAl, y conexiones
sinapticas desde interneuronas GABAErgicas a células piramidales glutamatérgicas
excitatorias y células granulares dentro del hipocampo (Bartsch 2012).

Hay dos tipos principales de células en el circuito hipocampal: las piramidales
glutamatérgicas en el giro hipocampal y regiones subiculares, y las granulares
glutamatérgicas en el giro dentado. Generalmente tienen efectos excitadores en las
neuronas a las que proyectan, incluyen otras glutamatérgicas y GABAérgicas, asi
como monoaminérgicas (Dale et al. 2016).
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Ademas el hipocampo tiene una estructura en capas bien definidas, que surge como
resultado de la ordenada organizacion de las células principales (Amaral y Witter
1989). En CAL, el soma de las células principales se encuentra en el stratum
piramidal, dando lugar a dendritas apicales que se extienden dentro de stratum
radiatum. Estas dendritas apicales se bifurcan en el stratum lacunosum y se rednen
en el stratum moleculare. Estas ultimas dos capas son llamadas frecuentemente
stratum lacunosum moleculare. Las dendritas basales de las células principales de
CA1 emergen del soma y se extienden dentro del stratum oriens (Figura 7) (Amaral
y Witter 1989; Booker y Vida 2018; Migliore et al. 2018).

SO

SP

SR

250 pm SLM

Figura 6. Reconstruccion en 3D de las capas hipocampales con diversas poblaciones de
interneuronas. SO= stratum oriens; SP= stratum piramidal; SR= stratum radiatum; SLM= stratum
lacunosum moleculare. Tomado y modificado de Migliore et al., 2018.

En el area CALl del hipocampo, las células piramidales proporcionan entradas y
salidas GABAEérgicas y glutamatérgicas hacia otras areas corticales y subcorticales
(Klausberger 2009; Klausberger y Somogyi 2008). Las entradas GABAérgicas,
originadas principalmente por diferentes tipos de interneuronas locales, contribuyen
a la formacion de ensamblajes celulares que regulan la actividad de las células
piramidales, controlando su tasa de disparo y sincronizando su actividad
(Klausberger 2009). Las interneuronas pueden reconocerse con base en sus
patrones de disparo, perfiles de expresion molecular, y sus inervaciones a distintos
dominios subcelulares de las células piramidales (Figura 8) (Klausberger y Somogyi
2008). Dichos tipos de interneuronas GABAérgicas no son unicas del area CAl
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hipocampal, sino que estan presentes en muchas otras areas del hipocampo e

isocortex (Lund y Lewis 1993).
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Figura 7. Interneuronas GABAérgicas del hipocampo. Al menos 12 tipos de interneuronas
GABAérgicas divididas en 4 grupos celulares inervan las dendritas de las células piramidales del area
CALl. El somay las dendritas de las interneuronas estan indicadas con el color correspondiente, segin
el grupo celular al que pertenezcan. Str= stratum; lac. Mol.= Lacunosum Moleculare; rad= radiatum;
pir= piramidal; Or= Oriens; PV= Parvalbumina; CCK= colecicstocinina, por sus siglas en inglés.
Tomado y modificado de Klausberger, 2009.

2.4.1 SISTEMA COLINERGICO HIPOCAMPAL

La funcion hipocampal adecuada depende de la neurotransmision colinérgica
aferente, que tiene origen en la banda septo-diagonal medial de Broca en el cerebro
anterior basal (Chung et al. 2016; Frotscher y Léranth 1985). Se ha reportado que
las lesiones selectivas de las neuronas colinérgicas septohipocampales disminuyen
marcadores de actividad colinérgica en el hipocampo (Berger-Sweeney et al. 2001;
Cai, Gibbs, y Johnson 2012). La sefalizacion tanto GABAérgica como
glutamatérgica modula el impacto neto de la acetilcolina en las redes hipocampales
(McQuiston 2014; Yakel 2012).
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En este contexto, hallazgos electrofisiolégicos han indicado la presencia de
receptores nicotinicos en interneuronas hipocampales (Alkondon etal. 1994;
Alkondon y Albuquerque 1993, 2004; Barrantes et al. 1995; Zarei et al. 1999). Las
interneuronas hipocampales reciben una importante inervacion colinérgica
proveniente del complejo de la banda medial septodiagonal del cerebro anterior
basal (Frotscher y Léranth 1985). Los receptores nicotinicos del hipocampo tienen
un papel importante en la regulacion de la actividad de esta area cerebral (Buhlery
Dunwiddie 2001), contribuyendo al establecimiento del marco temporal cooperativo
que provee la base para funciones cognitivas de alto orden (Griguoli y Cherubini
2012; Rezvani y Levin 2001). La activacion de los receptores nicotinicos de
interneuronas GABAérgicas puede mediar las respuestas locales de inhibicién o
desinihibicion (Alkondon et al. 1999; Bell, Bell, y McQuiston 2015; Ji y Dani 2000).
Dichas interneuronas estan implicadas en la generacion y mantenimiento de
estados de actividad ritmica, como el ritmo theta, mismo que se ve afectado tanto
por agentes tanto nicotinicos (Cobb et al. 1999) como muscarinicos (Stewart y Fox
1990).

Las dos subunidades de receptores nicotinicos predominantes en el hipocampo son
las homoméricas a7 y las heteroméricas a432 (Albuquerque et al. 1997; Alkondon
y Albuguerque 2004; McQuiston y Madison 1999). En general, las interneuronas
localizadas en el area CALl, especificamente en el stratum radiatum, stratum oriens
y stratum lacunosum moleculare expresan el subtipo a7, mientras que las
interneuronas del stratum oriens y stratum lacunosum moleculare también expresan
el subtipo o432 (Alkondon y Albuquerque 2004).

2.4.2 ACTIVIDAD SINAPTICA HIPOCAMPAL

En el hipocampo, los receptores nicotinicos a7 que estan expresados en las
terminales GABAérgicas y glutamatérgicas modulan la liberacién tanto de glutamato
como de GABA (Alkondon et al. 1999; Le Magueresse et al. 2006; Le Magueresse
y Cherubini 2007; Miles y Wong 1987). La mayoria de las interneuronas localizadas

en el stratum radiatum hipocampal contienen receptores nicotinicos a7 (Alkondon
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et al. 1999; Frazier et al. 1998; McQuiston y Madison 1999), y la inhibicién de las
células piramidales resulta de la liberacion de GABA mediada por los receptores
nicotinicos a7 y la subsecuente generacion de corrientes inhibitorias en neuronas
piramidales (Fujii et al. 2000; Ji y Dani 2000; Le Magueresse et al. 2006; Mielke
et al. 2011). La activacidon del receptor nicotinico a7 aumenta la frecuencia de las
corrientes postsinapticas inhibitorias en cultivos de neuronas hipocampales (Arnaiz-
Cot et al. 2008), lo cual es concordante con otros estudios que muestran que la
nicotina causa activacion de los receptores nicotinicos a7 en neuronas
GABAérgicas (Maggi et al. 2001). El agonista selectivo del receptor nicotinico a7,
PNU-282987, incrementa la actividad sindptica GABAérgica en rebanadas de
hipocampo (Hajés etal. 2005) por el aumento de la excitabilidad de las
interneuronas (Hurst et al. 2005), y se han observado resultados similares con los
agonistas del receptor nicotinico a7 S24795 (Lagostena et al. 2008) Yy nicotina
(Alkondon et al. 1997). Esto pone en evidencia que los agonistas del receptor a7
tienen un pronunciado efecto en la transmision sinaptica GABAérgica en el
hipocampo (Townsend et al. 2016). En este contexto, existe evidencia de que el
incremento de la plasticidad sinaptica mediado por los receptores nicotinicos a7
depende del incremento de la neurotransmision GABAérgica (Arnaiz-Cot et al.
2008; Townsend et al. 2016). Del mismo modo, la activacion por colina del receptor
nicotinico a7, incrementa la frecuencia de las corrientes postsinapticas inhibitorias
en neuronas hipocampales. Este efecto es blogqueado por bicuculina, que es un
bloqueador del receptor GABAEérgico, pero no por acido quinureico, que actia como
antagonista no competitivo de las corrientes activadas por acetilcolina (Arnaiz-Cot
etal. 2008). Lo anterior sugiere que la colina posee accién selectiva en
interneuronas GABAérgicas (Kawai, Zago, y Berg 2002). El incremento en la
transmision GABAérgica debida a la activacion por colina de los receptores
nicotinicos a7 puede ser bloqgueada de manera reversible por metillicaconitina
(Arnaiz-Cot et al. 2008).
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2.5 FARMACOS ANTIDEPRESIVOS

A pesar de que los antidepresivos han sido utilizados durante décadas, aun se
conoce poco acerca de su mecanismo de accion. El efecto agudo de varias clases
de farmacos antidepresivos consiste en un incremento inmediato de los niveles
extracelulares de monoaminas (Frazer 1997), pero Unicamente su administracion
cronica, desde semanas a meses, produce efectos terapéuticos significativos
(Krishnan y Nestler 2008; Nestler et al. 2002; Skolnick 1999). Dicho efecto
antidepresivo demora en aparecer debido a que requiere normalizacion de la
sensibilidad de los receptores y neuroplasticidad, lo que lleva a la restauracion de
la funcién neuronal (Howard et al. 2012). Sin embargo, menos de un tercio de los
pacientes con depresion responden a la primera terapia prescrita. Algunos
pacientes pueden responder si son cambiados a un antidepresivo diferente o a dosis
mas altas, dando como resultado periodos de tratamiento alin mayores que se
asocian directamente al aumento en los costos de los sistemas de salud (Ampuero
et al. 2015; Bradley y Lenox-Smith 2013; Papakostas, Fava, y Thase 2008)
Dependiendo de su mecanismo de accion y sus caracteristicas estructurales, los
antidepresivos pueden ser clasificados en diversas categorias: Inhibidores de la
enzima monoamino oxidasa, como la fenelzina; inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina, como la fluoxetina y el escitalopram; inhibidores selectivos
de la recaptura de noradrenalina, como la reboxetina; inhibidores duales de la
recaptura de serotonina y noradrenalina, como la venlafaxina; antidepresivos
triciclicos, como la amitriptilina e imipramina; inhibidores del receptor de serotonina
tipo 2, como la trazodona; antagonistas de los receptores a2 adrenérgico y
serotoninérgicos tipo 2 y 3, como la mirtazapina; y antidepresivos naturales, como
la hiperforina, de la cual se desconoce su mecanismo de accion (Ampuero et al.
2015; Arias 2009; Arias, Bhumireddy, y Bouzat 2006).

Diversos estudios han mostrado que los antidepresivos incrementan la produccion
de factores de crecimiento al aumentar la transmision de monoaminas cerebrales,
y de esta manera restauran la neuroplasticidad (Castrén y Rantamaki 2010). Por

ejemplo, el tratamiento crénico con antidepresivos promueve una fuerte activacion
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de la via del adenosin monofosfato ciclico intracelular en neuronas glutamatérgicas
del hipocampo (Marchetti et al. 2010; Mathew, Maniji, y Charney 2008; Menkes et al.
1983). Adicionalmente, incrementan la sefalizacion por neurotrofinas (Duman y
Monteggia 2006; Mathew et al. 2008; Nibuya, Morinobu, y Duman 1995). Del mismo
modo, el tratamiento crénico con imipramina resulta en un incremento en la
densidad de espinas dendriticas en neuronas del area CA1 de hipocampo, asi como
en la cantidad y funcién de los receptores glutamatérgicos AMPA y NMDA (Marchetti
etal. 2010). Por otra parte, se ha reportado que el tratamiento efectivo con
antidepresivos conduce al incremento en los niveles de GABA en la corteza occipital
de pacientes con depresion (Sanacora et al. 2002). Ademas, existen estudios que
muestran que no hay diferencias en las concentraciones de GABA entre los
pacientes deprimidos en remision y los controles sanos en la corteza prefrontal y
occipital (Pehrson y Sanchez 2015). Aunque las acciones de diferentes clases de
antidepresivos se originan en diferentes sitios cerebrales, las diversas rutas
corticales o subcorticales de la accién antidepresiva convergen al nivel de las

sinapsis de serotonina y noradrenalina (Willner et al. 2013).

2.5.1 ANTIDEPRESIVOS E HIPOCAMPO

Los efectos de los antidepresivos son mediados en primera instancia por la
estimulaciéon de las sinapsis serotoninérgicas y noradrenérgicas en el hipocampo,
lo cual incrementa la produccion de neurotrofinas y la neurogénesis (Willner et al.
2013). Respecto a esto, los efectos de antidepresivos se asocian con el incremento
de la neurogénesis hipocampal (Santarelli et al. 2003). Factores relacionados con
el tratamiento de la depresion aumentan la neurogénesis hipocampal (Hill, Sahay, y
Hen 2015), tales como los antidepresivos, terapia electroconvulsiva, (Malberg et al.
2000), estimulacién del nervio vago (Revesz et al. 2008), ejercicio fisico (Fabel y
Kempermann 2008) y enriquecimiento ambiental (Schloesser et al. 2010; Veena
et al. 2009). Se ha encontrado que incrementar la neurogénesis hipocampal es

suficiente para reducir la ansiedad y las conductas tipo depresivas en animales
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adultos tratados de manera crénica con corticosterona (Hill et al. 2015). Del mismo
modo, estudios clinicos han mostrado aumento en la neurogénesis hipocampal tras
la administracion de terapia antidepresiva (Boldrini et al. 2009; Lucassen et al.
2010). Por ejemplo, la fluoxetina puede reclutar nuevas neuronas del hipocampo
para restaurar la funcién del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal, cuya disfuncion es
producida por el estrés cronico (Surget etal. 2011). Se ha encontrado que el
escitalopram puede incrementar la proliferacion celular en el hipocampo de
animales sometidos a estrés cronico (Jayatissa et al. 2006).

El antidepresivo vortioxetina es un antagonista de los receptores serotoninérgicos
5-HTs, 5-HT7 y 5-HTip, agonista parcial del 5-HT1s y agonista del 5-HT1a (Bang-
Andersen et al. 2011; Kugathasan et al. 2017). Estudios de resonancia magnética
funcional indican que este farmaco puede restaurar la sobreactivacion
compensatoria en el hipocampo en pacientes deprimidos, a través del incremento
de la eficiencia neural (Walsh et al. 2007). La vortioxetina ha mostrado incrementar
los niveles de serotonina en mayor medida que los inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina en el hipocampo ventral de rata (Mgrk et al. 2012; Pehrson
et al. 2013). Este mecanismo se cree que se logra reduciendo la liberacion de GABA
y, por ende, reduciendo su efecto inhibitorio en la liberacibn de serotonina
hipocampal (Riga et al. 2014). El tratamiento subcrénico también logré incrementar
los niveles extracelulares de noradrenalina e histamina en el hipocampo ventral, y
produjo un incremento en la proliferacion celular en el giro dentado (Pehrson et al.
2013; Riga et al. 2014). El tratamiento subcrénico combinado de los antidepresivos
rolipram e imipramina produjo un incremento de factores neurotroficos en el
hipocampo. En otra serie de experimentos, mostraron que tanto el tratamiento
agudo como subcrénico con estos antidepresivos incrementa la magnitud de la
potenciacion a largo plazo y la presencia de nuevas espinas dendriticas en

neuronas hipocampales (Marchetti et al. 2010).
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2.5.2 ANTIDEPRESIVOS Y SISTEMA COLINERGICO

El sistema colinérgico ha adquirido gran relevancia para el desarrollo de
medicamentos antidepresivos (Drevets, Zarate, y Furey 2013; Mineur et al. 2016;
Mineur y Picciotto 2010). El bloqueo de los receptores de acetilcolina, tanto
nicotinicos como muscarinicos, puede revertir los efectos tipo depresivos
provocados por el incremento en la sefializacion colinérgica en ratones (Mineur et al.
2013).

Los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina son el tratamiento de
primera eleccién para el trastorno depresivo mayor y la ansiedad (Coplan et al.
2015). El mecanismo de accién mejor caracterizado de estos farmacos se basa en
la inhibicion de la recaptura de serotonina hacia la terminal presinaptica,
incrementando la concentracion de serotonina con los cambios subsecuentes en su
neurotransimision (Elhwuegi 2004; Fitzgerald y Bronstein 2013). Este tipo de
antidepresivos tienen la capacidad de inhibir a los receptores nicotinicos, tanto
musculares como neuronales (Arias et al. 2010; Garcia-Colunga, Awad, y Miledi
1997; Lopez-Valdés y Garcia-Colunga 2001). Su mecanismo mas comun consiste
en la inhibicion no competitiva de la funcién de dichos receptores; la consecuencia
inmediata es una disminucion de la actividad colinérgica (Garcia-Colunga et al.
2016), aminorando el incremento de esta actividad, lo cual es una caracteristica de
la depresion concordante con la hipotesis colinérgica de ese trastorno (Janowsky,
Davis, M. El-Yousef, et al. 1972; Mineur et al. 2013; Risch et al. 1980). La fluoxetina
inhibe todos los subtipos de receptores nicotinicos estudiados a la fecha y es uno
de los antidepresivos de este grupo del que mejor se ha caracterizado su accién en
los receptores nicotinicos (Garcia-Colunga, Targowska-Duda y Arias, 2016).
Diversos estudios han puesto en evidencia que la nicotina y otros agonistas de los
receptores nicotinicos tienen actividad en ensayos conductuales predictivos de
propiedades antidepresivas, incluyendo la prueba de nado forzado (Nowakowska
etal. 2006; Tizabi etal. 1999; Vazquez-Palacios, Bonilla-Jaime, y Velazquez-
Moctezuma 2005), el paradigma de desesperanza aprendida (Ferguson et al. 2000)

y el modelo de depresion por estrés cronico moderado (Andreasen, Henningsen,
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et al. 2011; Pichat et al. 2007). Se ha encontrado ademas que los efectos de dosis
sub-activas del inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina citalopram, se
incrementan hasta ser dosis activas tras la coadministracion de nicotina (Andreasen
y Redrobe 2009), asi como con el agonista selectivo del receptor nicotinico a42
NS3956 o el agonista del receptor nicotinico a7 PNU-282987 (Andreasen, Nielsen,
et al. 2011). La administracion de escopolamina, un antagonista de los receptores
de acetilcolina muscarinicos, en pacientes deprimidos produjo un efecto
antidepresivo y ansiolitico rapido y sostenido (Furey y Drevets 2006). Antagonistas
muscarinicos disminuyen el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado
(Bymaster y Felder 2002), lo que sugiere que tienen efecto tipo antidepresivo. El
blogueo del receptor muscarinico M1 en el nicleo accumbens provocé un efecto tipo
antidepresivo observado en la prueba de nado forzado en ratas (Chau et al. 2001).
El antagonista del receptor muscarinico M2 SCH226206 mostrd actividad tipo
antidepresiva en la misma prueba en ratones, efecto que fue completamente
prevenido en ratones sin la subunidad M2 (Witkin et al. 2014).

La funcién de los receptores nicotinicos puede ser inhibida in vitro por diversos
antidepresivos (Fryer y Lukas 1999; Lopez-Valdés y Garcia-Colunga 2001; Rana
etal. 1993). Por ejemplo, los antidepresivos fluoxetina, sertralina, paroxetina,
nefazodona y venlafaxina han mostrado ser inhibidores funcionales de los
receptores nicotinicos musculares y autonémicos, inhibicion que ha mostrado ser
no competitiva (Fryer y Lukas 1999). El bloqueo del receptor por estos farmacos
ocurre en un sitio externo del receptor nicotinico cuando éste esta inactivo y dentro
del canal cuando se activa el receptor (Lopez-Valdés y Garcia-Colunga 2001).

En el mismo contexto, se ha reportado que la mecamillamina, antagonista no
especifico de los receptores de acetilcolina nicotinicos, puede incrementar el efecto
antidepresivo de la imipramina y del citalopram en la prueba de suspension de cola
(Popik, Kozela, y Krawczyk 2003). La mecamillamina tuvo efecto tipo antidepresivo
en ratones durante la prueba de nado forzado y suspension de cola; dicho efecto
fue revertido en ratones knockout para las subunidades a7 y 2 de los receptores
de acetilcolina nicotinicos, poniendo de manifiesto que dichas subunidades son

necesarias para el efecto tipo antidepresivo de la mecamillamina (Rabenstein,
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Caldarone, y Picciotto 2006). En este sentido, la mecamillamina es capaz de reducir
la frecuencia de las corrientes glutamatérgicas registradas en células del stratum
radiatum de hipocampo (Griguoli y Cherubini 2012).

Los antidepresivos triciclicos han sido ampliamente utilizados para el tratamiento de
la depresion y ansiedad, y han mostrado la capacidad de inhibir a los receptores
nicotinicos (Arias et al. 2010; Gumilar et al. 2003; Lopez-Valdés y Garcia-Colunga
2001). Estudios con el antidepresivo triciclico imipramina mostraron que puede
inhibir al receptor nicotinico a7 en el hipocampo de rata, con relativa baja potencia
y un mecanismo no cooperativo, asi como de manera dependiente de voltaje (Arias
et al. 2018). Existen reportes que indican que este antidepresivo, asi como la
clomipramina, inhiben tanto a los receptores nicotinicos a2B4 como a los
musculares de manera dependiente de voltaje (Lopez-Valdés y Garcia-Colunga
2001; Lopez-Valdés, Garcia-Colunga, y Miledi 2002). Dicha dependencia de voltaje,
asi como estudios de acoplamiento molecular indican que la imipramina interactla
con dos sitios en el receptor nicotinico a7, uno ubicado entre los anillos de serina 'y
leucina, y otro entre los anillos de leucina y valina (Arias et al. 2018).

Una posible implicacién de la inhibicion inducida por imipramina del receptor a7 en
interneuronas de hipocampo, es la disminucién de la liberacion de GABA vy la
consecuente desinhibicion de las neuronas piramidales del area CA1 hipocampal
(Arias et al. 2018). De esta manera, la imipramina podria normalizar los mecanismos
inhibitorios que controlan la actividad de esas interneuronas, mecanismos que
parecen estar dafiados durante la depresion y que son considerados fundamentales
para el mantenimiento de las oscilaciones de los circuitos neuronales (Arias et al.
2018; Chamberland y Topolnik 2012).

El antidepresivo mirtazapina, inhibidor de los receptores de noradrenalina,
serotonina e histamina (Nutt 2002), mostré que puede inhibir a los receptores de
acetilcolina nicotinicos musculares con una ICso cercana a 15 pyM. Del mismo modo,
la mirtazapina inhibié al receptor nicotinico a7 de hipocampo de rata; dicho efecto
inhibitorio mostro ser dependiente del potencial de membrana, lo que indica que
puede interactuar en un sitio alostérico posiblemente localizado en la interfase entre

la membrana y el canal i6nico, o bien dentro del canal (Hernandez-Abrego,
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Véazquez-Gomez, y Garcia-Colunga 2018), lo cual es comun en otras sustancias
gue interactian con los receptores nicotinicos (Barrantes 2004; Hernandez-Abrego
et al. 2018; Lopez, Pérez, y Garcia-Colunga 2015). La interaccion de la mirtazapina
con el receptor nicotinico a7 y con otros subtipos de receptores nicotinicos de
hipocampo podria contribuir a la regulacion de las interneuronas de los circuitos
inhibitorios hipocampales (Griguoli y Cherubini 2012; Hernandez-Abrego et al.
2018).

La ketamina es un agente anestésico cuyos metabolitos han sido investigados para
el tratamiento del dolor agudo y neuropatico, asi como para el tratamiento de la
depresion, y que han sido caracterizados como antagonistas del receptor NMDA
(Hirota y Lambert 2011). Ademas, tanto la ketamina (Yamakura, Chavez-Noriega, y
Harris 2000) como sus metabolitos (Moaddel et al. 2013) pueden inhibir a los
receptores nicotinicos a334, a4f2 (Coates y Flood 2001) y a7 (Moaddel et al. 2013;
Yamakura et al. 2000), lo cual podria formar parte del mecanismo de accién del
farmaco y podria estar implicado en su efecto antidepresivo (Moaddel et al. 2013).

El bupropion es ampliamente utilizado clinicamente para el tratamiento de la
depresion y la adiccion a nicotina (Dhillon, Yang, y Curran 2008; Dwoskin et al.
2006). Es un inhibidor dual de los transportadores de noradrenalina y dopamina
(Stahl et al. 2004), e inhibe también diversos subtipos de receptores nicotinicos de
manera no competitiva (Arias 2009; Garcia-Colunga, Godoy-Garcia, y Vazquez-
GOmez 2011) y ha mostrado tener la capacidad de inhibir a los receptores
nicotinicos a7 a concentraciones clinicamente relevantes (10-20 uM) (Arias 2009;
Vazquez-Gomez et al. 2014), que coincide con la concentracién cerebral alcanzada
de bupropién: aproximadamente 20 uM (Arias 2009; Vazquez-Gémez et al. 2014).

Estudios de acoplamiento molecular sugieren que los enantiomeros del bupropion
se unen en el canal del receptor nicotinico a7, entre los anillos de valina y leucina
del receptor (Vazquez-Gémez et al. 2014), lo cual es concordante con lo observado
en otros subtipos de receptores nicotinicos (Arias 2009; Arias et al. 2006). Por otra
parte, la inhibicion de los receptores nicotinicos por bupropidon en neuronas
GABAérgicas podria disminuir la inhibicion tonica de las neuronas del area ventral

tegmental, aumentando subsecuentemente la liberacion de dopamina, lo que podria
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formar parte de su mecanismo antidepresivo (Arias 2009). En este tema, algunas
neuronas del nucleo dorsal del rafé que proyectan hacia el ndcleo accumbens e
hipocampo contienen receptores nicotinicos funcionales, influyendo en la liberacion
de serotonina (Aznar etal. 2005; Chang etal. 2011). El bupropion puede
incrementar los niveles de dopamina a través de la inhibicion de los receptores
nicotinicos del nucleo dorsal del rafé por la modulacion de la liberacion de serotonina
(Vazquez-Gomez et al. 2014).

Por otra parte, la activacion de los receptores nicotinicos a7 expresados en
interneuronas pueden producir inhibicion o desinhibicion de las neuronas
GABAérgicas piramidales (Ji y Dani 2000). La inhibicion de dichos receptores
inducida por bupropion podria indirectamente desinhibir a las neuronas piramidales,
mecanismo que podria formar parte de su actividad antidepresiva (Vazquez-Gomez
et al. 2014).

El antidepresivo (£) citalopram pertenece al grupo de los inhibidores selectivos de
la recaptura de serotonina (Varia y Rauscher 2002). El (z) citalopram puede inhibir
a los receptores nicotinicos a334, a7, y a4p2, presentando una mayor potencia para
inhibir el primer subtipo de receptor nicotinico (ICso de ~5.1, ~18.8 y ~19.1 uM,
respectivamente) de manera dependiente de voltaje, interactuando con éste en un
sitio de unidn localizado cerca de la porcion media del canal iénico del receptor
(Arias et al. 2019).

2.5.3 ESCITALOPRAM

El antidepresivo escitalopram (Cipralex®, Lexapro®) es uno de los farmacos de
primera eleccion para el tratamiento de la depresion y pertenece a la familia de los
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (Kirino 2012; Xiao-Li et al.
2015). Es el S-enantiomero del farmaco (x) citalopram y el méas selectivo de los
farmacos de esta familia (Wang et al. 2018), y ha mostrado una mayor potencia que
el citalopram en el tratamiento de la depresion y ansiedad (Waugh y Goa 2003) con
eficacia consistente en el tratamiento de pacientes con estos trastornos (Bielski,

Ventura, y Chang 2004; Kennedy, Andersen, y Lam 2006; Lepola, Loft, y Reines
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2003). En comparacion del (+) citalopram, el escitalopram se une alostéricamente
con el transportador encargado de la recaptura de serotonina, lo que aumenta la
afinidad del escitalopram en los sitios de union primarios, resultando en un bloqueo
mas efectivo de la recaptura de serotonina; este mecanismo podria explicar el
aumento en su potencia (Braestrup y Sanchez 2004; Park y Sung 2019).

Este farmaco ha mostrado una efectividad temprana en comparacion con otros
antidepresivos, mostrando sus efectos luego de 7 dias de tratamiento en modelos
animales de depresién (Alboni et al. 2010; Montgomery et al. 2001; Sanchez, Gruca,
y Papp 2003). En metaandlisis recientes, el escitalopram mostrd ser el inhibidor
selectivo de la recaptura de serotonina mas eficaz y mejor tolerado comparado con
nuevas generaciones de antidepresivos (Khoo et al. 2015; Wang et al. 2018).
Recientemente, los usos clinicos de este farmaco se han expandido al tratamiento
del dolor crénico y el desorden afectivo estacional (Park y Sung 2019; Patetsos y
Horjales-Araujo 2016; Thaler et al. 2011), asi como para el trastorno de ansiedad
generalizada, trastorno de ansiedad social, trastorno obsesivo-compulsivo,
trastorno de panico y trastorno disférico premenstrual (Kimura 2012).

La estructura quimica del escitalopram se muestra en la Figura 9. Este farmaco
puede potenciar la transmision de glutamato, mostrando un efecto antidepresivo
mas rapido comparado con otros antidepresivos (Bjorkholm et al. 2017; Park y Sung
2019). El escitalopram puede inhibir directamente los canales de sodio
dependientes de voltaje, asi como al gen relacionado con los canales de potasio
hERG (Chae et al. 2014; Park y Sung 2019; Thériault et al. 2015). El tratamiento
con escitalopram durante siete dias incrementd la expresidon de factores
neurotréficos en la corteza prefrontal de rata (Alboni etal. 2010). Ademas, el
tratamiento cronico con escitalopram puede restaurar la potenciacion a largo plazo
hipocampal en un modelo animal de depresion (Bhagya et al., 2011). De igual
manera, el farmaco mostré6 tener capacidad de restaurar los niveles de
noradrenalina en un modelo animal de depresion. Esto puede deberse a un efecto
directo del escitalopram en el transportador de noradrenalina, o al efecto indirecto a
traveés del aumento de serotonina endogena (Bhagya et al. 2011).
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Un estudio de Park y Sung (2019) puso en evidencia que el escitalopram es un
antagonista no competitivo del receptor de serotonina 5-HTs y que posee
preferencia por la inhibicion del receptor en estado abierto que en estado cerrado.
Ademas, dicha inhibicién fue independiente de voltaje, lo que sugiere que no es
blogueador del poro del receptor. Esto sugiere que el escitalopram interactlia con
un sitio de union alostérico del receptor de serotonina 5-HTs (Park y Sung 2019).
Estudios de acoplamiento molecular del escitalopram con el receptor nicotinico
a3B4 sugieren la presencia de dos sitios luminales para este farmaco, compatible
con un mecanismo de bloqueo del canal ibnico (Arias et al. 2019).
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Figura 8. Estructura quimica del antidepresivo escitalopram. Tomado de Kirino, 2012.

2.5.4 VENLAFAXINA

El antidepresivo venlafaxina (Effexor®) posee una estructura quimica (Figura 10) y
perfil neurofarmacolégico distinto a los antidepresivos tradicionales, como los
triciclicos, inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina e inhibidores de la
monoamino oxidasa. Las caracteristicas neuroquimicas de este antidepresivo
incluyen la inhibicién de la recaptura sinaptosomal de serotonina y noradrenalina,

asi como una débil inhibicion de la recaptura de dopamina in vitro (Fenli et al. 2013).
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Debido a sus propiedades farmacoldgicas Unicas, la venlafaxina ha presentado gran
eficacia clinica que es comparable o superior a los antidepresivos triciclicos e
inhibidores de la recaptura de serotonina (Fenli et al. 2013; Smith et al. 2002). Se
ha reportado que la venlafaxina es eficaz para el tratamiento de la depresién mayor
severa, depresion resistente a tratamiento y remision de los sintomas depresivos.
Ha mostrado eficacia para el tratamiento del trastorno de ansiedad generalizada,
trastorno obsesivo compulsivo y dolor crénico, aunque los reportes de su uso en los
dos ultimos no son contundentes (Gutierrez, Stimmel, y Aiso 2003).

El tratamiento crénico con este antidepresivo aumenta la expresion de factores
neurotroéficos, especificamente en el giro dentado del hipocampo dorsal (Larsen
et al. 2010). Del mismo modo, la venlafaxina estimula la proliferacion celular en el
hipocampo (Khawaja et al. 2004). Ademas, este farmaco tiene la capacidad de
inhibir a los receptores nicotinicos musculares y autondmicos de manera no

competitiva (Fryer y Lukas 1999).
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Figura 9. Estructura quimica del antidepresivo venlafaxina. Tomado y modificado de Sarmiento-
Rubiano y Espinosa- Mejia, 2012.




3. JUSTIFICACION

A la fecha no ha sido estudiado el efecto del antidepresivo escitalopram sobre la
actividad del receptor nicotinico a7 ni sobre la actividad sinaptica del hipocampo. Su
elucidacion podria conducir a una mayor comprensién de los mecanismos
neurobioldgicos implicados en sus efectos farmacolégicos y en la neurobiologia de

la depresion.

4. HIPOTESIS

El antidepresivo escitalopram disminuye la actividad del receptor nicotinico a7 en

interneuronas del stratum radiatum del area CA1 de hipocampo de rata.

5. OBJETIVOS

1. En interneuronas del stratum radiatum del area CA1 de hipocampo estudiar la
actividad del receptor de acetilcolina nicotinico a7 inducida por colina, asi como la
actividad sinaptica y la modificacion de ambas tras la administracion in vitro del
antidepresivo escitalopram.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

En interneuronas del stratum radiatum del area CA1 de hipocampo de ratas macho
de la variedad Sprague Dawley, de 19 a 21 dias de edad:

1. Determinar las propiedades eléctricas (patron de disparo, resistencia, potencial
de membrana en reposo) y el tipo de interneurona, a través de la técnica de fijacion
de corriente. Para determinar el posible tipo de interneurona, se compararan los

resultados obtenidos con los reportados en la literatura.
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2. Estudiar la actividad del receptor de acetilcolina nicotinico a7 inducida por la
aplicacion local de colina y su modificacion tras la aplicacion in vitro de distintas
concentraciones del farmaco escitalopram, obtener su curva dosis-respuesta y el
valor de su ICso, asi como verificar la dependencia de voltaje de sus efectos, a través
de la técnica de fijacion de voltaje.

3. Estudiar la actividad sinaptica de las interneuronas y su modificacion tras la

aplicacion in vitro del farmaco escitalopram.

6. SUJETOS, MATERIALES Y METODOS

6.1 ANIMALES

Fueron utilizadas ratas macho de la variedad Sprague-Dawley de 19-21 dias de
edad, las cuales fueron obtenidas del bioterio de Instituto de Neurobiologia. El
manejo y sacrificio de los animales se llevé a cabo de acuerdo con los
procedimientos aprobados por la Comision de Bioética del Instituto de

Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

6.2 OBTENCION DE REBANADAS DE CEREBRO

Los animales se sometieron a anestesia profunda para su sacrificio, en una camara
especial para este procedimiento. Enseguida del sacrificio de los animales, las
rebanadas de cerebro se obtuvieron a través de un vibratomo marca Leica, a un
grosor de 350 pym y fueron colocadas en fluido cerebroespinal artificial oxigenado,
gue consta de NaCl 130 mM, KCI 3.5 mM, NaHCO3 24 mM, NaH2PO4 1.25 mM,
CaClz2 2.2 mM, D-glucosa 10 mM y 2 mM MgSOQOas, pH 7.4. Una vez obtenidas, las
rebanadas se preincubaron en fluido cerebroespinal artificial oxigenado durante 1 h

a temperatura ambiente y se transfirieron a una camara de grabacién sumergida.
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6.3 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ELECTRICAS DE
INTERNEURONAS DEL STRATUM RADIATUM DEL AREA CAl1 DE
HIPOCAMPO

Para la determinacion de las propiedades eléctricas de las interneuronas, se
realizaron registros electrofisiolégicos de fijacion de membrana en la configuracion
de célula completa, en la modalidad de fijacion de corriente, usando pipetas con una
resistencia de 8-12 MQ, conteniendo éstas solucion intracelular (EGTA 10 mM,
Hepes 10 Mm, MgCl2 1 mM, NaCl 5 mM, KCI 140 Mm, pH 7.2. Se aplicaron 11
pulsos despolarizantes de 200 ms desde -50 pA con incrementos de 0.05 nA. Son
cuantificados los pardmetros electrofisiolégicos de las respuestas de voltaje,
incluyendo el potencial de membrana en reposo (Vm), la resistencia de entrada, el
patrén de disparo, y se obtiene su curva I/V. Estos resultados son comparados con
la literatura con la finalidad de determinar el posible tipo de interneurona a la que

pertenece.

6.4 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR DE ACETILCOLINA
NICOTINICO a7 EN INTERNEURONAS DEL STRATUM RADIATUM DEL AREA
CA1l DE HIPOCAMPO

A través de la técnica de fijacibon de membrana en la configuracion de célula
completa y mediante la modalidad de fijacion de voltaje (-70 mV), son registradas
las respuestas colinérgicas nicotinicas de interneuronas del stratum radiatum del
area CAl de hipocampo. Una vez fijada la interneurona y terminado el protocolo de
fijacion de corriente, mediante una picobomba se realizan aplicaciones locales (5
psi, 500 ms) de colina a una concentracion de 10 mM y a intervalos de 5 minutos
entre cada aplicacion, para aislar las respuestas especificas del receptor nicotinico
a7 y para evitar la desensibilizacion del receptor, respectivamente. Una vez
obtenidas las respuestas controles, observadas mediante una respuesta estable
respecto a su amplitud (pA), se adiciona individualmente a la solucion de bafio de
la cdmara de registro el farmaco escitalopram a distintas concentraciones (0.1, 1,

10, 20, 30, 50, 100 y 200 yM), permitiendo que la solucién de bafio que contiene al
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farmaco esté en contacto con la rebanada de cerebro durante 10 minutos, y
continuando con las aplicaciones de colina a intervalos de 5 minutos. Transcurridos
los 10 minutos de contacto con la solucién que contiene al farmaco, se cambia la
solucién de bafio a aquella que no contiene al farmaco (fluido cerebroespinal
artificial oxigenado estandar), con la finalidad de retirar y lavar el farmaco de la
rebanada de cerebro y estudiar el efecto previo, durante y posterior a la aplicacion
del farmaco, en los receptores de acetilcolina nicotinicos a7. Una vez terminado el
registro, se cambia la rebanada de cerebro para iniciar un registro nuevo.

Asi, se obtuvieron las relaciones lcn + farmaco/ lch para cada concentraciéon. Con la
finalidad de obtener la curva dosis-respuesta, el escitalopram fue aplicado siguiendo
el procedimiento anterior a las distintas concentraciones.

Para la evaluacion de la dependencia de voltaje del efecto de escitalopram, se
modifica el voltaje al cual se fija la interneurona de -70 mV a -50 mV en este caso,
y se repite el procedimiento anterior eligiendo una concentracion de escitalopram

cercana a su ICsg.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados con el paquete de andlisis estadistico del
software OriginPro 8. Todos los datos son presentados como la media + el error
estandar. Las diferencias entre condiciones mdltiples fueron evaluadas usando la
prueba ANOVA de una viay la prueba Tukey como post hoc; la prueba t student fue
realizada para comparaciones entre dos condiciones; y p < 0.05 fue considerado

estadisticamente significativo.
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8. RESULTADOS

8.1 POTENCIAL DE MEMBRANA DE INTERNEURONAS DEL STRATUM
RADIATUM DE HIPOCAMPO

En este trabajo se realizaron registros electrofisiologicos del potencial de membrana
de interneuronas del stratum radiatum de hipocampo de rata en la modalidad de

fijacion de corriente. Esto permitid6 obtener informacion de sus propiedades

intrinsecas, con la finalidad de determinar el posible tipo de interneurona estudiada
(Tabla 1).

Figura 10. Potencial de membrana de una interneurona del stratum radiatum de hipocampo.
Registro representativo de una interneurona en la configuracion de fijacion de corriente. a) Se
muestran 10 respuestas de voltaje en respuesta a una serie de pulsos de corriente (b) (11 pulsos)
hiperpolarizantes y despolarizantes (ver Materiales y Métodos). La linea punteada corresponde a 0
mV, la reobase fue alcanzada en el pulso 9.

El potencial de membrana de las interneuronas fue llevado a -70 mV para la
aplicacion de los pulsos de corriente (ver detalles en Materiales y Métodos). La
Figura 8 muestra los registros de una interneurona cuyo potencial de membrana fue

llevado a -80 mV, que generd potenciales de accion a partir del tercer pulso
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despolarizante y present6 sobretiro, dado que los potenciales de accion rebasaron
los 0 mV. En todos los casos se cuantificaron los potenciales de accion generados
por el ultimo pulso de corriente despolarizante (250 pA). Considerando los pulsos
hiperpolarizantes y despolarizantes, fue construida la curva corriente/voltaje (I-V)
(Figura 9) y calculado el valor de la pendiente, que corresponde a la resistencia de

entrada de la membrana de esta célula, 195 MQ (Widmer et al. 2006).
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Figura 11. Curva |-V de una interneurona del stratum radiatum de hipocampo. Cada punto
corresponde a la respuesta de voltaje (mV) a un pulso de corriente hiperpolarizante y despolarizante
de diferente amplitud (nA), medida al finalizar el pulso.
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Interneuronas de  Asociadas a
Posible tipo de Interneuronas Oriens proyeccion las colaterales
interneurona lacunosum-moleculare retrohipocampal de Schaffer
Potencial de
membrana en -40a-71 -60a-74 -51a-71
reposo (mV)

Patrén de
disparo (PAen |RS (4-12 PA) | FS (>14 PA) | RS FS RS FS

Propiedades 200 ms)

Resistencia de

entrada (MQ) 139 a 381 933 a 1000 225 a461

n 21 2 5 1 15 0

Tabla 1. Propiedades electrofisiolégicas de interneuronas de hipocampo. PA, potenciales de
accion; RS, disparo regular; FS, disparo rapido; n, nimero de células. McQuiston & Madison, 1999;
Thorn et al., 2017; Widmer et al., 2006; MacCaferri & Lacaille, 2003; Klausberger, 2009.

8.2 REGULACION DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR COLINERGICO
NICOTINICO a7 POR ESCITALOPRAM

Una gran cantidad de antidepresivos usados en clinica inhiben a los receptores
nicotinicos de manera no competitiva, probablemente por la interaccion con el canal
i6nico. Los efectos provocados por esta clase de farmacos en los receptores
nicotinicos podrian restaurar el desbalance colinérgico que ocurre durante estados
depresivos (Garcia-Colunga et al. 2016; Janowsky, Davis, M. El-Yousef, et al.
1972).

La actividad eléctrica de los receptores nicotinicos del subtipo a7 del stratum
radiatum del area CA1 hipocampo fue activada por aplicaciones locales de colina
10 mM, resultando en corrientes idnicas entrantes que decaen incluso en presencia
del agonista, debido a la desensibilizacién de los receptores (Lépez et al. 2018).
En este trabajo fue determinado el efecto del antidepresivo escitalopram a diferentes
concentraciones (0.1, 1, 10, 20, 50, 100 y 200 uM), sobre la corriente activada por
colina con la finalidad de obtener diferentes grados de inhibicion de dicha corriente.
La Figura 12 corresponde a un registro representativo del efecto de 20 yM de
escitalopram. La corriente control mostré una amplitud estable, necesaria para

afirmar que la modificacion de la amplitud es efecto del escitalopram, de
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aproximadamente 90 pA para este caso (Figura 12A,B, registro al), dicha corriente
es provocada por la entrada de iones Na* y Ca?*. Subsecuentemente, fue agregado
el escitalopram. La corriente inducida por colina disminuyé su amplitud (Figura
12A,B, registro bl) con respecto a la corriente control; este efecto inhibitorio
continu6 después de retirar el farmaco de la solucion de bafio y se recuperé
parcialmente después de ~35 min (Figura 12A,B, registro c1).

Lo anterior indica que el escitalopram inhibe a los receptores nicotinicos del subtipo
ar.

A a1 Control  pq Escitalopram 20 uM c Rec

s pppe . fwmpp =
’ |

B
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Figura 12. Escitalopram disminuye la corriente activada por colina en interneuronas del
stratum radiatum de hipocampo. Las aplicaciones de colina 10 mM (5 psi, 500 ms) fueron
aplicadas a intervalos de 5 minutos antes, durante y después de la aplicacion del escitalopram en la

solucion de bafio para obtener la amplitud de la corriente activada por colina en funcién del tiempo.

(A) Registros de la lch representativo de una interneurona. La barra de calibracion aplica para todos

los registros. (B) Amplitud de la Ich en funcion del tiempo antes, durante y después de la aplicacion
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de escitalopram, el tiempo de aplicacion de éste se indica por la barra negra. Registro en modalidad
de fijacion de voltaje (-70 mV).

8.3 RELACION lIch+[escitalopram}/ Ich

Los resultados anteriores ponen en evidencia que el escitalopram inhibe a los
receptores nicotinicos a7. Esta inhibicidn mostré ser dependiente de la dosis, lo cual
concuerda con reportes anteriores que sugieren que los inhibidores selectivos de la
recaptura de serotonina inhiben de manera no competitiva este receptor (Fryer y
Lukas 1999; Garcia-Colunga et al. 2016).

Con la finalidad de explorar y comparar los efectos de las diferentes
concentraciones de escitalopram, se obtuvo la relacion de la corriente activada por
colina en presencia de escitalopram y la corriente activada por colina control
(Ich+[escitalopram)/ Ich) para cada concentracion.

Una vez que la corriente activada por colina tuvo una amplitud estable, fue aplicado
el escitalopram a diferentes concentraciones (0.1 a 200 yM) en presencia de colina;
el grado de inhibicion aumenté al incrementar la concentracién del farmaco. En la
Figura 13 se ilustran registros representativos de las concentraciones de 10, 20 y
200 pM de escitalopram. En este caso, el menor grado de inhibicion fue con
escitalopram 10 uM (Figura 13A,B, registro b), mientras que a 200 uM se presenté
inhibicidn total de la corriente activada por colina (Figura 13A,B, registro h).
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Figura 13. Inhibicion de los receptores nicotinicos a7 del stratum radiatum de hipocampo de
rata por escitalopram. Los experimentos se llevaron a cabo segun lo descrito en la seccion de
“Materiales y Métodos”.(A) Registros de la lch representativos de cada concentracion de farmaco.
La barra de calibracion aplica para todos los registros. (B) Amplitud de la Ich en funcién del tiempo
antes, durante y después de la aplicacion de diferentes concentraciones de escitalopram, el tiempo
de aplicacién de éste se indica por la barra negra. Registro en modalidad de fijacion de voltaje (-70

mV) representativo de una interneurona.
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Figura 14. Relacion lch+[escitaioprami / Ich €n interneuronas del stratum radiatum de hipocampo de
rata. La relacién entre la corriente activada por colina en presencia de escitalopram y la lch control
es graficado en funcién de la concentracion de escitalopram. Cada punto se expresa como la media
* el error estandar de n= 5-6 interneuronas. ANOVA de una via y Tukey como post-hoc.

Todas las concentraciones de escitalopram evaluadas inhibieron la corriente
activada por colina; la inhibicion fue mayor al incrementar la concentracion de
escitalopram. El valor calculado de la ICso, que es la concentracion necesaria para
inhibir el 50% de la respuesta maxima, fue de 28.91 + 5.1 y el coeficiente de Hill de
0.9 £ 0.05 (Figura 14).

Los resultados anteriores indican que los receptores de acetilcolina nicotinicos del
subtipo a7 de interneuronas del stratum radiatum del area CA1 de hipocampo de
rata pueden ser modulados por escitalopram.

Con la finalidad de comparar los efectos del antidepresivo venlafaxina, que

pertenece al grupo de los inhibidores duales de la recaptura de serotonina y
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noradrenalina, fue evaluado su efecto en la actividad del receptor nicotinico a7,
aplicando el antidepresivo a concentraciones de 10 y 20 yM (Figura 15).

Estos resultados sugieren que ambos farmacos interaccionan con el receptor
nicotinico a7 con un mecanismo de acciébn comun y afinidad del mismo orden,
puesto que no hubo diferencias significativas entre los farmacos a las

concentraciones evaluadas.
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B8 Venlafaxina
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Figura 15. Comparacién de los efectos de los antidepresivos escitalopram y venlafaxina en
interneuronas del stratum radiatum de hipocampo de rata. La altura de las columnas representa
la relacién de Ich en presencia de los farmacos a las concentraciones indicadas y su lch control. Cada
columna se expresa como la media + el error estdndar de n = 5 interneuronas. *p<0.05, ANOVA de

una via y Tukey como post-hoc.
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8.4 INDEPENDENCIA DE VOLTAJE DE LOS EFECTOS DE ESCITALOPRAM

Para obtener mas informacion acerca de la interaccion de escitalopram con los
receptores nicotinicos a7, se exploroé la posibilidad de que sus efectos dependan del
potencial de membrana. Para ello, la inhibicién de la corriente activada por colina
por 20 uM de escitalopram fue evaluada manteniendo el potencial de membrana de
las interneuronas hipocampales a dos valores (-70 y -50 mV). A -70 mV, la relacién
entre la corriente inducida por colina en presencia de escitalopram y la corriente
control fue de 0.57 + 0.06, mientras que para -50 mV esta relacién fue de 0.60 +
0.03 (Figura 16) para 20 uM de escitalopram.

Estos resultados indican que el efecto del escitalopram es independiente del

potencial de membrana a los voltajes evaluados.
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Figura 16. Dependencia de voltaje de los efectos de escitalopram 20 yM. La altura de las
columnas representa la relaciéon de ICh en presencia de escitalopram 20 uM y su ICh control al
potencial de mantenimiento indicado. A la derecha de cada columna se ilustra un registro
representativo de la ICh control, inhibida y recuperada (trazos superior, medio e inferior
respectivamente) en la misma interneurona. Fueron registradas diferentes células para cada
potencial de mantenimiento. Cada columna se expresa como la media + el error estandar. *p<0.05,
ANOVA de una via y Tukey como post-hoc (-70mV: n=5; -50 mV: n=5).
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8.5 ACOPLE MOLECULAR DE ESCITALOPRAM EN EL CANAL IONICO

Existe evidencia de que diversos antidepresivos inhiben al receptor nicotinico a7,
asi como a otros subtipos de receptores nicotinicos, de manera dependiente de
voltaje (Arias et al. 2018, 2019; Herndndez-Abrego et al. 2018; Lopez-Valdés y
Garcia-Colunga 2001; Lopez-Valdés et al. 2002; Lépez et al. 2015), lo que indica
gue estas sustancias interactuan dentro del canal idnico del receptor.

Por lo tanto, la region donde se realizé el acople molecular del escitalopram con el
receptor a7 fue el espacio que forma el canal para el paso de iones (Na*, K* y Ca?*)
(Fig. 17).

Figura 17. Sitio de interaccion de escitalopram en el canal i6nico del receptor nicotinico a7.
El escitalopram (estructura quimica con atomos de carbono en gris, oxigeno en rojo y nitrégeno en
azul) se acoplé en un sitio en la porcion media del canal idnico que forma el receptor nicotinico a7.
Simulaciones realizadas por el Dr. Jesis Garcia Colunga

En términos generales, el escitalopram interactud con los aminoacidos localizados
en la region central del canal iénico del receptor nicotinico a7 de rata (Ser271,
lle266, Thr267, Leu270, Val274, Leu277, Leu278) (Fig. 18).
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Figura 18. Interaccion del escitalopram con el receptor de acetilcolina nicotinico a7 de rata.
El escitalopram (estructura quimica con &tomos con carbono en verde, oxigeno en rojo y nitrégeno
en azul) formo puentes de hidrégeno con dos oxigenos, uno perteneciente al aminoacido Ser271 y
el otro al Thr267 (lineas punteadas amarillas). Simulaciones realizadas por el Dr. Jesus Garcia
Colunga.

8.6 ACTIVIDAD SINAPTICA

Diversos estudios han puesto en evidencia la influencia que poseen los receptores
nicotinicos a7 en la actividad sinaptica del hipocampo. La mayoria de las
interneuronas localizadas en el stratum radiatum hipocampal contienen receptores
nicotinicos a7, y la inhibicion de las células piramidales resulta de la liberacion de
GABA mediada por estos receptores y la subsecuente generacion de corrientes
inhibitorias en neuronas piramidales (Mielke et al. 2011). Los agonistas a7 tienen
un pronunciado efecto en la transmision sinaptica GABAérgica en el hipocampo. En
este contexto, existe evidencia de que el incremento de la plasticidad sinaptica
mediado por los receptores nicotinicos a7 depende del incremento de la
neurotransmision GABAérgica que es mediada por los receptores GABAa (Arnaiz-
Cot et al. 2008; Townsend et al. 2016).




Para evaluar la posibilidad de que el escitalopram con receptores nicotinicos a7
tenga efectos en la transmision sinaptica que reciben las interneuronas del stratum
radiatum del area CA1 de hipocampo de rata, fue analizada la actividad sinaptica
de las interneuronas y su modificacion tras la aplicacion de escitalopram. La Figura
19 muestra los efectos de escitalopram 20 uM en las corrientes postsinapticas

inhibitorias de una interneurona registrada.

Control

Escitalopram 20 uM

30 pA

10s
Lavado

Figura 19. Efecto del escitalopram en la actividad sinptica. Registro representativo de la
actividad sinaptica de una interneurona del stratum radiatum de hipocampo de rata. Se muestran los
registros control, efecto maximo y lavado del farmaco (trazos superior, medio e inferior,
respectivamente) a 20 uM. En este caso, el escitalopram disminuy6 la frecuencia de las sIPSCs, sin
recuperarse totalmente después de retirarlo.
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De manera interesante, las interneuronas mostraron tendencia tanto al aumento
(Figura 20, n = 1) como a la disminucién (Figuras 21, n = 4) de la frecuencia de las

las sIPSCs luego de la aplicacion de 20 uM de escitalopram.
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Figura 20. Efecto del escitalopram en laamplitud y frecuencia de las sIPSCs, respectivamente.
Se muestra una tendencia a aumentar la frecuencia y amplitud de las las sIPSCs. Cada columna
representa la media + el error estandar para la condicion indicada (n = 1).
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Figura 21. Efecto del escitalopram en laamplitud y frecuencia de las sIPSCs, respectivamente.
Se muestra una tendencia a disminuir la frecuencia y amplitud de las las sIPSCs. Cada columna
representa la media + el error estandar para la condicion indicada (n = 4, ANOVA de una viay Tukey
post hoc).

A pesar de que los cambios en la actividad sinaptica no fueron estadisticamente
significativos, los resultados sugieren que el escitalopram podria tener efecto en la
liberacion de neurotransmisores de la neurona presinaptica que establece sinapsis

con las interneuronas del stratum radiatum del area CA1 de hipocampo de rata.
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9. DISCUSION

En este trabajo se evalud el efecto del antidepresivo escitalopram sobre la corriente
activada por colina y sobre la transmision sinaptica que reciben las interneuronas
del stratum radiatum del drea CAl de hipocampo de rata. Adicionalmente fue
comparado el efecto del escitalopram con el del antidepresivo venlafaxina sobre la
corriente activada por colina, con el cual difiere tanto en estructura quimica como
en mecanismo de accion.

Los registros electrofisiolégicos de la corriente activada por colina sobre las
interneuronas indican que el escitalopram inhibe dicha corriente de manera
dependiente de la concentracion, con una ICso de ~29 uM. Este valor es
concordante con los valores de ICso reportados para otros antidepresivos
estructuralmente diferentes, tales como mirtazapina, bupropion, imipramina,
fluoxetina o venlafaxina, cuyos valores de ICso van de 5.6 a 24 uM, lo que sugiere
un mecanismo de accidon comun y afinidad del mismo orden respecto a los
receptores nicotinicos (Fryer y Lukas 1999; Garcia-Colunga et al. 2011; Herndndez-
Abrego et al. 2018; Lépez-Valdés y Garcia-Colunga 2001; Vazquez-Gémez et al.
2014). Dado que la colina es un agonista especifico para el receptor nicotinico a7,
la corriente activada por colina corresponde a la activacién de este subtipo de
receptor nicotinico (Alkondon et al. 1997). Esto pone en evidencia que al menos una
parte del mecanismo farmacolégico del escitalopram es la inhibicion del receptor
nicotinico a7. Ademas, dado que el coeficiente de Hill fue de ~1, el escitalopram
tiene una interaccion no cooperativa con el receptor.

Existe una gran cantidad de evidencia acerca de la interaccion de los antidepresivos
con los receptores nicotinicos (Garcia-Colunga et al. 2016; Philip et al. 2010). Por
ejemplo, el antidepresivo dual bupropidon mostrd que parte de sus efectos consisten
en la inhibicién de los receptores nicotinicos. Estudios en neuronas del nicleo dorsal
del rafé y la region hipocampal CA1 de rata, pusieron en evidencia que el bupropion,
a una concentracion de 20 yM, inhibe al receptor nicotinico a7 (Vazquez-Gémez
et al. 2014). Esa concentracion de bupropion es clinicamente relevante, dado que

coincide con la concentracién que alcanza ese antidepresivo en el cerebro (Arias
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2009; Vazquez-GOmez et al. 2014) y coincide también con el valor obtenido de ICso
para el escitalopram. La ketamina ha cobrado relevancia por su uso como
antidepresivo de accion rapida (Hirota y Lambert 2011). Sus metabolitos pueden
inhibir potentemente a los receptores nicotinicos a7, con valores de ICso <1 yM, asi
como a los receptores nicotinicos a3p4 con ICso~ 3 a 9 uM (Moaddel et al. 2013) lo
que indica que la inhibicibn de esos receptores por dichos metabolitos puede
participar en los efectos terapéuticos de la ketamina. Aunque el escitalopram mostro
una ICso mayor, la inhibicién de los receptores nicotinicos a7 por los dos farmacos
robustece la posibilidad de que los receptores nicotinicos sean blanco de
antidepresivos estructuralmente diferentes (Moaddel et al. 2013; Vazquez-Gémez
et al. 2014; Zanos et al. 2016). Del mismo modo, diversos reportes han mostrado
que al igual que el escitalopram, los antidepresivos triciclicos pueden inhibir a los
receptores nicotinicos. La imipramina exhibi6é su capacidad de inhibir a los
receptores a7 de hipocampo de rata, con relativa baja potencia (42.2 + 8.5 yM) a
través de un mecanismo no cooperativo (n1 ~ 1.20) y dependiente de voltaje (Arias
et al. 2018). En comparacién con la imipramina, el escitalopram exhibié una mayor
potencia para inhibir a los receptores nicotinicos a7 e independencia de voltaje. Sin
embargo, esto destaca la participacion de los receptores de acetilcolina nicotinicos
a7 en el mecanismo de accién de los antidepresivos, aun teniendo diferentes
estructuras quimicas y perteneciendo a distintos grupos de antidepresivos. En este
contexto, se mostré6 que la mirtazapina, un antidepresivo inhibidor de los
transportadores de noradrenalina, serotonina e histamina (Nutt 2002), a una
concentracion de 10 uM inhibié a los receptores nicotinicos a7 del stratum radiatum
de hipocampo de rata con una ICso cercana a 15 pyM y dicha inhibicion mostré ser
dependiente del potencial de membrana de las neuronas (Hernandez-Abrego et al.
2018). En constaste, el escitalopram mostrdé no ser dependiente del potencial de
membrana y tiene un valor de 1Cso mayor que la mirtazapina (~29 uM), lo que pone
de manifiesto que posee un mecanismo de accion distinto que la mirtazapina
respecto a los receptores nicotinicos a7; sin embargo, dicho receptor participa en el
mecanismo farmacoldgico de los dos antidepresivos. En conjunto, todas estas

evidencias sugieren que los receptores de acetilcolina nicotinicos a7 participan en
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al menos una parte del mecanismo de accion de distintos antidepresivos, entre ellos
el escitalopram, y éstos poseen una afinidad similar respecto a dicho receptor. La
interaccion del escitalopram con este subtipo de receptor nicotinico podria disminuir
la actividad colinérgica que, segun la hipétesis colinérgica adrenérgica, se
encuentra exacerbada en la depresion (Dulawa y Janowsky 2019; Garcia-Colunga
et al. 2016; Janowsky, Davis, M. El-Yousef, et al. 1972; Mineur et al. 2013) y esto
podria formar parte de su mecanismo antidepresivo.

La inhibicién de la corriente provocada por colina en presencia del antidepresivo
escitalopram fue independiente del potencial de membrana, lo cual sugiere que
interactda en un dominio externo del receptor, es decir, no bloguea el canal idnico.
Esto concuerda con lo reportado para el receptor de serotonina 5-HTs, en el que el
escitalopram mostrd independencia de voltaje y sustenta la posibilidad de que
interactle en un sitio alostérico del receptor (Park y Sung 2019). En contraste, los
resultados de acoplamiento molecular indican que el escitalopram interactta con el
receptor nicotinico a3p4 en dos sitios luminales dentro del canal iénico, lo cual es
compatible con un mecanismo de bloqueo del canal ibnico del receptor (Arias et al.
2019). Asi mismo, mostraron que el escitalopram forma tres interacciones estables
con sitios ortostéricos, pero no luminales, del receptor nicotinico a9B10, con un
mecanismo cooperativo entre multiples sitios (Arias et al. 2019). Esto robustece la
posibilidad de que el escitalopram interactie de manera diferente con los distintos
subtipos de receptores nicotinicos, pero que éstos estan implicados en su
mecanismo farmacoldgico y podrian contribuir a su efecto antidepresivo.

El escitalopram inhibi6 a los receptores nicotinicos a7 expresados en interneuronas
GABAérgicas del stratum radiatum del area CA1l de hipocampo, lo que podria
producir inhibicion o desinhibicion de las neuronas piramidales GABAérgicas (Ji y
Dani 2000). Dado lo anterior, el resultado de la inhibicién producida por escitalopram
en ese subtipo de receptor nicotinico podria ser la disminucion de la liberacion de
GABA y la consecuente desinhibicion de las neuronas piramidales del area CA1l
hipocampal (Arias et al. 2018; Vazquez-Goémez et al. 2014). Es probable que el
escitalopram interaccione con otros subtipos de receptores nicotinicos; sin

embargo, la modulacion de la actividad del subtipo a7 de dichos receptores podria
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participar en la regulacion de la actividad inhibitoria de las interneuronas en los
circuitos hipocampales del stratum radiatum (Alkondon y Albuquerque 1993;
Griguoli y Cherubini 2012; Hernandez-Abrego et al. 2018). Del mismo modo, el
escitalopram podria alterar los mecanismos inhibitorios que controlan la actividad
de las interneuronas hipocampales, mecanismos que son considerados
fundamentales para mantener las oscilaciones de los circuitos neuronales y que se
ha reportado se encuentran alterados durante la depresion (Arias etal. 2018;
Chamberland y Topolnik 2012).

Por otro lado, algunas de las proyecciones serotoninérgicas provenientes del nlcleo
dorsal del rafé tienen como blanco neuronas del nldcleo accumbens e hipocampo y
contienen receptores nicotinicos de los subtipos a7 y a4p2 pre y postsinapticos,
influyendo en la liberacion de serotonina (Aznar et al. 2005; Chang et al. 2011). En
este contexto, la inhibicién de los receptores nicotinicos a7 por escitalopram podria
tener como consecuencia dos aspectos importantes: por un lado, podria disminuir
la liberacion de neurotransmisor de la neurona presinaptica, disminuyendo asi la
actividad sinptica que reciben las interneuronas del straum radiatum hipocampal
(Griguoli y Cherubini 2012); por otro lado, la interaccion del escitalopram con los
receptores nicotinicos de las neuronas de las proyecciones serotoninérgicas, es
decir, su inhibicién y la consecuente disminucion de la liberacién de serotonina
podria afectar los niveles de dopamina (Benloucif, Keegan, y Galloway 1993), efecto
que ha sido propuesto para otros antidepresivos, como el bupropién (Vazquez-
Gbomez et al. 2014).

Como se menciond anteriormente (ver seccién 2.4.2, receptor nicotinico a7), el
receptor nicotinico a7 posee propiedades funcionales Unicas, entre las que
destacan su alta permeabilidad al calcio (Corradi y Bouzat 2016; Séguéla et al.
1993), por lo que este receptor participa en procesos que dependan de este ion,
tales como la facilitacién de liberacion de neurotransmisores (Gotti y Clementi 2004).
En este tema, la inhibicion del receptor nicotinico a7 por el escitalopram podria
resultar en la disminucion de liberacion de neurotransmisores procedentes de
procesos dependientes de calcio. En conjunto, todas las observaciones anteriores

podrian explicar, al menos en parte, la disminucion de la actividad sinaptica
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observada tras la aplicacién del escitalopram y este efecto podria formar parte de
Su mecanismo antidepresivo.

Los resultados de los registros electrofisiolégicos realizados con el antidepresivo
venlafaxina pusieron en evidencia que, a las concentraciones evaluadas, inhibe la
corriente activada por colina en la misma medida que el escitalopram. Esto indica
gue una parte de su mecanismo de accion es la inhibicion del receptor nicotinico
a7, al igual que el escitalopram. Este hecho resalta que los receptores nicotinicos,
en particular el receptor nicotinico a7, participa en el mecanismo farmacolégico de
antidepresivos estructuralmente diferentes y con diferentes mecanismos de accion
(Arias 2009; Arias et al. 2010, 2018; Fryer y Lukas 1999; Garcia-Colunga et al. 2016;
Hernandez-Abrego et al. 2018; Maller et al. 2017; Moaddel et al. 2013; Vazquez-
GOmez et al. 2014), y sustenta la posibilidad de que esté implicado en sus efectos
antidepresivos.

10. CONCLUSIONES

El escitalopram inhibe a los receptores de acetilcolina nicotinicos a7 de
interneuronas del stratum radiatum del area CA1 de hipocampo, interactuando en

un dominio externo del receptor.

El escitalopram puede disminuir la transmision sinaptica que reciben las

interneuronas del stratum radiatum del area CA1 de hipocampo.

Los receptores de acetilcolina nicotinicos a7 de interneuronas del stratum radiatum
del area CA1l de hipocampo participan en al menos una parte del mecanismo

farmacoldgico de los antidepresivos escitalopram y venlafaxina.
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