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RESUMEN

Diversas alteraciones del sistema serotoninérgico encefdlico y de la concentracién
plasmatica de cortisol, principal hormona glucocorticoide en humanos, se consideran
relacionadas con estados patoldgicos como la depresidon. Asi, por ejemplo, se ha
planteado una relacién causal entre la reduccién del nivel cerebral de serotonina y dicha
enfermedad. Por otra parte, se ha observado que individuos con enfermedad de Cushing,
caracterizada por incremento del nivel plasmdatico de cortisol, presentan una mayor
incidencia de depresidon y que esta alteracién se resuelve con la correccién del desorden
hormonal; adicionalmente, en pacientes deprimidos se ha encontrado ausencia del patrén
circadico de secrecién de cortisol, presentandose en cambio, concentraciones plasmaticas
relativamente constantes en el transcurso del dia (aplanamiento del nivel plasmatico de
cortisol). En relacién con el sistema serotoninérgico, el Nucleo dorsal del rafe (NDR) ha
recibido particular atencion, toda vez que es el area con mayor cantidad de neuronas
serotoninérgicas del encéfalo y el principal origen de la inervaciéon serotoninérgica de
areas cerebrales involucradas en la determinacidon del estado de animo. La nicotina
mejora el estado de animo en pacientes con depresién mayor y en modelos animales de
depresion, incrementando los niveles cerebrales de serotonina, noradrenalina vy
dopamina. Tales hallazgos enfatizan la necesidad de profundizar en el conocimiento de las
relaciones existentes entre el sistema serotoninérgico, los receptores nicotinicos y la
alteracion del nivel plasmatico de glucocorticoides, a fin de ampliar la comprensién de la
depresidn, entidad de relevante interés médico y social. En este sentido, el presente
trabajo tuvo la finalidad de determinar si el aplanamiento e incremento moderado de los
niveles plasmaticos de glucocorticoides, utilizado en este estudio como modelo de
depresién, modifica los efectos ejercidos por la nicotina sobre las neuronas

serotoninérgicas del NDR.

Los experimentos se realizaron en rebanadas de cerebro de rata mediante registro de la
actividad electrofisiolégica de neuronas serotoninérgicas del NDR, identificadas por
inmunohistoquimica. Las ratas del grupo experimental fueron adrenalectomizadas e
implantadas subcutdaneamente con una capsula de 75 mg de corticosterona (grupo
Adx+CSR), mientras que las ratas del grupo control fueron solamente implantadas con una
capsula de colesterol. En ambos casos, los animales fueron sacrificados 14 dias después
del procedimiento quirdrgico para la obtencion de rebanadas de cerebro y de muestras de
sangre, en las que se midid la concentracién plasmadtica de corticosterona. Dicha

concentracion hormonal se midié, mediante radioinmunoandlisis, en muestras obtenidas



a las 7:00 de la mafiana y 7:00 de la tarde en los animales del grupo control y a las 8:00 de
la mafiana en el grupo Adx+CSR; habiéndose encontrado en los animales del grupo control
niveles circadicos normales, mientras que los animales del grupo Adx+CSR presentaron
niveles 9% superiores al promedio del valor minimo y mdximo del grupo control. Basados
en estudios realizados en modelos experimentales similares, se infiere que dichos valores
fueron constantes durante el dia. Ademas, el peso corporal alcanzado por los animales
Adx+CSR fue significativamente menor que el de los animales control. Estos datos indican
que los valores plasmaticos de corticosterona en el grupo Adx+CSR fueron
moderadamente superiores a los del grupo control. Los registros electrofisiolégicos se
realizaron en fijacion de voltaje y fijacion de corriente, en configuracién de célula
completa (whole cell), con administracion de las drogas en perfusién. En los animales
control la nicotina (1 uM) produjo efectos estimuladores sobre la frecuencia de
potenciales de accidn (frecuencia de disparo) en todas las neuronas serotoninérgicas
estudiadas. Sin embargo, en las ratas del grupo Adx+CSR la nicotina tuvo efectos
inhibidores sobre la frecuencia de disparo en el 78% de las neuronas serotoninérgicas del
NDR. Adicionalmente, la corriente rectificadora entrante generada por la administracién
de nicotina, fue considerablemente mayor en el grupo Adx+CSR que en el grupo control. El
efecto inhibidor de la nicotina en estas células fue dependiente de la liberacion de
serotonina dentro del NDR; ya que el bloqueo de los receptores serotoninérgicos 5-HTa,
con el antagonista selectivo WAY100635 (25nM), contrarrestd el efecto inhibidor de la
nicotina y puso de manifiesto un efecto estimulador. En las neuronas de ratas del grupo
Adx+CSR la serotonina produjo una corriente rectificadora entrante dependiente de
potasio significativamente mayor que en el grupo control, lo que indica que en los
animales implantados con corticosterona la funcién de los autorreceptores 5-HTi4 se
encuentra incrementada. En estas neuronas, el efecto de la nicotina fue mediado
principalmente por los receptores nicotinicos a4f32, toda vez que el antagonista selectivo
de estos receptores, dihidro-B-eritroidina (DHBE, 11uM), bloqued el efecto inhibidor. Estos
datos indican que la exposicién a niveles moderadamente altos y constantes de
glucocorticoides, como los presentados por las ratas en el modelo experimental utilizado,
incrementa la funcién de los autorreceptores serotoninérgicos 5-HT,, lo cual resulta en
disminucion de la excitabilidad de estas neuronas y por consiguiente, disminucién de la
liberacion de serotonina en areas que reciben proyecciones serotoninérgicas del NDR;

condicidn observada en individuos con depresion.



ABSTRACT

Diverse alterations of the brain serotonergic system and plasma concentrations of cortisol,
main glucocorticoid hormone in humans, are considered to be related with pathological
states such as depression. As an example, a causal relationship has been raised between
the reduction of brain serotonin level and such disease. At the same time it has been
observed that individuals with Cushing’s disease, characterized by increased plasma
cortisol levels, have a higher incidence of depression and that this alteration is solved with
the correction of hormonal disorder; additionally, in depressed patients an absence of
circadian pattern of cortisol secretion has been found, plasma levels remain relatively
constant during the day (flattening the plasma level of cortisol). In the serotonergic
system, the Dorsal raphe nucleus (DRN) has received particular attention, since it is the
area with the greatest amount of serotonergic neurons in the brain and the main source
of the innervation serotonergic in brain areas involved in the determination of mood.
Nicotine improves mood in patients with major depression and in animal models of
depression by increasing brain serotonin, norepinephrine and dopamine levels. These
findings emphasize the need to deepen the understanding of the relationships between
the serotonergic system, nicotinic receptors and the alteration of the plasma
glucocorticoid levels, in order to expand the understanding of the depression, a disease of
medical and social matter. The main purpose of this work was to determine if flattening
and moderately increase of plasma glucocorticoid levels, used in this study as a model of

depression, modifies the effects exerted by nicotine on the serotonergic DRN neurons.

The experiments were performed in rat brain slices by electrophysiological activity
registration of serotonergic DRN neurons, identified by immunohistochemistry. The
experimental rats were used on adrenalectomy circumstances and implanted
subcutaneously with a pellet containing 75 mg of corticosterone (Adx+ CSR group),
whereas the rats of the control group were implanted with a pellet of cholesterol. All the
animals were sacrificed 14 days after the surgical procedure to obtain brain slices and
blood samples, in which plasma concentrations of corticosterone were measured. The
hormonal concentration was determined by radioimmunoassay, in samples taken at the
7:00 am and 7:00 pm in animals of the control group and at 8:00 am in the Adx+CSR
group. Normal circadic levels were found in animals of the control group, while animals in
the Adx+CSR group had levels 9% higher than the average of the minimum and maximum
of the control group. Based on studies using similar experimental models, it can be

inferred that these values were constants during the day. Moreover, body weight reached



by Adx+CSR animals was significantly lower than the one in controlled animals. This data
indicates that corticosterone plasma levels of the Adx+CSR group were moderately higher
than those in the control group. Electrophysiological recordings were performed in
voltage and current clamp in whole cell configuration, with administration of drugs in
perfusion. In control animals, nicotine (1 uM) had stimulating effects on the frequency of
action potentials (firing frequency) in all serotonergic neurons studied. However, in rats of
group Adx+CSR nicotine had inhibitory effects on the firing frequency, in 78% of the
serotonergic DRN neurons. Additionally, the inward rectifying current generated by
nicotine administration, was considerably higher in the group Adx+CSR than in the control
group. The inhibitory effect of nicotine in these cells depended on the release of serotonin
within the DRN; since the blockade of the serotonergic receptors 5-HT1,, using selective
antagonist WAY100635 (25nM), countered the inhibitory effect and revealed a stimulating
effect. In neurons of rats in the Adx+CSR group serotonin produced a potassium-
dependent inward rectifying current significantly greater than in the control group; this
indicates that in animals implanted with corticosterone the function of the autoreceptors
5-HT;, is increased. In these neurons, the effect of nicotine was mainly mediated by
nicotinic receptors a4f2, since the selective antagonist of these receptors, dihydro-§3-
erytroidine (DBHE, 1uM), blocked the inhibitory effect. This data indicates that exposure
to moderately high and constant glucocorticoids levels, like those in rats of the
experimental model used, increase the function of the serotonergic autoreceptors 5-HT,,
resulting in decrease in the excitability of these neurons and therefore decrease the
release of serotonin in areas receiving serotonergic projections of DRN, condition

observed in patients with depression.



1. INTRODUCCION

La depresidn se encuentra entre los desérdenes psiquidtricos de mayor prevalencia en el
mundo. De acuerdo con la Organizacion mundial de la salud, esta enfermedad afecta a
mas de 350 millones de personas en el mundo y es una de las principales causas de
discapacidad (Berenzon y col., 2013). En México, datos recientes indican una prevalencia
de depresion de 10.4% en mujeres y del 5.4% en hombres (Rafful y col., 2012), mientras
que en Estados Unidos se reportan valores cercanos al 20% de la poblacién (Kessler y col.,
2005). Las afectaciones de la depresidon son extensas, incluyendo aspectos emocionales,
motivacionales, cognitivos y psicolégicos (Russo y Nestler, 2013); puede generar gran
sufrimiento y alterar actividades laborales, escolares, familiares y en casos extremos,
conducir al suicidio (Mann, 2013). Por tales razones se asocia con importantes costos
personales y sociales (Hamilton y col., 2013) y se ha convertido en un objetivo prioritario

de atencidon en todo el mundo (Berenzon y col., 2013).

A pesar de que se cuenta con vastos conocimientos sobre esta enfermedad, adn
faltan multiples aspectos por esclarecerse (Hamilton y col., 2013; Russo y Nestler, 2013).
Asimismo, no obstante que en la actualidad se dispone de varios tratamientos
antidepresivos, éstos presentan diversas limitaciones, como son: tiempo prolongado de
tratamiento para la manifestacién de mejoria clinica, diversos grados de inefectividad
(Lum y Stahl, 2012), efectos secundarios adversos (Vaswani y col., 2003) y, en algunos
casos, altos costos. Estas situaciones hacen imperioso profundizar en el conocimiento de
la depresidn a fin de disponer de elementos que contribuyan a la identificacién de sus
causas, su fisiopatologia, asi como su adecuada prevencién y tratamiento. En este
contexto se realiza el presente trabajo experimental con la finalidad de contribuir al

conocimiento de tan importante padecimiento.

La investigacidn experimental en este terreno puede tener diversos enfoques;
desde el molecular, pasando por el nivel celular y de redes neuronales, hasta el
conductual, pudiendo cada uno realizar valiosas aportaciones. Este trabajo se enmarca en
el nivel celular, utilizando como base registros electrofisiolégicos que permiten identificar
alteraciones de la excitabilidad neuronal y de la transmisidén sindptica, generadas por
condiciones orgdnicas relacionadas con la depresidn. Para ello se apoya en el uso de un
modelo animal de depresidon que reproduce condiciones caracteristicas de individuos con
esta enfermedad, como es la exposicidon a niveles plasmaticos moderadamente altos y

aplanados de glucocorticoides.



En este sentido, considerando la reconocida relacién de la serotonina y la nicotina
con la depresidn, el trabajo se enfoca a la identificacion de alteraciones causadas por la
corticosterona sobre los efectos de la nicotina en las neuronas serotoninérgicas del

Nucleo dorsal del rafe.

Este trabajo pretende contribuir al conocimiento de las alteraciones sufridas por el
sistema serotoninérgico en condiciones que pueden desencadenar depresién y da pie a
diversas preguntas cuyo abordaje experimental podra seguir aportando a la comprensién

de esta importante enfermedad.



2. ANTECEDENTES

2.1 EL NUCLEO DORSAL DEL RAFE

El nicleo dorsal del rafe (NDR), mostrado en la figura 2.1, se ubica en la linea media del
tallo cerebral entre el mesencéfalo y el puente, por debajo del acueducto cerebral y dorsal
al fasciculo longitudinal medial (Paxinos y Watson, 1982). Este nlcleo contiene el mayor
grupo de neuronas serotoninérgicas del cerebro (Dahlstrom y Fuxe, 1964, Jacobs y
Azmitia, 1992) y es el principal origen de la inervacién serotoninérgica del cerebro anterior
(Monti, 2010, Vertes y Lindley, 2008).

Figura 2.1 Cuerpos celulares serotoninérgicos en los nucleos del rafe del cerebro visualizados mediante
inmunohistoquimica para serotonina. (A) Seccion transversal del cerebro medio de la rata. Los grupos de
somas celulares serotoninérgicos mostrados dan lugar a extensas proyecciones serotoninérgicas a la corteza
cerebral y estructuras del cerebro anterior. (B) Imagen de alta resolucion mostrando cuerpos celulares
serotoninérgicos en los nucleos dorsal (NDR) y mediano del rafe (NMR). EI NDR se encuentra en la materia
gris debajo del acueducto cerebral; en el plano transversal se subdividide en un pequefio grupo
dorsomedial, localizado debajo del acueducto, un grupo ventromedial, ubicado arriba del fasciculo
longitudinal medial (FLM); y grandes grupos celulares bilaterales. El NMR se ubica en el centro del cerebro
medio por debajo del FLM. D, NDR; M, NMR; A, acueducto. (Tomado de: Hensler, 2006).



El NDR posee neuronas serotoninérgicas, GABAérgicas, dopaminérgicas,
glutamatérgicas, entre otras; las primeras constituyen aproximadamente un tercio de la
poblacion neuronal total (Descarries y col, 1982), mientras que las neuronas GABAérgicas
representan aproximadamente una novena parte (Belin y col, 1983). El nimero total de
neuronas serotoninérgicas del NDR en ratas es de aproximadamente 11500, mientras que
las neuronas no serotoninérgicas, correspondientes a varias subpoblaciones, representan

aproximadamente 23000 células (Descarries y col., 1982).

El NDR esta involucrado en multiples procesos fisioldgicos como el ciclo suefio-
vigilia, la actividad locomotora, el dolor, la ingestién de alimento, la atenciéon, la memoria,
la agresividad y el estado de animo (Hensler, 2006). Asimismo, este nucleo se considera
involucrado en procesos patolégicos como alteraciones del comportamiento relacionadas

con el estrés crénico, la ansiedad y la depresién (Mann y col., 2006).

2.1.1 Aferencias del NDR

El NDR recibe multiples aferencias (Peyron y col., 1998) que regulan su actividad y que
explican, junto con sus abundantes proyecciones, la diversidad de procesos fisioldgicos en
los que se encuentra involucrado. Recibe aferencias glutamatérgicas principalmente de la
corteza prefrontal medial (Soiza-Reilly y col., 2011), los nucleos hipotalamicos prefornical,
lateral y arcuato y los nucleos parabraquiales lateral y medial y el nucleo laterodorsal
tegmental. Ademas, recibe una pequeiia cantidad de este tipo de aferencias, de la
amigdala, el nucleo hipotaldmico paraventricular, la habénula lateral, el nucleo
paragigantocelular, el nucleo hipoglosal prepdsito y el nucleo trigeminal espinal (Lee y
col., 2003). De la regiéon del tallo cerebral, el NDR recibe aferencias noradrenérgicas del
locus coeruleus, el nicleo del tracto solitario y la regidén caudoventrolateral de la médula
(Peyron y col., 1996); ademas de esta misma region recibe aferencias adrenérgicas de la
médula dorsomedial y del nucleo paragigantocellular (Peyron y col., 1996). De los nucleos
laterodorsal y peduinculopontino tegmentales llegan aferencias colinérgicas (Monti, 2010),

las cuales estdn involucradas en la regulacién del suefio y la vigilia.

Por otra parte este nucleo recibe aferencias GABAérgicas de las siguientes
estructuras: drea hipotaldmica lateral, area predptica lateral, area hipotalamica posterior,
substantia nigra reticular, drea tegmental ventral, materia gris periacueductal pontina
ventral (incluyendo el NDR mismo) y nucleo reticular pontino oral rostral. Una cantidad
moderada de aferencias GABAérgicas tienen su origen en los nucleos: palido ventral,

predptico medial, parabraquial lateral y paragigantocellular dorsal. Ademas, en pequeiia
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cantidad llegan este tipo de aferencias del nucleo predptico magnocelular, el nucleo
hipotalamico paraventricular, la habénula lateral, el nucleo tuberomamilar, el nucleo rafe
magno y el nucleo gigantocelular (Gervasoni y col., 2000). Aferencias dopaminérgicas
llegan al NDR del area tegmental ventral (Kalén, 1988). Ademas recibe aferencias que
contienen Sustancia P provenientes de la habénula lateral (Neckers y col., 1979, Vincent,
1980). Por otra parte, el NDR presenta una prominente entrada serotoninérgica derivada
de neuronas del mismo nucleo, a través de conexiones intrinsecas y del ndcleo mediano
del rafe (Mosko y col., 1977). Adicionalmente, dentro del NDR existe una considerable

liberacion de serotonina de origen somato-dendritico (Adell y col., 1993).

2.1.2 Proyecciones del NDR

El NDR emite multiples proyecciones serotoninérgicas a diversas dreas encefalicas como
las siguientes: cuerpo estriado (Steinbusch y col., 1981), substancia nigra (Wirtshafter y
col., 1987; Imai y col.,, 1986), drea tegmental ventral (Van Bockstaele y col., 1994),
habénula (Moore y col., 1978), hipocampo (Azmitia, 1981), amigdala, corteza piriforme y
parieto-temporal, tdlamo, hipotdlamo, nucleo accumbens y septum (Azmitia y Segal
1978). En la substancia nigra la serotonina ejerce principalmente efectos inhibidores sobre
las neuronas dopaminérgicas, en neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral
ejerce principalmente efectos excitadores (Gervais y Rouillard, 2000). Las proyecciones
serotoninérgicas al nucleo accumbens estimulan la liberacion de dopamina (De
Deurwaerdere y col., 1998); mientras que neuronas serotoninérgicas que proyectan al
hipocampo ejercen efectos inhibidores (Segal, 1975); de manera opuesta, a nivel del

cuerpo estriado, la serotonina ejerce efectos excitadores (Park y col., 1982).

En la regidn pedunculopontina tegmental las proyecciones serotoninérgicas del
NDR establecen sinapsis con neuronas colinérgicas y no colinérgicas (Steininger y col.,
1997). También se envian proyecciones serotoninérgicas a segmentos superiores de la
médula toracica las cuales pueden estar involucradas en la analgesia provocada por

estimulacion de este nucleo (Kazakov y col., 1992).

Adicionalmente, la serotonina producida en el NDR actla sobre neuronas
serotoninérgicas del mismo nucleo, donde ejerce efectos inhibidores mediante Ila

estimulacion de autorreceptores somatodendriticos (Sprouse y Aghajanian, 1987).

Ademas de proyecciones serotoninérgicas el NDR envia neuronas de cardcter
quimico distinto, asi el ndcleo accumbens recibe una cantidad considerable de aferencias

dopaminérgicas provenientes de este nucleo; este mismo tipo de proyecciones son



enviadas, aunque en menor cantidad, al septo lateral, la corteza prefrontal medial y el
estriado dorsal (Stratford y Wirsthafer, 1990). Proyecciones no-serotoninérgicas llegan a la
amigdala, el nucleo septal lateral, el nlucelo septo hipocampal (Halberstadt, 2008) y el
nucleo vestibular (Halberstadt, 2006), mientras que al complejo sensorial trigeminal se
emiten proyecciones que pueden estar involucradas en la analgesia resultante de la
estimulacion del NDR (Liy col., 1993).

Proyecciones peptidérgicas, con origen en este nucleo, son enviadas a diversas
areas cerebrales; el lecho de la estria terminal recibe proyecciones inmunorreactivas al
péptido intestinal vasoactivo (Petit y coll, 1995), el talamo medial recibe neuronas
productoras de galanina y colecistocinina; el talamo lateral proyecciones de neuronas
productoras de substancia P, neuropéptido Y, neurotensina, galanina, péptido relacionado
con el gen de calcitonina y colecistocinina y la zona incerta recibe principalmente

proyecciones de neuronas productoras de galanina y colecistocinina (Lechner y col., 1993).

La principal fuente de serotonina en areas que se consideran implicadas en la
depresion son las neuronas serotoninérgicas del NDR, el cual emite proyecciones al
hipocampo, el septum (Azmitia, 1981; Penington y Reiffenstein, 1986), la corteza frontal
(O'Hearn y Molliver, 1994), el area tegmental ventral, el nlcleo accumbens y la amigdala
(Wang y Aghajanian,1977; Ma y col., 1991).

2.2 LA SEROTONINA

2.2.1 Sintesis de la serotonina

La serotonina, también denominada 5-hidroxitriptamina (5-HT), es un indol sintetizado a
partir del L-triptéfano. Para su sintesis se requiere de la enzima hidroxilasa de triptéfano,
qgue transforma el triptéfano en 5-hidroxitriptéfano, el cual, por accion de Ia
descarboxilasa de aminodcidos aromaticos, es convertido en 5-hidroxitriptamina (Boadle-
Biber, 1993; Hensler, 2006).
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2.2.2 Almacenamiento de la serotonina

Las células serotoninérgicas almacenan 5-HT en vesiculas membranales que presentan
algunas similitudes con las vesiculas donde se almacenan las catecolaminas, por ejemplo,
el transporte de las moléculas neurotransmisoras al interior de las mismas es inhibido por
la reserpina, la cual interfiere con la funcidn del transportador localizado en la membrana
vesicular. Por tal razén, la administracién de reserpina puede agotar el almacenamiento
de estos neurotransmisores en el cerebro. El almacenamiento de la serotonina involucra
la participacion de una ATPasa de hidrogeniones que genera un gradiente electroquimico

que favorece la entrada de 5-HT a las vesiculas (Hensler, 2006).

2.2.3 Secrecion de la serotonina

La 5-HT es secretada al espacio extracelular mediante exocitosis dependiente de calcio; el
incremento citoplasmatico de este ion, sea o no acompafiado de despolarizaciéon de la
célula, favorece la fusiéon de la membrana vesicular a la membrana plasmatica, lo que
provoca la exocitosis (Hensler, 2006). Por tal razén, el disparo de las neuronas
serotoninérgicas afecta la secrecion de 5-HT, de tal manera que, el aumento de la
frecuencia de disparo, incrementa la secrecion de este neurotransmisor y viceversa
(Boadle-Biber, 1993). Asi, la 5-HT y otros agonistas de los autorreceptores
somatodendriticos 5-HT;s, que disminuyen la frecuencia de disparo de las neuronas
serotoninérgicas, disminuyen la secrecion de este neurotransmisor (Sprouse y Aghajanian,
1987).

2.2.4 Recaptura de la serotonina

Una vez liberada al espacio sinaptico, la 5-HT es recapturada a las terminales sindpticas
por una proteina membranal especifica, el transportador de serotonina (SERT, de:
serotonin transporter). La actividad de este transportador es dependiente del Na* y CI’
extracelulares y de ATP, si bien, al parecer, la energia no es directamente utilizada por
esta proteina, sino que es necesaria para el mantenimiento del gradiente transmembranal
de Na*, requerido para el transporte de este neurotransmisor (Zahniser y Doolen, 2001).
Presuntamente el SERT presenta 12 dominios transmembranales, con las terminales
amino y carboxilo ubicadas intracelularmente y un gran lazo extracelular que contiene

sitios de glucosilacidn entre los dominios transmembranales 3 y 4.
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El SERT presenta una homologia absoluta de cerca del 50% con los transportadores
de noradrenalina (NET, de: norepinephrine transporter) y dopamina (DAT, de: dopamine
transporter) y hay evidencias de una falta de selectividad estricta de sustrato entre estos
transportadores, particularmente en situaciones en las que la funcién de un transportador
estd comprometida (Hensler, 2006). No obstante hay diversos farmacos que muestran
gran selectividad por algunos de estos transportadores. Asi, por ejemplo, la reboxetina
inhibe la actividad del NET y por tanto, la recaptura de noradrenalina, con una potencia
150 veces mayor que con la que inhibe al SERT. Por su parte la fluoxetina, sertralina y
paroxetina, inhibidores selectivos del SERT, presentan una potencia entre 25 y 100 veces
mayor para inhibir la recaptura de 5-HT que la de noradrenalina. Sin embargo, hay
inhibidores no selectivos, como la cocaina, que inhiben la recaptura de los tres
neurotransmisores. Otros compuestos que inhiben la recaptura de noradrenalina y
serotonina con diversos grados de potencia son algunos antidepresivos triciclicos, como la
imipramina y amitriptilina, los cuales son potentes inhibidores de la recaptura de ambos
neurotransmisores y la desipramina, la cual inhibe con mucha mayor potencia la recaptura

de noradrenalina que la de serotonina (Hensler, 2006).

2.2.5 Degradacion de la serotonina

La degradacion de la 5-HT involucra la accién de la enzima monoaminoxidasa (MAOQ), que
da lugar a la formacidn del 5-hidroxi-indolacetaldehido, el cual, es oxidado, por una
aldehido deshidrogenasa dependiente de NAD*, dando como consecuencia la formacién
del 4cido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) (Hensler, 2006, Wang y col., 2013). En el cerebro
de ratas y humanos se han identificado dos isoformas de la MAO, el tipo A y tipo B; estas
enzimas son flavo-proteinas de la membrana externa de las mitocondrias y se encuentran
presentes en neuronas, células gliales y otros tipos celulares. La actividad de la MAO
puede ser inhibida selectivamente por diversos farmacos; el tipo A es inhibido por la
clorgilina y moclobemida, mientras que el deprenil inhibe el tipo B (Wang y col., 2013).
Diversos estudios han puesto de manifiesto que la serotonina es metabolizada
preferentemente por la MAO A (Wang y col., 2013), asi el tratamiento de ratas con
clorgilina, incrementa el contenido cerebral de serotonina y reduce la formacién del 5-
HIAA en el cerebro. Adicionalmente, en estudios realizados en ratones genéticamente
modificados, se observd que los animales que no expresan MAO B no presentan
alteracion del metabolismo cerebral de la 5-HT, mientras que, en ausencia de MAO A, el
metabolismo cerebral de la 5-HT se redujo significativamente durante algunos dias,

alcanzando valores comparables a los normales después de algunos meses, lo que
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refuerza que la MAO A es el principal tipo involucrado en el metabolismo de 5-HT e indica
que en caso de ausencia prolongada de accién de MAO A, la MAO B puede metabolizar la
5-HT (Shih y col., 1999).

En diversos estudios que incluyen técnicas histoquimicas, inmunohistoquimicas, de
hibridizacién in situ y autorradiografia, se ha encontrado que en el cerebro de rata hay
mayor cantidad del tipo A de la MAO que del tipo B; mientras que el cerebro de humanos
contiene mas MAO B que MAO A (Hensler, 2006). De particular relevancia es que las
neuronas serotoninérgicas del NDR, contienen predominantemente MAO B (Jahng y col.,
1997; Westlund y col., 1988; Saura y col., 1996) en lugar del tipo A, que es el que
preferentemente metaboliza la 5-HT. Al respecto se ha planteado la hipdtesis de que la
presencia de MAO B favorece la degradacion de neurotransmisores como la dopamina,
previniendo su acumulacion en estas células, la cual podria interferir el almacenamiento,

liberacion y recaptura de la 5-HT (Hensler, 2006).

2.3 LOS RECEPTORES SEROTONINERGICOS

Los receptores serotoninérgicos se distribuyen ampliamente en el encéfalo y tejidos
periféricos, para su denominacion se utiliza la abreviatura 5-HT y a continuacion la familia
y el subtipo de receptor. Actualmente se reconocen siete familias, de la 5-HT; a 5-HT5, con
varios subtipos, habiéndose identificado y clonado, por lo menos, 20 tipos de receptores
serotoninérgicos (Pytliak y col, 2011). La agrupacién en dichas familias obedece al origen
genético, la homologia en la secuencia de aminodcidos y las cascadas intracelulares de

sefializacion que afectan (Hoyer y col., 2002).

Los receptores 5-HT estdn acoplados a proteinas G (salvo los miembros de la
familia 5-HT3) y sus vias de sefalizacién incluyen al monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc), el trifosfato de inositol (IP3) y el diacilglicerol (DAG). Los miembros de las familias
5-HT; y 5-HTs estan acoplados a proteinas Gi/Go y su estimulacion provoca inhibicién de la
adenilciclasa y como consecuencia, disminucién de la concentracién intracelular de AMPc,
con efectos inhibidores sobre la actividad celular. Los miembros de la familia 5-HT, estan
acoplados a una proteina Gq y su activacion resulta en incremento de las concentraciones
intracelulares de IP; y DAG lo que deriva en acciones de caracter excitatorio. Por otra
parte, los miembros de las familias 5-HT,4, 5-HTg y 5-HT estan acoplados a proteinas Gs y
su estimulacién provoca activaciéon de la adenilciclasa y el subsecuente incremento de la

concentracion intracelular de AMPc, lo que determina acciones excitatorias sobre la
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actividad celular. Por ultimo, los subtipos de la familia 5-HT3; son canales de cationes
dependientes de ligando cuya estimulacién favorece su apertura y la despolarizacion de la
membrana celular (Hoyer y col., 1994; Raymond vy col., 2001; Hannon y Hoyer, 2002).

2.3.1 Receptores 5-HT,

Los receptores 5-HT; comprenden 5 subtipos, 5-HT14, 5-HT1s, 5-HT1p, 5-HT1e y 5-HT4r. No
hay receptores 5-HT;c debido a que los receptores inicialmente asi nombrados han sido
reclasificados como receptores 5-HT,c, ya que su estructura y mecanismo de transduccién

intracelular son similares a los de la familia 5-HT, (Pytliak y col, 2011).

El subtipo 5-HTia es el mas ampliamente distribuido, estd presente en alta
densidad en la corteza cerebral, hipocampo, septum, amigdala y nucleos del rafe y en
menor cantidad, en los ganglios basales y el tdlamo (el Mestikawy y col., 1991). Diversos
estudios avalan su participacion en la regulacién de la secrecion de ACTH, la ingestion de
alimento, el comportamiento sexual, la termorregulacién, funciones cognitivas y en
alteraciones como la ansiedad y la depresién (Wang y col., 2009, Hensler, 2006). En areas
de proyeccion estos receptores se localizan postsindpticamente, mientras que en los
nucleos del rafe funcionan como autorreceptores, localizados, en alta densidad, en el
soma y dendritas de las neuronas serotoninérgicas. En areas de proyecciéon, como el
hipocampo, los receptores 5-HT;a estan acoplados a una proteina Gjj, y su estimulacion
provoca inhibicion de la adenilciclasa y apertura del canal para potasio rectificador
entrante (GIRK), lo que resulta en hiperpolarizacién e inhibicion de la descarga neuronal.
De manera similar, la estimulacion de los autorreceptores 5-HTi5 en el NDR provoca
apertura de canales GIRK, hiperpolarizacion e inhibicién del disparo neuronal (Aghajanian
y Sanders-Bush, 2002), sin embargo, en este caso, tales efectos parecen no depender de la
inhibicién de la adenilciclasa (Clarke y col., 1996). Debido a su influencia sobre el disparo
neuronal, estos autorreceptores tienen un importante papel modulador de la actividad
serotoninérgica y por lo tanto, de la liberacién de serotonina en dareas de proyeccién
(Hervas y Artigas, 1998).

La sensibilidad y funcién de los autorreceptores 5-HT14 disminuye después de la
administracién crénica de diversos antidepresivos y agonistas de este receptor (Blier y
col., 1990, Blier y de Montigny, 1994), lo que resulta de gran interés clinico en relacién con
patologias como la ansiedad y la depresidn. Adicionalmente los agonistas 5-HT14 son de

interés en el tratamiento de la esquizofrenia, la impulsividad y la agresién (Hensler, 2006).
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Los receptores 5-HTyg, localizados principalmente en terminales axdnicas, inducen
inhibicién presindptica y efectos sobre el comportamiento; se encuentran en altas
concentraciones en los ganglios basales, el estriado y la corteza frontal, en ésta ultima su
estimulacion inhibe la liberacion de dopamina, mientras que en el estriado y los ganglios
basales, donde actian como autorreceptores, inhiben la liberacidon de serotonina. Como
heterorreceptores controlan la secrecion de neurotransmisores como acetilcolina,
glutamato, dopamina, noradrenalina y GABA. En cepas de ratones que carecen de este
receptor se ha observado agresién incrementada y alta preferencia por la ingestion de
alcohol (Groenink y col., 2006). Por otra parte, ciertos agonistas no selectivos de los
receptores 5-HTip1p han mostrado propiedades terapéuticas en el tratamiento de la

migraia.

Los receptores 5-HTip exhiben una homologia estructural del 63% con los
receptores 5-HT;g y se expresan en menor cantidad que estos ultimos. El receptor 5-HTyp
actua como autorreceptor en el NDR pero también se ha encontrado en el corazén, donde
modula la liberacion de serotonina (Pular y Col.,, 2007). Estos receptores se han
encontrado involucrados en la locomociéon y la ansiedad. Aunque su significado clinico
permanece aun desconocido se especula que pueden estar involucrados en la ansiedad,

depresion y otros desérdenes neuropsiquidtricos (Pytliak y col., 2011).

La funcion del receptor 5-HTye se desconoce debido a la falta de herramientas
farmacoldgicas selectivas, sin embargo, debido a su alta abundancia en la corteza frontal,
hipocampo y bulbo olfatorio, se ha hipotetizado que estan involucrados en la regulacién

de la memoria en humanos (Shimron-Abarbanell y col., 1995).

El receptor 5-HT;; presenta gran homologia con el receptor 5-HTq¢. En la rata, el
receptor 5-HTf se ha localizado en la corteza cerebral, bulbo olfatorio, nicleo accumbens,
putamen, nucleo parafascicular del talamo, nicleo mamilar medial, hipocampo, amigdala
(Lucaites y col., 2005) y el ganglio del nervio trigémino (Ma, 2001; Classey y col., 2010); en
cerdos se ha identificado en ciertas areas corticales, el hipocampo, el claustro y el ganglio
del nervio trigémino (Bhalla y col., 2002). Su ubicacion en esta ultima estructura se ha
relacionado con la eficacia de agonistas 5-HTi en el tratamiento de la migrafia en
humanos (Classey y col., 2010; Ferrari y col., 2010; Olesen, 2010). También se han
localizado en el Utero y arterias coronarias por lo que se ha sugerido un posible papel en la

contraccion del musculo liso vascular (Nilsson y col., 1999).
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2.3.2 Receptores 5-HT,

Los receptores 5-HT, comprenden tres subtipos 5-HT,s, 5-HT,s y 5-HTyc, los cuales
muestran una homologia estructural del 45-50%; se encuentran preferentemente
acoplados a una proteina Gg/11 Y su estimulacién resulta en incremento del DAG, IP; y de
la concentracién intracelular de Ca™. Aunque son los principales receptores
serotoninérgicos excitadores, el receptor 5-HT,, puede también tener un efecto inhibidor
en ciertas areas cerebrales, como la corteza visual y la corteza orbitofrontal (Hannon and
Hoyer, 2002). Se piensa que estos receptores estan involucrados en los efectos

alucindgenos de agonistas serotoninérgicos como el LSD (Hensler, 2006).

Los receptores 5-HT,an se expresan en el sistema nervioso central (SNC) y en
muchos tejidos periféricos, median la respuesta contractii en el musculo liso e
incrementan la agregacion plaquetaria y la permeabilidad capilar. En el SNC estan
presentes en la corteza, el claustro y los ganglios basales; su activacién provoca
estimulacion de la secrecién de ACTH, corticosterona, oxitocina, renina y prolactina
(Bortolozzi y col.,, 2005; Feng y col., 2001). Se consideran involucrados en el
comportamiento motor (Bishop y col., 2004) e impulsivo (Nomura y Nomura, 2006) y
algunos antagonistas de estos receptores son usados para el tratamiento de Ia
esquizofrenia (Kim y col., 2009) y la depresién (Marek y col., 2003; Berg y col., 2008).

El subtipo 5-HT, se ha detectado en el cerebelo, septum lateral, hipotalamo y la
parte medial de la amigdala (Cox y Cohen, 1995; Schmuck y col., 1994). En ratas se le han
identificado efectos ansioliticos (Kennett y col., 1998). Estdn involucrados en la
contraccion del musculo liso del fondo del estdmago y también median la relajacién
dependiente del endotelio en ratas y la contraccién del musculo longitudinal del intestino
en humanos (Ellis y col., 1995; Borman y col., 2002). En fibroblastos de ratén tiene efectos
mitogénicos a través de la activacién de MAP cinasas (Nebigil y col., 2000). Algunos
antagonistas de estos receptores tienen aplicaciones clinicas en el tratamiento de Ia
migrafia (Kennet y col., 1994). Al parecer este subtipo de receptor se expresa en valvulas
cardiacas y parecen ser responsables de valvulopatias identificadas en pacientes tratados
con preparaciones para reducir el apetito que contienen fenfluramina (Berger y col., 2009;
Bhattacharyya y col., 2009).

Los receptores 5-HT,c estan presentes en las células epiteliales del plexo coroideo
y se ha propuesto que su estimulacién podria regular la composicion del liquido
cerebroespinal. También se han localizado, aunque en concentraciones mucho mas bajas,

en areas del sistema limbico como el hipotalamo, hipocampo, septum y neocorteza y en
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areas asociadas con el comportamiento motor como la sustancia nigra y el globo palido.
Parecen estar involucrados en la regulacion del apetito, el estado de animo, el
comportamiento afectivo y la memoria (Jensen y col., 2010), por lo que la modulacién de
estos receptores ha adquirido gran interés en el tratamiento de patologias como la
depresion (Goodwin y col., 2009), ansiedad (Buhot, 1997), esquizofrenia y la obesidad
(Jensen y col., 2010).

2.3.3 Receptores 5-HT;

Los receptores 5-HT3 son canales idnicos constituidos por cinco subunidades, dispuestas
alrededor de un poro central permeable a iones sodio, potasio y calcio; su estimulacién
favorece la apertura del canal lo que genera una corriente idnica que despolariza la
membrana y por tanto, incrementa la excitabilidad neuronal. Se encuentran en neuronas
centrales y periféricas; se ubican a nivel presinaptico en las terminaciones nerviosas,
donde median o modulan la liberaciéon de neurotransmisores. Se ha confirmado la
efectividad clinica de algunos antagonistas de estos receptores en el tratamiento de la
nausea y el vémito inducida por quimioterapia y radioterapia (Gyermek 1995). Ademas
diversos datos confirman su efectividad en el tratamiento de la migrafia o del dolor
asociado a la migraifa. También se ha sugerido que los antagonistas 5-HT3; pueden
incrementar la memoria y ser benéficos en el tratamiento de la ansiedad, depresién, dolor
y demencia (Thompson y Lummis, 2007). Asimismo, los antagonistas 5-HT3 han mostrado
cierta eficacia para reducir la ingestion de morfina (Hui y col., 1993) y alcohol, en este
ultimo caso, posiblemente mediante alteracion de la modulacién de la liberacion de
dopamina (Thompson y Lummis, 2007; Machu, 2011).

2.3.4 Receptores 5-HT,

De los receptores 5-HT, se han identificado siete variantes con similitudes farmacoldgicas;
se encuentran en alta densidad en el cuerpo estriado, substancia nigra, tubérculo olfatorio
e hipocampo (Hensler, 2006). En el SNC se localizan postsindpticamente y modulan la
liberacion de neurotransmisores como acetilcolina, dopamina, serotonina y GABA e
incrementan la transmisidn sindptica involucrada en el desarrollo de la memoria. En este
sentido estos receptores se han encontrado significativamente disminuidos en pacientes
con enfermedad de Alzheimer (Reynolds y col., 1995). Debido a su alta densidad en el
nucleo accumbens se considera que pueden estar involucrados en el sistema de

recompensa (Reynolds y col., 1995). Por otra parte, su activacién favorece la liberacién de
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acetilcolina en el ileon y la contraccién del eséfago y colon en cerdos. Ademas participan
en la modulaciéon de la motilidad gastrointestinal, la actividad secretora de la mucosa
intestinal (Hansen y col., 2008) e incrementan la fuerza de contraccién del corazén (Mialet
y col., 2000).

2.3.5 Receptores 5-HTs

En roedores se han identificado dos subtipos funcionales del receptor 5-HTs, sin embargo
en humanos sélo se expresa el subtipo 5-HTs (Grailhe y col., 2001). Se ha especulado que
este tipo de receptores esta involucrado en el control motor, alimentacién, ansiedad,
depresion, aprendizaje, consolidacién de la memoria, comportamiento adaptativo y el
desarrollo cerebral (Thomas, 2006).

2.3.6 Receptores 5-HTg

Los receptores 5-HTg se localizan predominantemente en dareas limbicas, zonas cerebrales
extrapiramidales, nucleo caudado y sustancia nigra (Kohen y col., 1996). Su significancia
clinica es poco clara, si bien se sugiere una posible conexiéon con algunos desérdenes
psiquiatricos (Johnson y col., 2008).

2.3.7 Receptores 5-HT;

Los receptores 5-HT; incrementan la actividad de la adenilciclasa a través de la via de las
proteinas Gs, ademas activan la via de las MAP cinasas. Se han identificado cinco subtipos
con propiedades farmacoldgicas similares. Se expresan en bajas densidades en la corteza,
septum, tdlamo, hipotdlamo, amigdala e hipocampo (Bonaventure y col., 2002) y
ampliamente en vasos sanguineos y musculo liso del tracto gastrointestinal (Ruat y col.,
1993). Estos receptores se consideran implicados en la regulacion de ritmos circadianos, lo
que se corresponde con su presencia en el nucleo supraquiasmatico (Hensler, 2006).
Adicionalmente existen evidencias que los relacionan con alteraciones psiquiatricas como

la depresién y con desérdenes del suefio (Mnie-Filali y col., 2007).
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2.4 CARACTERISTICAS DE LAS NEURONAS DEL NUCLEO DORSAL DEL RAFE

2.4.1 Caracteristicas morfoldgicas de las neuronas del NDR

En el NDR las neuronas serotoninérgicas estan en aposicion con oligodendrocitos (Azmitia,
1978) y sus dendritas se extienden a través de la capa ependimal en el fluido
cerebroespinal (Jacobs y Azmitia, 1992). Las neuronas serotoninérgicas estan
frecuentemente asociadas con vasos sanguineos grandes, con su cuerpo celular o
prolongaciones en la vecindad de las células endoteliales (Azmitia, 1978; Descarries y col.,
1982).

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

Las neuronas serotoninérgicas del NDR emiten colaterales axdnicas que hacen
sinapsis a nivel somatodendritico con ellas mismas o con neuronas vecinas (Wang vy
Aghajanian, 1977).

Dentro de las técnicas de estudio de estas neuronas se ha utilizado
inmunohistoquimica para serotonina y para la enzima hidroxilasa de triptéfano, asi como,
su destruccion selectiva con 5,7-dihidroxitriptamina inyectada dentro del ventriculo lateral
(Baumgarten y col., 1972; Bjorklund y col., 1975).

2.4.2 Caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas del NDR-registros extracelulares

En estudios in vivo Aghajanian y col. (1978) mostraron que de acuerdo con su patrén de
descarga, hay tres tipos de neuronas en el NDR: las neuronas tipo | que descargan
lentamente (0.25-2.0 Hz), de manera regular y espontdnea; las neuronas tipo Il que son
células con disparo muy lento o silentes y las neuronas tipo Ill que son células rapidas
(>2.0 Hz) y con un patrén de descarga frecuentemente irregular. Estudios histoquimicos y
electrofisiolégicos prueban que las neuronas tipo | son serotoninérgicas (Aghajanian y col.,
1974; Wangy col., 1977).
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En rebanadas de cerebro, Mosko y Jacobs (1976) encontraron que las neuronas del
NDR presuntamente serotoninérgicas exhiben propiedades electrofisioldgicas similares a
las observadas in vivo. Asi, encontraron sélo neuronas con disparo espontdneo, de las
cuales, la mayoria presentaron frecuencias de 0.8-2.5 Hz, muy similares a las de las células
tipo | de los experimentos in vivo. Los mismos autores describen una poblacion de
neuronas rapidas (3.0-11.6 Hz) correspondientes a las neuronas tipo Il de los estudios in
vivo; estas neuronas disparan de manera irregular y frecuentemente en rafagas. Mosko y
Jacobs también describieron un patrén oscilatorio (on-off) de descarga de las neuronas del
NDR, con periodos de alta frecuencia alternados con periodos de baja frecuencia y una
duracién de un rango de 10 a 50 segundos. Un patrén similar fue observado en neuronas
del NDR in vivo (Mosko y Jacobs, 1974). Sin embargo, a diferencia del trabajo de Mosko y
Jacobs, en estudios in vitro Vandermaelen y Aghajanian (1983) encontraron que la
mayoria de las neuronas no mostraron actividad espontdnea. Estos autores atribuyen tal
diferencia a posibles dificultades técnicas en el estudio de Mosko y Jacobs, que no hayan
permitido identificar y registrar neuronas sin actividad espontanea. Tal ausencia de
actividad espontanea in vitro ha sido atribuida a la falta de aferentes excitadoras intactas
en rebanadas de cerebro, toda vez que la administracion de glutamato, epinefrina o

fenilefrina provocé su disparo.

2.4.3 Caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas del NDR-registros intracelulares

En ratas, las neuronas serotoninérgicas del NDR tienen un potencial de membrana en
reposo de alrededor de —60 mV y comparados con las neuronas no serotoninérgicas,
valores medios de amplitud de las espigas mayores (126 vs. 104 mV), potenciales de
mayor duracion (3.6 vs. 0.9 ms) y una constante de tiempo de la membrana de 7.4 vs. 5.5
ms (Li y col., 2001). La respuesta de las neuronas serotoninérgicas del NDR a la aplicacién
de corrientes despolarizantes largas y débiles consiste en una actividad de disparo regular
y baja (1-6 Hz), mientras que en las neuronas no serotoninérgicas la frecuencia de disparo
alcanza, en condiciones similares, valores aproximados de 20 Hz (Li y col.,, 2001). Las
neuronas serotoninérgicas presentan postpotenciales hiperpolarizantes con amplitud y
duraciéon de 10 mV y 150 ms, respectivamente; asi como despolarizaciones lentas entre
los potenciales de accion inducidos por estimulos despolarizantes (Crunelli y col., 1983; Li
y col., 2001). En neuronas no serotoninérgicas, los estimulos hiperpolarizantes inducen
una corriente catidnica despolarizante, denominada corriente h, mientras que, las células

serotoninérgicas carecen de ésta (Li y col., 2001).
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2.4.4 Caracteristicas farmacoldégicas de las neuronas 5-HT y no 5-HT del NDR

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

Hz, en neuronas presuntamente serotoninérgicas (Vandermaelen y Aghajanian, 1983).

Las neuronas serotoninérgicas del NDR son inhibidas por el GABA (Pan y col., 1989;
Pan y Williams, 1989; Baraban y Aghajanian, 1980) el cual se libera de terminales
nerviosas que se originan tanto fuera (sustancia nigra y habénula) como dentro de este
nucleo; en el ultimo caso el GABA es producido por neuronas serotoninérgicas y no
serotoninérgicas (Harandi y col., 1987). Los receptores para GABA expresados por las
neuronas serotoninérgicas del NDR son de 2 tipos: “A”, estimulados por muscimol y
bloqueados por bicuculina y picrotoxina y “B” (Tao y col.,, 1996), los cuales son

estimulados por baclofen e inhibidos por faclofen.

La serotonina y el LSD aplicados en el NDR inhiben la actividad de las neuronas
serotoninérgicas de este nucleo (Aghajanian y col., 1972; Aghajanian y col., 1982), una
accion similar ejercen los inhibidores de la monoaminoxidasa (MAQ) administrados en la
circulacidon sistémica (Aghajanian y col., 1970) y los inhibidores de la recaptura de
serotonina (Sheard y col., 1972). La accién inhibidora de la 5-HT sobre la frecuencia de
disparo de las neuronas serotoninérgicas del NDR se debe principalmente a la
estimulacion de los autorreceptores somatodendriticos, de tipo 5-HT;an (Sprouse y
Aghajanian, 1987), la cual produce hiperpolarizaciéon por incremento de la conductancia
de la membrana al potasio (Aghajanian y col., 1987; Innis y col., 1988; Williams y col.,
1988). Tal estimulacion produce ademads disminucion de la sintesis (Hjorth y Magnusson,
1988) y liberacién de serotonina (Davidson y Stamfort, 1995). Las neuronas del NDR
también poseen, en el darea somatodendritica y en sus terminales axdnicas, receptores 5-
HTs y 5HTyp, cuya estimulacion disminuye la liberacién de serotonina (Davidson y
Stamford, 1995; Sprouse y Aghajanian, 1987).

Estudios electrofisiolégicos e inmunohistoquimicos recientes, han puesto de
manifiesto que las neuronas no serotoninérgicas del NDR, pueden ser también

hiperpolarizadas por estimulacién de los receptores 5-HT; ¥ que un nimero significativo
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de éstas expresa dichos receptores, si bien, se han encontrado neuronas no
serotoninérgicas que no los expresan (Kirby y col., 2003). Adicionalmente, se ha observado
que la estimulacion de los receptores oy adrenérgicos con fenilefrina, provoca la descarga
de neuronas silentes, tanto serotoninérgicas como no serotoninérgicas, con un patrén de
disparo similar entre ellas y una frecuencia ligeramente por debajo del rango previamente

reportado para las neuronas serotoninérgicas (Kirbyy col., 2003).

Las neuronas del NDR presentan multiples tipos de receptores para
neurotransmisores, tanto a nivel somatodendritico (receptores postsinapticos) como en
sus terminaciones axdnicas (receptores presindpticos). Muestran una actividad de disparo
dependiente del estado fisioldgico (suefio o vigilia) y son estimuladas por la noradrenalina
a través de receptores a adrenérgicos (Baraban y Aghajanian, 1980a y 1980b; Marwaha y
Aghajanian, 1982; Menkes y col., 1981) y por el glutamato (Pan y Williams, 1989; Celada y
col., 2001).

Estudios electrofisiolégicos e inmunohistoquimicos demuestran la presencia de
receptores colinérgicos de tipo nicotinico y muscarinico en las neuronas del NDR (Klamt y
Prado, 1991; Key y Krzywoskinski, 1977); en ratas, las neuronas serotoninérgicas y no
serotoninérgicas presentan receptores nicotinicos de tipo alfajbeta, y alfa; (Bitner y col.
2000; Bitner y Nikkel 2002; Galindo-Charles y col., 2008). La estimulacién de receptores
colinérgicos en el NDR, ademas de asociarse fuertemente con la regulacidn del ciclo suefio
vigilia, se considera involucrada en la antinocicepcidén y el estado de animo. En este
sentido se ha descrito que la estimulacién de receptores nicotinicos incrementa la
frecuencia de disparo de las neuronas serotoninérgicas (Mihailescu y col., 1998; 2001;
2002) y la secrecién de serotonina en areas cerebrales de proyeccion, como la corteza
cerebral, estriado, hipocampo e hipotalamo (Seth y col., 2002). Ademas, dentro del NDR Ila
nicotina aumenta la liberacién de noradrenalina por estimulacion de receptores a7 (Li y
col., 1998) y la liberacién de glutamato mediante estimulacién de receptores a4f32
(Gardufio y col., 2012).
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2.5 LOS RECEPTORES NICOTINICOS NEURONALES

Con base en la accién de los compuestos naturales muscarina y nicotina los receptores
para acetilcolina han sido clasificados en muscarinicos (mAChR, de: muscarinic
acetylcholine receptors) y nicotinicos (nAChRs, de: nicotinic acetylcholine receptors)
(Lorens y Van De Kar, 1987). Los nAChRs pertenecen a la familia de canales idnicos
dependientes de ligando junto con los receptores de tipo AMPA-kainato, NMDA, GABA,,
5-HT; y glicinérgicos. Los nAChRs son canales idnicos para cationes, permeables a los iones
monovalentes sodio y potasio y al catidon divalente, calcio (Gotti y col., 2009). Los
diferentes subtipos de receptores exhiben diferente permeabilidad para el calcio, sin
embargo, aun los nAChRs del musculo esquelético adulto, que se han considerado con
baja permeabilidad para el calcio, presentan una importante permeabilidad para estos
iones (Fucile, 2004).

Los nAChRs son pentameros, con un peso molecular de aproximadamente 300,
formados por cinco subunidades idénticas de tipo a (nAChRs homooligoméricos) o por

subunidades a y subunidades no-a, conocidas también como subunidades f3.

Los péptidos que conforman los sitios de anclaje forman un dominio extracelular
amino terminal hidrofilico, seguido por tres dominios transmembranales hidrofébicos (M1
- M3), un dominio intracelular largo y un cuarto dominio transmembranal (M4) (Gilbert y
col., 1988; Chaouloff, 1993). De manera similar a otros canales catidnicos dependientes de
ligando, los nAChRs presentan en el primer dominio extracelular una presilla de cisteina
(Cys-loop), la cual contiene dos cisteinas separadas por 13 aminodcidos. El par Cys-Cys es
necesario para el acoplamiento del nAChRs con sus agonistas (McEwen y col., 1986) y sdlo

existe en las subunidades a de los nAChRs (Aronsson y col., 1988).

Hasta la fecha se han clonado del tejido neuronal ocho subunidades de tipo a
denominadas a2, a3, a4, o5, a6, a7, a9 y ol0, asi como tres subunidades no-a
(denominadas 32, B3, and 4). La subunidad a8 ha sido identificada en tejidos neuronales
aviares pero no en mamiferos (Dahlstréom y Fuxe, 1964; Koenig y col., 1987). Los subtipos
de nAChRs se denominan segln su composicion en subunidades vy utilizando un “*” para

indicar la posible adicién de otras subunidades complementarias (Aronsson y col., 1988).

Los nAChRs homoligoméricos contienen cinco subunidades o7, a8 o a9 y
presentan cinco sitios de fijacion para los agonistas. Los nAChRs homoligoméricos a7 son
los mas antiguos desde el punto de vista filogenético, representan el nAChRs fijador de
alfa-bungarotoxina mas frecuente del cerebro (Owens et val., 1990) y es el tipo de

receptor que presenta la mayor permeabilidad para el calcio (Fucile, 2004).
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Los nAChRs heteroligoméricos contienen subunidades a2, a3, a4 o a6 acopladas
con subunidades 2 o B4 (a2p2, a3p2, a4B2, a3pB4, etc.). Las subunidades B3 y a5
pueden formar nAChRs funcionales sélo si estan asociadas con por lo menos otros dos
tipos de subunidades (por ejemplo: a4p2a5-, a3B4a5-, adabPB2pB3- o a3B2B4a5-) (Owens
y col., 1990). Los nAChRs que contienen subunidades a4 y B2 (a4B2" nAChRs) representan
aproximadamente el 90 % de los sitios de fijacidn de alta afinidad para nicotina del
cerebro (Seckl y col., 1990).

Los agonistas de los receptores nicotinicos (por ejemplo la nicotina o la
acetilcolina) se fijan a una bolsa hidrofébica que se forma en la interfase entre una
subunidad o, que posee una presilla Cys-Cys y la cara complementaria de una subunidad
adyacente, representada por tres aminodcidos que pertenecen a las subunidades a10, 32
o B4 (Azmitia y McEwen, 1974). Es importante mencionar que las subunidades a5y 33 no
participan directamente en la formacién de un sitio de fijacion para el agonista. Asimismo,
las subunidades a5 y a10 no fijan agonistas a pesar de su inclusion en la categoria de las
subunidades alfa, debido a que los residuos de aminoacidos necesarios para la fijacion de

los agonistas estan ausentes.

Las diferencias en la composicion de los diversos subtipos de nAChRs les confieren
propiedades electrofisiolégicas y farmacoldgicas distintas. Asi, tipos diferentes de nAChRs
recombinantes presentan perfiles diferentes de potencia y eficacia para los agonistas y
antagonistas, dependientes tanto de las subunidades o como de las subunidades 3 (De
Kloet y col. 1982; Joels y De Kloet, 1990; Joels y De Kloet, 1992; Koenig y col., 1987; Owens
y col., 1990; Lesch y col., 1990; Burnet y col., 1992). Otra consecuencia importante de la
composicidon heterogénea de los nAChRs es su permeabilidad para calcio. Los nAChRs
homoligoméricos formados por subunidades a7 o a8 presentan una alta permeabilidad
para calcio (pCa2+/pNa+>15), mientras que las subunidades a2 a a6, en combinacion con
subunidades 32-B4, generan heteroligdmeros con una permeabilidad para calcio menor
(pCa**/pNa‘=1.1-1.5) (McGehee y Role, 1995; Role y Berg, 1996).

La desensibilizacién es un término general que describe la disminucion o la perdida
de una respuesta bioldgica como consecuencia de una estimulacidon prolongada o
repetitiva (Ochoa y col., 1989). A nivel molecular, el estado de desensibilizacion refleja
una acumulacion de receptores en estado inactivado (Colquhoun y Ogden, 1988). Los
nAChRs purificados y expresados en bicapas lipidicas pueden ser desensibilizados, lo que
indica que la desensibilizacién depende de proteinas que pertenecen al receptor
nicotinico mismo (Ochoa y col., 1989). Después de remover el agonista, el receptor puede

recuperarse, pero, frecuentemente, la recuperacién es incompleta (Katz y Thesleff, 1957).
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La recuperacion incompleta puede reflejar una acumulacion duradera de receptores en
uno o varios estados desensibilizados o la pérdida permanente de canales funcionales
(Lukas, 1991; Buisson y Bertrand, 2002).

La composicién en subunidades de los nAChRs tiene consecuencias importantes
sobre la desensibilizacion. Los nAChRs homoligoméricos tipo a7 se desensibilizan
rapidamente en presencia de concentraciones altas de acetilcolina o nicotina, lo que
indica que la presencia de las subunidades a7 es suficiente para producir desensibilizacién
(McGehee y Role, 1995). Los nAChRs homoligoméricos se desensibilizan a concentraciones
submicromolares de nicotina (IC50 para desensibilizacion = 500 nM) y en el estado
desensibilizado presentan menor afinidad por los agonistas que los receptores

heteroligoméricos.

Existen diferencias importantes entre varios tipos de nAChRs heteroligoméricos
desde el punto de vista de la velocidad de desensibilizacién. Por ejemplo los nAChRs a4f32
se desensibilizan mas rapido que los a3f4*. Cuando la composicion en subunidades 3 se
mantiene constante, la presencia de la subunidad a3 acelera la desensibilizacién, mientras
que la presencia de la subunidad a4 desacelera la desensibilizacién (Chavez-Noriega LE,
2000). Las subunidades B de los nAChRs heteroligoméricos controlan especialmente la
velocidad de desensibilizacién. Asi, los nAChRs que contienen subunidades 2 se
desensibilizan mas rdpido que los nAChRs que contienen la subunidad 4 (Bohler 2001).
Los nAChRs heteroligoméricos se pueden ordenar seguln sus cinéticas de desensibilizacion,
de la mas rapida a la mas lenta de la siguiente manera: o332 > 0432 > o334 > 0434
(Fenster y col., 1997). En presencia continua de nicotina, tal como ocurre en los
fumadores, practicamente todos los nAChRs estan desensibilizados. Sin embargo, después

de quitar la nicotina, la mayoria de los nAChRs expresados se vuelven funcionales.

La funcién mas importante de la desensibilizacién es probablemente impedir la
estimulacion excesiva de la célula (Ochoa y col., 1989), debido a que todos los nAChRs son
permeables para calcio y como consecuencia potencialmente tdéxicos para las células
(McGehee y Role, 1995). La mutacion de la leucina 247 en subunidades a7 disminuye la
desensibilizacién de los nAChRs homoligoméricos a7 (Revah y col.,, 1991), y es letal

cuando se introduce genéticamente en ratones (Orr-Urtreger y col., 1997).

La nicotina produce aumento del nimero de receptores nicotinicos (Peng y col.,
1994), especialmente de los nAChRs que contienen subunidades 32 como los nAChRs de
tipo a3P2 y particularmente a4f32. Es importante mencionar que los nAChRs de tipo a432

presentan dos estequiometrias: (04),($2)s y (a4)3(B2),; siendo la conformacion (a4),(B2)s
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mas sensible a la estimulacién y a la regulacién a la alza inducidas por la nicotina. Ademas,
la nicotina aumenta el tiempo de vida de los receptores nicotinicos ya expresados en la
membrana de la célula.

Los nAChRs son modulados alostéricamente por diversos agentes como el calcio, la
fisostigmina, la serotonina, entre otros. El aumento de la concentracién extracelular de
calcio potencia las respuestas de los nAChRs, debido a la fijacién del calcio a un sitio
modulador extracelular, que aumenta la frecuencia de apertura de los nAChRs activados
(Corringer y col., 1998; Changeux y col.,, 1984). La fisostigmina, un inhibidor de la
acetilcolinesterasa, activa los nAChRs expresados en fibroblastos a través de un sitio de
fijacién diferente al de acetilcolina (Pereira y col., 1994). La serotonina y los bloqueadores
de receptores para serotonina (metilsergida, espiperona, ketanserina) actian como
bloqueadores no competitivos de los nAChRs de tipo a234 y 042 expresados en ovocitos
de Xenopus y aumentan la tasa de desensibilizacion de estos receptores (Garcia-Colunga y
Miledi, 1995), se cree que la serotonina y los bloqueadores de sus receptores se fijan a un
sitio ubicado al interior del canal nicotinico.
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2.6 LA NICOTINA Y EL NUCLEO DORSAL DEL RAFE

2.6.1 Receptores nicotinicos en el NDR

La presencia de los receptores nicotinicos en neuronas del NDR ha sido confirmada en
humanos (Benwell y col., 1988). Por otra parte, en el afio 2000, Bitner y col., utilizando
técnicas inmunohistoquimicas, identificaron la subunidad a4 de los nAchRs en neuronas
serotoninérgicas del NDR de ratas (Figura 2.2). La expresion de tal subunidad se encuentra
asociada con aumento de la analgesia en comparacidon con las ratas que presentan
disminucion de la expresion de dicho subtipo de receptor.

Figura 2.2 Estudio inmunohistoquimico de expresién de la enzima hidroxilasa de triptéfano y la subunidad
ad en el NDR de rata. Un patrén similar de inmunotincion fue observado en secciones adyacentes del NDR
usando anticuerpos contra el marcador de la hidroxilasa de triptéfano (A) y la subunidad a4 de los nAChRs
(B). La inmunotincién de la hidroxilasa de triptéfano (C) mostré casi completa superposicion con la
inmunotincion de las neuronas que presentaron la subunidad a4 (D). Barra de calibraciéon negra 100 um.
Barra de calibracién blanca 20 um. (Tomado de Bitner y col., 2000).
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Adicionalmente, en 2002, Bitner y Nikkel identificaron la expresién de la subunidad

a7 de los nAChRs en células serotoninérgicas y no serotoninérgicas del NDR (Figura 2.3).

Figura 2.3 Doble marcado inmunocitoquimico de la enzima hidroxilasa de triptéfano (A) y la subunidad a7
de los nAChRs (B) en las neuronas del NDR. Las flechas sélidas en B, indican neuronas con somas de tamafio
grande; no obstante, las células pequefias también muestran una inmunorreaccion al anticuerpo contra la
subunidad a7 de los nAChRs. (Tomado de Bitner y Nikkel, 2002).

Estudios posteriores confirmaron la existencia de la subunidad a4, asi como su
funcionalidad, al aplicar epibatidina de manera sistémica y observar incremento de la
expresion de c-Fos en diversos nucleos del tallo cerebral, incluyendo el NDR (Cucchiaro y
Commons, 2003). Ademas, con técnicas de inmunocitoquimica y microscopia electrdnica,
se ha confirmado la presencia de la subunidad a4 de los nAChRs en neuronas positivas y

negativas a la hidroxilasa de triptéfano en el NDR (Commons, 2008).

2.6.2 Efectos in vivo e in vitro de la nicotina sobre las neuronas del NDR

Diversos estudios han reportado efectos estimuladores e inhibidores de la nicotina en
células presuntamente serotoninérgicas del NDR. En el estudio de Li y col. (1998),
realizado con la técnica de whole cell patch clamp, se encontré que la estimulaciéon de
receptores nicotinicos provocd despolarizacion en el 60% de las neuronas e
hiperpolarizacién en el 40% restante. A diferencia de este reporte, Engberg y col. (2000),
encontraron que la nicotina (50-400 ug/Kg, iv.) indujo una inhibicion transitoria (1-3 min),
de corta latencia (30 s) del 84.4% de las neuronas serotoninérgicas, en ratas anestesiadas.

Este efecto fue bloqueado por el antagonista de receptores nicotinicos, mecamilamina
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(4mg/Kg, iv.) y por el antagonista especifico de los receptores 5-HT15, WAY 100635 (0.1
mg/Kg, iv.). Sin embargo, en el mismo estudio, la aplicacién iontoforética de nicotina
dentro de NDR, no produjo inhibicidn de las neuronas serotoninérgicas, lo que sugiere la

participacion de vias aferentes en este efecto de la nicotina.

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

Por otra parte, en el trabajo de Mihailescu y col. (2002), realizado en rebanadas de
cerebro, la aplicacién de nicotina, a una concentracién de 2.15 uM, provocé aumento de
la frecuencia de disparo en el 70% de las neuronas serotoninérgicas del NDR y disminucién

de la frecuencia en el 30%; ambos efectos se muestran en la figura 2.4.
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Figura 2.4 Histogramas de frecuencia de disparo de dos neuronas serotoninérgicas del NDR
registradas simultaneamente. La nicotina (2.15 uM) produjo cambios opuestos en la tasa de

disparo de estas neuronas. (Tomado de Mihailescu y col., 2002).
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Diversas evidencias avalan que los efectos de la nicotina sobre las neuronas
serotoninérgicas del NDR involucran tanto acciones presindpticas como postsinapticas.
Asi, en el estudio de Li y col. (1998) antes sefialado, se encontré que el efecto
despolarizante de la nicotina fue dependiente de la liberacidn de noradrenalina inducida
por la estimulacién de receptores nicotinicos presinapticos de tipo o7; mientras que el
efecto hiperpolarizante fue dependiente de la liberacién de serotonina, muy
probablemente de origen somatodendritico, toda vez que fue insensible a la
tetrodotoxina, esto es, fue independiente del disparo neuronal. Adicionalmente, en el
estudio de Gardufio y col. (2012) se identificé que la nicotina incrementd las corrientes
postsindpticas excitatorias (EPSC, de: excitatory postsynaptic currents) glutamatérgicas en
neuronas serotoninérgicas del NDR, a través de la activacion de receptores nicotinicos
presinapticos tipo a4p2, efecto que fue insensible al bloqueo de receptores tipo a7. Las
acciones presindpticas de la nicotina sobre neuronas del NDR tienen sustento morfolégico
en la presencia de subunidades a4 del receptor nicotinico en axones del NDR (Commons y
col., 2008). Sin embargo, en este estudio se encontré una escasa presencia de dicha
subunidad, lo que hace suponer la participacién adicinal de otros subtipos de receptores,
idea apoyada por el trabajo de Li y col. quienes encontraron que el efecto despolarizante

de la nicotina fue dependiente de receptores presinapticos tipo a7.

Por otra parte, Galindo-Charles y col. (2008) abordaron el estudio de las acciones
postsindpticas de la nicotina mediante el analisis de las corrientes evocadas por la
administracion de acetilcolina en presencia de atropina y TTX, a fin de bloquear los efectos
muscarinicos e indirectos. En estas condiciones la acetilcolina generé corrientes entrantes
con dos cinéticas diferentes, una rapida y otra lenta, tanto en neuronas serotoninégicas
como no serotoninérgicas. Dichas corrientes fueron bloqueadas de manera selectiva por
antagonistas especificos de los receptores nicotinicos a7 y a4p2, respectivamente. Tales
resultados coinciden con los hallazgos anatédmicos que sefalan la presencia de estos tipos
de receptores en neuronas serotoninérgicas y no serotoninérgicas del NDR (Commons,
2008; Bitner y Nikkel, 2002; Bitner y col., 2000).

2.6.3 Efectos in vivo e in vitro de la nicotina sobre la liberacion de serotonina

La nicotina, ademas de modificar la frecuencia de disparo de las neuronas del NDR, afecta
la liberaciéon de serotonina dentro de este nucleo y en dreas de proyeccidon. Asi, en
estudios realizados en rebanadas de cerebro, la administracién de nicotina en perfusion

(Mihailescu y col., 1998, 2001) o mediante microinyeccidon en el NDR (Mihailescu y col.,
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2002), incremento la liberaciéon de serotonina medida en la solucion de salida de la
camara de perfusion. La proposicién de que la nicotina provoca incremento de la
liberacidon de serotonina en areas de proyeccion, como el nucleo laterodorsal tegmental
(NLDT), se basa en que el efecto inhibidor de la administracién de nicotina en el NDR,
sobre las células del NLDT, fue bloqueado por el antagonista selectivo de los receptores 5-
HT1a, WAY 100635 (Mihailescu y col., 2001). De manera similar, en el NDR, el bloqueo de
los receptores 5-HT;n evitd el efecto inhibidor de la nicotina sobre las neuronas
serotoninérgicas, lo que demuestra que la nicotina incrementa la liberacién de serotonina

dentro de este nucleo (Mihailescu y col., 2002).

Adicionalmente, estudios in vivo han demostrado que la administracién de nicotina
incrementa la liberacién de serotonina en diversas areas cerebrales. Al respecto la
administracién sistémica de nicotina (0.2 mg/kg) o del agonista nicotinico RJIR-2430 (3.6
uM/kg), aumentd los niveles extracelulares corticales de serotonina (Summers y
Giacobini, 1995; Summers y cols., 1996); mientras que la administraciéon aguda y subaguda
de nicotina incrementd los niveles de serotonina y del 5-HIAA, en el hipotalamo (Dominiak
y col.,, 1984). Asimismo, la administracién crénica de nicotina en ratas en libre
movimiento, incrementé los niveles de serotonina en el hipotdlamo, hipocampo vy
cerebelo (Takada y col., 1995).

2.7. LOS GLUCOCORTICOIDES

Los glucocorticoides son hormonas esteroides producidas por la corteza de las glandulas
adrenales; el principal glucocorticoide producido en humanos es el cortisol, mientras que
en roedores es la corticosterona. Su sintesis y liberacidon es estimulada por la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH) producida por las células corticotrofas de la hipdfisis
anterior; a su vez, la sintesis y secrecién de ACTH es estimulada por la hormona liberadora
de corticotropina (CRH) producida por neuronas del nucleo paraventricular del
hipotalamo. Los glucocorticoides participan en la regulacion de su concentracién
plasmatica a través de un mecanismo de retroalimentacién negativa. Estas hormonas
inhiben la sintesis de ACTH por la hipdfisis y en concentraciones elevadas, pueden inhibir
también la secrecion de ACTH preformada, almacenada en vesiculas; ademas los
glucocorticoides inhiben la sintesis y secrecion de CRH de manera directa e indirecta,

actuando a nivel del hipotalamo e hipocampo, respectivamente (Nestler y col., 2002).
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Los glucocorticoides participan en multiples procesos fisiolégicos; mediante la
estimulacion de receptores especificos, afectan el crecimiento y desarrollo de diversas
estructuras como los pulmones y el encéfalo, asi mismo, ejercen efectos metabdlicos,
cardiovasculares, renales, &seos, inmunoldgicos, anti-inflamatorios y nerviosos.
Especificamente, en el SNC, los glucocorticoides afectan la expresion de receptores para
neurotransmisores y otros mediadores quimicos, la sintesis y secrecidn de
neurotransmisores, hormonas y factores de crecimiento, la expresién de canales idnicos y
diversos componentes de vias intracelulares de sefalizacion, ademds de afectar el
crecimiento y diferenciacidon neuronal. Por otra parte, el exceso de estas hormonas, como
el observado durante la exposicidn crdnica a agentes estresantes, se asocia con diversas
alteraciones, como el incremento de la susceptibilidad a infecciones y otras

enfermedades, alteraciones conductuales, metabdlicas e intelectuales.

De manera cldsica se ha considerado que las hormonas glucocorticoides ejercen
sus efectos mediante la modificacion de la transcripcion génica y por lo tanto, de la
sintesis de proteinas (efectos gendmicos); estos efectos involucran la participacion de
receptores especificos ubicados intracelularmente. Sin embargo, diversas evidencias
muestran que, ademds de efectos gendmicos, los glucocorticoides ejercen efectos no
gendmicos, los cuales dependen, en algunos casos, de receptores distintos del receptor
intracelular cldsico y en general, se expresan en periodos cortos de tiempo, no
compatibles con los tiempos requeridos para la sintesis de nuevas proteinas o la

manifestacidn de efectos resultantes de la inhibicién de la sintesis proteica.

2.7.1 El receptor para glucocorticoides

El receptor cldsico para glucocorticoides (GR, de: glucocorticoid receptor), es miembro de
la superfamilia de factores de transcripcion inducidos por ligando. En humanos el gen del
GR se localiza en el cromosoma 5 y esta compuesto por 10 exones, lo que permite la
sintesis de diferentes isoformas del receptor. Asi, mediante splicing alternativo se generan
las dos isoformas mas ampliamente conocidas, la GRa y la GRP (Encio y Detera-Wadleigh,
1991). La isoforma predominante es la GRa, la cual esta constituida por 777 residuos de

aminodcidos (Revollo y Cidlowski, 2009).

El GR es una proteina modular constituida por tres dominios; un dominio de unién
al ADN (DBD, de: DNA binding domain), un dominio carboxilo terminal de unién a la
hormona (LBD, de: ligand binding domain) y un dominio amino terminal (NTD, de: amino

terminal domain) (Heitzer y col., 2007). A nivel del NTD se encuentra una regién con
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funcién activadora conocida como AF-1 (de: activation function-1), la cual participa en la
regulacion de la transcripcidon. Esta regidn interactua directamente con la maquinaria
basal de trascripcidon y con muchos cofactores que participan en la regulacién de este
proceso (McEwan y col., 1993). El LBD ayuda a la dimerizacién del receptor y contiene
secuencias para la interaccion con otras proteinas. En el LBD esta presente un segundo
dominio con funcién activadora, el AF-2; tras la unién de la hormona al receptor, este
dominio sufre un cambio en su conformacion que permite la interacciéon con factores
accesorios que favorecen la activacién de la transcripcion (co-activadores) o su represion
(co-represores). El AF-2 actua sinérgicamente con el AF-1 para mediar la actividad de
transcripcion (Beato y Klug, 2000).

El GR no unido a la hormona se localiza predominantemente en el citoplasma,
donde interactia con un complejo de proteinas chaperonas que lo mantienen en su
estado inactivo y receptivo a la hormona. Este complejo comprende proteinas de choque
calérico como la HSP90 (de: heat-shock proteins 90), proteinas p23 y p60 (Schoneveld y
col., 2004) y proteinas de repeticiones tetratricopeptidicas (TPR, de: tetratricopeptide
repeat). La HSP90 oculta una secuencia de localizacién nuclear, denominada NL-2, con lo
que previene la unién del receptor al ADN en ausencia de la hormona; tras la uniéon de la
hormona, la HSP90 es liberada permitiendo que la secuencia NL-2 ayude al ingreso del
receptor al nucleo, a través de los poros nucleares (Savory y col., 1999). Por su parte, las
proteinas TPR pueden incrementar o atenuar la actividad del receptor afectando su
afinidad por la hormona y su desplazamiento al nucleo. La organizacién del receptor no
unido a la hormona y estas proteinas chaperonas constituyen un complejo receptor
maduro que es receptivo a la hormona (Heitzer y col., 2007). En general, la unién de la

hormona provoca la activacién del receptor y la disociacién del complejo proteinico.

2.7.2 Mecanismo de accion de los glucocorticoides

Los glucocorticoides ingresan a la célula blanco y se unen al receptor citoplasmatico, tras
su unién, el complejo hormona-receptor se desplaza rapidamente al interior del nucleo
(Heitzer y col., 2007). EI DBD del GR confiere al receptor la capacidad de unirse al ADN; en
el nucleo, el GR activo se une a un sitio del ADN asociado a genes regulados por
hormonas. Este sitio se denomina “Elemento de respuesta a glucocorticoides” (GRE, de:
glucocorticoid response element) y consiste en una secuencia consenso, palindroma
imperfecta del ADN, constituida por dos secuencias de seis pares de bases separadas por

un espaciador de tres pares de bases. La interaccién de un GR activo con la mitad de la
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secuencia GRE favorece la unién de un segundo GR, dando lugar a la formacién de un
dimero (Schoneveld y col., 2004). La unién del homodimero al GRE sirve como andamio
para la uniéon de distintos complejos macromoleculares que incluyen proteinas co-
activadoras, factores de remodelacién de la cromatina y otros factores que directa o
indirectamente enlazan la maquinaria de transcripcién (Bamberger y col., 1996). Asimismo
puede favorecerse la interaccion con co-represores, que contribuyen de diversas maneras
a reprimir el proceso de transcripcion, asi, por ejemplo, se pueden activar desacetilasas de
histonas que provocan que la cromatina adquiera una configuracidon cerrada, lo que

reprime la transcripcion (Heitzer y col., 2007).

Activacion de la transcripcion

Se han identificado diversos mecanismos mediante los cuales el GR activo incrementa la
transcripciéon génica. En algunos casos, la unién del GR al ADN induce cambios en la
conformacion del receptor que favorecen la incorporacidon de la maquinaria basal de
transcripcién a la caja TATA, lo que promueve directamente la transcripciéon génica. En
otros casos, como se ha sefalado, el GR puede asociarse con co-activadores que sirven
como puentes para la incorporacion de la maquinaria basal de transcripcién. Ademas, la
unién del GR puede resultar en la incorporacién de co-activadores que remodelan la
cromatina alterando la estructura nucleosomal del ADN, lo que crea un ambiente mas

favorable para la expresién génica (Revollo y Cidlowski, 2009).

El GR también puede regular la actividad génica sin unirse directamente al ADN;
estas acciones dependen de interacciones proteina-proteina con otros factores de
transcripcion, como las proteinas transductoras de sefial y activadoras de la transcripcion
(STATs, de: signal transducers and activators of transcription), las cuales estan
involucradas en la via de sefializacidon de la cinasa Janus (JAK, de: Janus kinasa). En este
caso, el GR activo se asocia a STAT quien se une directamente al ADN; tal asociaciéon

conduce a la activacién de la transcripcién del gen involucrado (Revollo y Cidlowski, 2009).

Un mecanismo adicional es mediante la modificacion de la sintesis de ciertas
proteinas, como factores de transcripcién y co-activadores, lo que da lugar a la
modificacion de la transcripcion génica mediada por tales proteinas (Schoneveld y col.,
2004; Revollo y Cidlowski, 2009).

Represion de la transcripcion

Mudltiples efectos de los glucocorticoides implican la represién de la transcripcion de

ciertos genes; los mecanismos involucrados son diversos y de manera similar a sus
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acciones de activacién génica, incluyen la unién del GR a secuencias especificas del ADN o
la interaccién con otros factores de transcripcion. En el primer caso, el GR se une a
elementos de respuesta a glucocorticoides de caracter negativo (nGREs), lo que da como
consecuencia represion de la transcripcion del gen asociado (Beato, 1989). Un ejemplo de
este mecanismo de accién es la represion de la transcripcion del gen de la pro-
opiomelanocortina (Drouin y col., 1993), que resulta en disminucidon de la sintesis de
ACTH.

En otros casos, la represidn génica involucra interacciones proteina-proteina con
algunos factores de transcripcion, como la proteina-activadora 1 (AP-1, de: activator
protein-1) y el factor nuclear kB (NF-xB, de: nuclear factor xB), implicados en respuestas
inflamatorias (Revollo y Cidlowski, 2009; Adcock y Caramori, 2001); mediante diversas
acciones el GR interfiere la actividad de tales factores lo que reduce o evita la

transcripciéon génica mediada por ellos.

2.7.3 Efectos no gendmicos de los glucocorticoides

Diversas evidencias indican que los glucocorticoides provocan efectos no gendmicos. Estos
efectos se expresan en segundos o minutos tras la llegada de la hormona a la célula y en
algunos casos, son mediados por receptores ubicados en la membrana plasmatica
(Norman y col., 2004; Chen y Qiu, 1999). Es probable que estos receptores se encuentren
acoplados a diferentes vias intracelulares de sefalizacidn, a través de la participacion de
proteinas G y diversas cinasas. Ademas, algunas cinasas y fosfatasas asociadas al complejo
GR/HSP90, que son liberadas tras la unién de la hormona al GR, pueden ser responsables
de acciones no gendmicas de los glucocorticoides, como la rapida induccién de la cinasa
de tirosina observada en algunos tipos celulares (Hayashi y col., 2004). A pesar de que en
la actualidad se cuenta con amplia informacidn respecto de los efectos no genémicos de
estas hormonas, se requiere mayor investigacion que permita esclarecer los mecanismos
celulares implicados, asi como, la relevancia fisioldgica de los mismos (Revollo y Cidlowski,
2009).
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2.8 LOS GLUCOCORTICOIDES Y EL NUCLEO DORSAL DEL RAFE

Estudios anatdmicos, bioquimicos, electrofisiolégicos y conductuales han establecido la
existencia de interacciones funcionales entre las neuronas serotoninérgicas del encéfalo y
el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (Lorens y Van de Kar, 1987, Gilbert y col.,, 1988,
Chaouloff, 1993). En la rata, se han encontrado receptores para hormonas
corticoadrenales en varias regiones del cerebro que presentan una densa inervacidn
serotoninérgica (McEwen y col., 1986, Aronsson y col., 1988). Especificamente, Harfstrand
y col. (1986) han demostrado, mediante inmunohistogimica, la presencia del receptor
para glucocorticoides en neuronas serotoninérgicas del NDR.

Por otra parte, la influencia del sistema serotoninérgico sobre el eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal involucra un efecto estimulador de la serotonina, mediado por varios
tipos de receptores (Fuller, 1992), sobre la secrecidon de ACTH, corticosterona y cortisol en
varias especies, incluyendo el humano (Koenig y col., 1987; Owens y col., 1990). Por
ejemplo, se ha comprobado que la activacion de receptores postsindpticos tipo 5-HTy5 por
agonistas selectivos (8-OH-DPAT, buspirona, gepirona, isapirona) produce un aumento de
la secrecion de ACTH vy corticosterona en ratas (Koenig y col. 1987; Lesch y col. 1990;
Owens y col. 1990). Adicionalmente, existen reportes de que la serotonina regula la
expresion de receptores para glucocorticoides y mineralocorticoides en el hipocampo y en

la corteza cerebral de la rata (Seckl y col., 1990).

De manera reciproca, las hormonas glucocorticoides ejercen numerosos efectos
sobre el sistema serotoninérgico. Estos efectos se ejercen sobre: 1) la actividad de la
enzima hidroxilasa de triptoéfano; 2) la sensibilidad de los receptores 5HT14; 3) la entrada
glutamatérgica de las neuronas serotoninérgicas del NDR; 4) la expresion, afinidad vy

sensibilidad de los receptores a;-adrenérgicos.

2.8.1 Efecto de los glucocorticoides sobre la actividad de la hidroxilasa de triptéfano

La exposicion crénica a concentraciones altas de glucocorticoides aumenta la expresién de
la enzima limitante de la sintesis de serotonina, la hidroxilasa de triptéfano (Azmitia y
McEwen, 1974). Las neuronas serotoninérgicas del NDR expresan dos variantes de esta
enzima, la hidroxilasa de triptéfano tipo 1 (TPH,) y la tipo 2 (TPH,), siendo mayor la
expresiéon de TPH, que de TPH;. Estudios recientes han sefialado que la corticosterona
aumenta la actividad de la TPH4, pero no influye la actividad de la TPH, (Abumaria y col.,

2008). Sin embargo, en otros estudios, se ha demostrado que la expresion del gen tph2 y
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la sintesis de la TPH, son dependientes de la secreciéon ritmica circadica de
glucocorticoides. Asi, en ratas normales, la TPH, y su RNAm estdn aumentados en las
primeras horas de su fase activa (Malek y col.,, 2005), cuando la secreciéon de
glucocorticoides presenta sus mayores valores. La adrenalectomia bilateral suprime el
ritmo circadico de expresion del tph2 y este fendmeno es revertido por la administracién,
durante el periodo activo, de glucocorticoides en el agua de bebida (Malek y col., 2007).
Sin embargo en animales adrenalectomizados, la liberacidn continua de esta hormona
desde implantes subcutdneos, no restaura el patrén circadico de sintesis y liberacién de
TPH, (Malek y col., 2007).

Adicionalmente, se ha observado que la administracién oral de concentraciones
altas de glucocorticoides induce aumento de la expresién del gen tph2, mismo que se
asocia con fendmenos de ansiedad y depresién en modelos animales (Donner y col.,
2012). Otro argumento a favor del incremento de la actividad de la hidroxilasa de
triptéfano por los glucocorticoides, es que la adrenalectomia disminuye la acumulacién de
serotonina en el hipocampo, efecto revertido por administracién de corticosterona (De
Kloet y col., 1982).

2.8.2 Efecto de los glucocorticoides sobre los receptores 5-HT1,

En registros extracelulares de neuronas serotoninérgicas del NDR llevados a cabo en
rebanadas de cerebro de ratas adrenalectomizadas, Laaris y col. (1995) encontraron que la
administracién en perfusion de corticosterona (30-100 nM) disminuyd la sensibilidad de
las neuronas serotoninérgicas al 8-OH-DPAT (agonista especifico de los receptores 5-HT14),
efecto mimetizado por el agonista de los receptores de glucocorticoides, RU 28362 y
antagonizado por el bloqueador de tales receptores, RU38486. Resultados similares
encontraron Fairchild y col. (2003); utilizando ratas normales y adrenalectomizadas,
analizaron los efectos de la administracidon cronica (25-31 dias) de corticosterona via oral,
sobre la funcion de los autoreceptores 5-HT15 mediante el analisis del efecto de la 5-HT
sobre la frecuencia de disparo de neuronas serotoninérgicas del NDR. En su estudio
encontraron disminucidn significativa de la funcién de los autoreceptores 5-HTia, sin
embargo, no se encontré cambio en la expresion del ARNm que codifica para el receptor
5-HT14 pero si, disminucion de la expresion del ARNm que codifica para canales de potasio
rectificadores entrantes tipo 2 (GIRK2), lo que podria explicar la disminucidn de la funcién
de dichos receptores. Adicionalmente, Leitch y col. (2003) en un estudio de microdidlisis,

llevado a cabo en ratas implantadas, durante 14 dias con una cdpsula de 75 mg de
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corticosterona, observaron disminucién de la magnitud del efecto del 8-OH-DPAT (30 y
100 pg/kg), indicando que la corticosterona produjo desensibilizaciéon funcional de los

autorreceptores 5-HTja.

De manera contraria, en el estudio de Judge y col. (2004), llevado a cabo en
rebanadas de cerebro de ratas adrenalectomizadas e implantadas con una capsula de 2
mg o 70 mg de corticosterona, se encontré que la magnitud del efecto de la 5-HT (10-50
UM) sobre la frecuencia de disparo de neuronas serotoninérgicas del NDR, fue
significativamente mayor en los animales implantados con la dosis alta de corticosterona
gue en los expuestos a la dosis baja; los autores atribuyen tal resultado a un incremento
de la activacién funcional de los autorreceptores 5-HT;, causado por la corticosterona. La
discrepancia entre estos estudios puede ser explicada por la duracién de la administracién

de corticosterona y/o las concentraciones alcanzadas en cada caso.

El aumento de la funcién de los autorreceptores puede ser explicado por aumento
de la densidad o afinidad de los mismos o alteracién de los elementos intracelulares
involucrados en su via de sefializacion. Al respecto, si bien existen reportes
controversiales, se ha reportado que la administracion de corticosterona a ratas
adrenalectomizadas, incrementa fuertemente la afinidad de los receptores 5HT;5 en el
NDR (Bellido y col., 2004). Adicionalmente, en neuronas de hipocampo, se ha comprobado
que los glucocorticoides alteran la estructura de los canales de K* activados por la
estimulacion de los receptores 5-HT;, (GIRK; y GIRK;), aumentando de manera selectiva la

expresion de las subunidades 1y 2 de estos canales (Muma y Beck, 1999).

2.9 LOS GLUCOCORTICOIDES Y LOS RECEPTORES NICOTINICOS

Los glucocorticoides afectan el estado de animo y las actividades intelectuales; un
mecanismo probable de estas acciones es por interaccidon con los receptores nicotinicos.
En este sentido se ha encontrado que los esteroides inhiben los nAChRs musculares (Gillo
y col., 1984; Bouzat y Barantes, 1996) y neuronales (Valera y col., 1992; Uki y col., 1999;
Paradiso y col.,, 2000). Especificamente la administraciéon crdnica de glucocorticoides
induce disminucion del nimero de receptores nicotinicos neuronales tipo a7, aungque no
se ha identificado alteracion significativa del numero de receptores auf3; (Pauly y col.,
1990).

Ademads, en el estudio de Shi y col. (2002), la administracion aguda de

corticosterona a células tipo PC12 produjo un efecto inhibitorio rapido, reversible, sobre la
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amplitud de la corriente entrante inducida por la acetilcolina, sin afectar Ia

desensibilizacion del receptor nicotinico involucrado en la generacién de esta corriente.

2.10 EL SISTEMA SEROTONINERGICO Y LA DEPRESION

De acuerdo con multiples estudios biolégicos y clinicos la fisiopatologia de la depresidn
estd estrechamente asociada con alteracion del funcionamiento de los sistemas
serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico cerebrales (teoria monoaminérgica de
la depresion) (Blier y Montigny, 1994; Heninger y col., 1996). Mds recientemente se han
reconocido diversas alteraciones del circuito de recompensa, relacionadas con esta
enfermedad, que involucran al sistema serotoninérgico (Russo y Nestler, 2013) y se ha
avanzado en el estudio a nivel de redes neuronales (Hamilton y col., 2013) reconociendo

la participacioén del sistema serotoninérgico en esta enfermedad.

Diversas areas cerebrales, que se consideran implicadas en la depresion, tales como
el hipocampo, septum, corteza frontal, area ventral tegmental, nicleo accumbens y la
amigdala, tienen como principal fuente de 5-HT neuronas del NDR. Actuando sobre
diversos tipos de receptores, la 5-HT ejerce efectos complejos sobre dichas areas (Frazer y
Hensler, 1999). En las neuronas piramidales corticales, por ejemplo, ejerce efectos
inhibidores directos, mediados por receptores 5-HT;4 y efectos inhibidores indirectos
mediados por receptores 5-HT,n y GABA, ademds ejerce efectos excitadores directos
mediados por el receptor 5-HT,s; sin embargo, a pesar de la elevada densidad de
receptores 5-HT,5 en estas células, los efectos dominantes son inhibidores (Celada y col.,
2004).

El receptor 5-HT;o ha sido ampliamente involucrado en la fisiopatologia de la
depresién (Bhagwagar y col.,, 2002). Este tipo de receptor, ademas de ubicarse en alta
densidad en el NDR, se expresa de manera abundante en dreas limbicas, como el

hipocampo y el hipotdlamo (Verge y col., 1986), donde tiene una ubicacion postsindptica.

Entre las alteraciones del sistema serotoninérgico, relacionadas con la depresion,
han sido identificadas las siguientes: disminucion del nimero de receptores 5-HT14 en el
hipocampo de victimas suicidas (Cheetham y col., 1990), disminucién del ARNm del
receptor 5-HT;a en el hipocampo de pacientes con depresion mayor (Lépez-Figueroa y
col., 2004), disminucién (Drevets y col., 1999; Sargent y col., 2000) y aumento (Parsey y
col., 2010) de la potencia de unién al receptor 5-HT14 en el NDR, aumento de los niveles
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cerebrales del receptor 5-HT,, y de su ARNm, en victimas suicidas adolescentes (Pandey y
col., 2002).

La mayoria de los farmacos antidepresivos actuales actian incrementando el nivel
extracelular de 5-HT en diversas areas cerebrales, ya sea a través de inhibir su recaptura
(inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina [ISRS]) (Vaswani y col., 2003),
inhibiendo su recaptura y la de noradrenalina o inhibiendo su degradaciéon enzimdtica
(inhibidores de la monoaminoxidasa) (Lum y Stahl, 2012). Algunos mds ejercen sus
acciones bloqueando receptores serotoninérgicos tales como el receptor 5-HT,, (Celada y
col., 2004).

De relevante importancia es el hecho de que los efectos clinicos de los farmacos
antidepresivos se manifiestan sélo después de un tiempo prolongado de administracion,
lo cual indica que el incremento del nivel extracelular de serotonina o noradrenalina per
se no es el responsable directo de las acciones clinicas de estos farmacos, sino, que dichas
acciones dependen de cambios neurobiolégicos adaptativos secundarios a la activacion de
los blancos farmacolégicos iniciales. En este sentido se ha identificado que el tratamiento
antidepresivo  prolongado provoca cambios presindpticos en las neuronas
serotoninérgicas y postsindpticos en neuronas de areas corticolimbicas, los cuales
incluyen alteraciones en la sensibilidad y expresion génica, de diversos tipos de receptores
serotoninérgicos (Celada y col., 2004; Nestler y col., 2002).

El cambio presindptico mas relevante, que resulta del tratamiento antidepresivo
prolongado, es la desensibilizacion de los autorreceptores somatodendriticos 5-HT;4 de las
neuronas serotoninérgicas del NDR. Como se ha indicado previamente, la estimulacién de
estos receptores provoca disminucién de la frecuencia de disparo de dichas neuronas y
por consiguiente, disminucién de la liberacion de serotonina. Por lo que Ia
desensibilizacidn de tales receptores reduce el efecto inhibidor de la serotonina a nivel del
NDR y genera que el incremento del nivel extracelular de serotonina en areas
corticolimbicas sea mayor, después del tratamiento antidepresivo prolongado, que con la
administracién Unica de los farmacos (Bel y Artigas, 1993; Blier y de Montigny, 1994).

Considerando la premisa anterior, se ha propuesto que los antagonistas de los
receptores 5-HT;n podrian acelerar e incrementar los efectos clinicos de los farmacos
antidepresivos (Artigas, 1993). Esta hipdtesis ha sido abordada utilizando pindolol,
antagonista de los receptores 5-HT;n y de los receptores P-adrenérgicos, habiéndose

encontrado que la adicién de este compuesto al tratamiento con ISRS, efectivamente
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acelera las respuestas antidepresivas (Artigas y col., 1994; Artigas y col., 2001; Rasanen y
col., 1999).

Entre los cambios postsindpticos que resultan del tratamiento antidepresivo y que
pueden subyacer a sus acciones clinicas, estdn la alteracion de la sensibilidad vy
disponibilidad, de distintos receptores serotoninérgicos, a través de regulacién a la baja y
a la alta. Ademas se ha observado alteracion de la expresidn génica de diversos factores
neurotréficos, como el factor neurotroéfico derivado del cerebro (BDNF), el cual ha
recibido la mayor atencidén. Al respecto se ha encontrado que la administracion crénica de
practicamente todas las clases de tratamientos antidepresivos aumenta la expresiéon de
BDNF en el hipocampo de roedores (Nibuya y col., 1995) y humanos (Chen y col., 2001). Es
posible que tales efectos dependan, al menos en parte, de la 5-HT, ya que varios de sus
receptores estan acoplados a la via de seializacién del AMPc, de la que depende la
expresion del BDNF (Duman, 1998).

En conclusidn la terapia antidepresiva es fundamental para restablecer los niveles
extracelulares normales de serotonina, la sensibilidad de los receptores serotoninérgicos,
asi como, la expresién de diversos factores neurotréficos; condiciones necesarias para el
adecuado funcionamiento de diversos circuitos neuronales, lo cual lleva al alivio de los

sintomas de la depresion.

2.11 LOS GLUCOCORTICOIDES Y LA DEPRESION

La depresidon se asocia con aumento de la secrecién de glucocorticoides (Weber y col.,
2000; Wong y col., 2000). Los pacientes con depresién mayor tienen niveles elevados del
cortisol plasmatico, probablemente debido a alteraciones del control por
retroalimentacién negativa en los distintos niveles del eje hipotaldmico—hipofisiario-
adrenocortical (Holsboer y col., 1995). Se ha demostrado que la liberacién de cortisol se
encuentra aumentada en pacientes deprimidos, especialmente en la tarde y sélo
marginalmente en la mafiana, lo que da como resultado la aparicién de una curva plana
de la liberacién diaria de esta hormona (Deuschle y col.,, 1997; Wong vy col., 2000). La
hipdtesis de participacion de la elevacion plasmatica de cortisol en la patogénesis de la
depresién, recibe soporte de estudios clinicos que indican una gran incidencia de este
padecimiento en pacientes con sindrome de Cushing (Cohen, 1980; Kelly y col., 1983), en
los cuales, el tratamiento del desorden endocrino primario, resuelve los sintomas de
depresién (Cohen, 1980; Kelly y col., 1983, Sonino y Fava, 2001).
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Otro elemento que da soporte a la relacién entre los glucocorticoides y la
depresion, es que la exposicion a ciertos paradigmas experimentales de estrés crénico,
induce en los animales alteraciones que se consideran equiparables a las de los pacientes
deprimidos. El uso de este tipo de paradigmas ha permitido el desarrollo de modelos
animales de depresion (Willner, 1995 y 1997), los cuales han sido validados y ampliamente
utilizados en el estudio de este padecimiento. Mds recientemente ha sido creado un
modelo de depresidon en roedores basado en la exposicion créonica a corticosterona
(Gourley y Taylor, 2009), en el cual se han encontrado alteraciones conductuales y
moleculares caracteristicas de la depresién, mismas que han sido revertidas con el

tratamiento antidepresivo crénico.

2.12 LA NICOTINA Y LA DEPRESION

Multiples estudios avalan que la nicotina puede ejercer efectos antidepresivos. En
estudios clinicos se ha observado mayor incidencia y prevalencia de fumadores entre las
personas con depresidon que en la poblacidn en general (Flanagan y Maany, 1982; Hughes
y col., 1986; Glassman y col., 1990). Ademds, las personas con historia clinica de depresién
tienen una mayor dificultad para dejar de fumar e incremento en la probabilidad de
recaida y en el riesgo de sufrir estados de depresidn, durante el tratamiento para dejar de
fumar (Covey vy col., 1990; Glassman y col., 1990). Estos datos apoyan la hipdtesis de que
el habito de fumar es un acto de automedicacion en personas con depresidon mayor.

Datos clinicos y experimentales dan soporte al potencial terapéutico antidepresivo
atribuido a la nicotina. Por ejemplo, se ha observado que la administracién de este
compuesto, mediante parches transdérmicos, ejerce acciones antidepresivas en
individuos no fumadores (Salin-Pascual y col., 1995; Salin-Pascual y Drucker-Colin, 1998).
Asimismo, la infusion constante de nicotina a ratas experimentales atenuta el
comportamiento de desesperanza aprendida, caracteristico de este modelo de depresidn
(Semba, 1998), mientras que la nicotina potencia los efectos antidepresivos del citalopram
(Andreasen y Redrobe, 2009).

No obstante, se ha sugerido que las acciones antidepresivas de la nicotina en
fumadores y en individuos con parches de nicotina, pueden ser debidas, ademds de su
accién agonista, a la desensibilizacion de larga duracién de los nAChRs o a su antagonismo
funcional, provocados por la exposicién crénica a la nicotina (Picciotto y Mineur, 2013,

para revisioén). Inclusive se ha reportado que el uso regular de tabaco precipita sintomas
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depresivos (Boden y col., 2010); lo cual convierte la clasica relacidn unidireccional entre el

habito de fumar y la depresién, en una relacién bidireccional.

Las areas cerebrales de participacién de la nicotina en la depresion pueden ser
multiples, toda vez que los receptores nicotinicos cerebrales participan en diversas
funciones superiores, como la atencidn, memoria y cognicidn, procesos que se encuentran
alterados en individuos con este padecimiento. Ademads, estos receptores cumplen un
importante papel en la regulacién de la liberaciéon de diversos neurotransmisores en
multiples areas del cerebro donde se ubican, sobre todo, a nivel presindptico, en las

terminales axdnicas (Vizi y Lendvai, 1999).

En modelos experimentales, el efecto antidepresivo de la nicotina se asocia con
aumento de la liberacion de 5-HT (Vazquez-Palacios y col., 2005), noradrenalina (Mitchell,
1993; Benwell y Balfour, 1997) y dopamina, en varias areas del cerebro, como el
hipocampo (Czubak y col., 2010) y el nucleo accumbens (Fowler y col.,, 2008, para
revision). Al respecto, uno de los posibles mecanismos involucrados es la estimulacién
colinérgica nicotinica de las neuronas serotoninérgicas del NDR, que da por resultado
incremento de la liberacidon de 5-HT en dreas de proyeccién, como la corteza cerebral.
Ademas, la nicotina puede estimular neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral
lo que resulta en aumento de la liberacién de dopamina en el nucleo accumbens
(Pidoplichko y col., 1997), principal centro de recompensa implicado en la depresién
(Nestler y Carlezon, Jr., 2005, Russo y Nestler, 2013).

Adicionalmente, se han atribuido a la nicotina modificaciones en la expresién de
los receptores serotoninérgicos. Asi, se ha reportado que la administracion aguda de
nicotina incrementa significativamente los niveles del RNAm del receptor 5-HT;5 en las
regiones CA3 y CA1l del hipocampo dorsal (Kenny y col., 2001); mientras que cambios

equiparables han sido encontrados en cerebros de fumadores (Benwell y col., 1990).

Debido, entre otras razones, a las acciones antidepresivas atribuidas a la nicotina,
el interés por el estudio de su potencial terapéutico ha crecido considerablemente,
habiendo surgido la necesidad apremiante de generar nuevos agonistas, con mayor
selectividad para receptores nicotinicos especificos, que puedan ser utilizados

clinicamente (Vazquez-Palacios y Bonilla-Jaime, 2004).

Los antecedentes expuestos enfatizan la necesidad de profundizar en el
conocimiento de las relaciones existentes entre el sistema serotoninérgico, los receptores

nicotinicos y las alteraciones del nivel plasmatico de glucocorticoides, a fin de acrecentar
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los conocimientos sobre la fisiologia de estos intrincados sistemas, asi como, disponer de
mas elementos que contribuyan a la comprensidn de la depresidn, entidad de relevante
interés médico y social. En este sentido, el presente trabajo tiene la finalidad de
determinar si el aplanamiento e incremento moderado, de los niveles plasmaticos de
glucocorticoides, como el observado en pacientes deprimidos, modifica los efectos

ejercidos por la nicotina sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cudl es la influencia del aplanamiento de los niveles plasmaticos de los glucocorticoides

sobre la excitabilidad de las neuronas serotoninérgicas del NDR?

¢Cudl es la influencia del aplanamiento de los niveles plasmaticos de los glucocorticoides

sobre los efectos de la nicotina en las neuronas serotoninérgicas del NDR?

4. HIPOTESIS

La exposicién crdnica a concentraciones constantes de glucocorticoides altera la funcién

de los autorreceptores 5HT;5 de las neuronas serotoninérgicas del NDR, lo que provoca

disminucion de su excitabilidad y reduccion de la accién excitadora de la nicotina sobre

éstas.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar las propiedades eléctricas fundamentales de las neuronas
serotoninérgicas del NDR de animales control con las de animales expuestos

crénicamente a niveles plasmaticos aplanados de corticosterona.

Comparar los efectos de la nicotina sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR
de animales control con las de animales expuestos crénicamente a niveles

plasmaticos aplanados de corticosterona.

Determinar los tipos de receptores nicotinicos y serotoninérgicos involucrados en
los efectos de la nicotina sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR de los
animales créonicamente expuestos a niveles plasmaticos aplanados de
corticosterona.

Determinar mediante inmunohistoquimica la naturaleza serotoninérgica de las

neuronas cuya actividad sea registrada.
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6. METODOLOGIA

6.1 Grupos experimentales

Los experimentos fueron llevados a cabo en ratas Wistar macho, jovenes de 1.5 meses de

edad, divididas en tres grupos experimentales:

e Primer grupo (control): constituido por ratas sin ninguna manipulacién quirldrgica u

hormonal.

e Segundo grupo (control sham): constituido por ratas sometidas al mismo protocolo
quirdrgico que las ratas implantadas con corticosterona pero sin adrenalectomia y

con colocacién subcutdnea de una cdpsula de 100mg de colesterol.

e Tercer grupo (Adx+CSR): constituido por ratas adrenalectomizadas e implantadas

con una capsula de 75 mg de corticosterona y 25 mg de colesterol.

6.2 Elaboracion de las capsulas de corticosterona y colesterol

Para la elaboracién de las cdpsulas los compuestos fueron pesados y colocados en un

molde de aluminio donde fueron fundidos mediante exposicién a calor.

6.3 Procedimiento quirurgico y colocacion de capsulas

Para la realizacion de la adrenalectomia bilateral, las ratas fueron anestesiadas con
hidrato de cloral (400 mg/Kg.). Se realizé una incisidn en la piel del dorso, sobre la linea
media, a partir de la ultima vértebra toracica; se incidieron los musculos laterales del
dorso, se localizé la glandula adrenal en el polo craneal del rifidn y se procedidé a su
extraccién. Se suturaron los musculos y se procedié a la extraccién de la glandula del lado
opuesto. Antes de suturar la piel se colocé la capsula de corticosterona subcutaneamente,

en la regidn posterior del dorso.

En el caso de los animales control sham el procedimiento quirdrgico fue similar
salvo que no se extrajeron las glandulas adrenales y la cdpsula contuvo solamente

colesterol.

A partir del dia de la cirugia a las ratas del grupo Adx+CSR se suministrd, tanto agua
de bebida corriente como, solucién de cloruro de sodio al 0.9%; mientras que las ratas
control y control sham recibieron solamente agua de bebida corriente. El alimento fue

ofrecido ad libitum en todos los casos.
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Las ratas fueron sacrificadas, para la obtencidon de rebanadas de cerebro vy

muestras de sangre, 14 dias después de la cirugia.

6.4 Registro del peso corporal

En las ratas control sham y Adx+CSR el peso corporal fue registrado diariamente a partir
del dia de cirugia y durante los 14 dias posteriores. Durante el mismo periodo se registré

el peso diario de animales control sin manipulacién quirdrgica ni hormonal.

6.5 Medicidn de los niveles plasmaticos de corticosterona

Se obtuvieron muestras de sangre del tronco de animales de los grupos control y control-
sham a las 7 h de la mafianay 7 h de la tarde y a las 8 h de la mafnana de animales del
grupo Adx+CSR. Se obtuvo el suero mediante centrifugacién y se mantuvo en congelacion

a -20°C hasta la medicion de la corticosterona.

La medicién de los niveles séricos de corticosterona se realizé mediante la prueba
de Radioinmunoanalisis (RIA) utilizando un equipo comercial (“Coat-a-Count”, Diagnostic

Products Corporation, Los Angeles, CA, USA).

6.6 Obtencion de rebanadas de cerebro

Las ratas fueron anestesiadas con hidrato de cloral, via intraperitoneal, a una dosis de 400
mg/kg. Bajo anestesia las ratas fueron perfundidas, via cardiaca, con 10 ml de solucién
extracelular baja en sodio, fria (2-4°C), previamente oxigenada. Los animales fueron
decapitados, se extrajo el cerebro y se colocd en solucidn baja en sodio, fria.
Inmediatamente después se obtuvieron rebanadas de 280 um de grosor del tallo cerebral
a nivel del NDR, usando un vibratomo (Electron Microscopy Science). Las rebanadas
fueron colocadas en solucién Ringer a temperatura ambiente, donde permanecieron al
menos una hora, antes de ser transferidas a la cdmara de registro. En todo momento las

soluciones fueron burbujeadas con carbégeno (95% O,, 5% CO,).
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6.7 Soluciones

Solucion extracelular baja en sodio (composicién en mM): sacarosa 220, KCl 2.5, NaH,PO,
1.25, MgS0O, 2, CaCl, 2, NaHCO; 26, d-glucosa 10; pH 7.35. Esta solucién tiene una
composicion similar a la solucién Ringer exceptuando el NaCl, que se substituyé por
sacarosa con la finalidad de mejorar la supervivencia de las neuronas durante la obtencién

de las rebanadas.

Solucion Ringer (composicion en mM): NaCl 124, KCl 2.69, KH,PO4 1.25, MgS0O4 2, NaHCO3
26, CaCl; 2, d-glucosa 10; pH 7.35.

6.8 Perfusion de la solucion

Para la obtencion de los registros las rebanadas fueron transferidas a una camara de
registro donde se mantuvieron perfundidas con solucién Ringer burbujeada con

carbogeno, a 31°C de temperatura, con un flujo de 5-6 ml/min.

6.9 Estudios electrofisiologicos

Se realizaron registros electrofisiolégicos en fijacion de corriente y voltaje en
configuracion de célula completa. Se utilizaron microelectrodos de borosilicato con una
resistencia de 3-8 MQ y una solucién interna con la siguiente composicién en mM:
gluconato de potasio 140, NaCl 5, MgCl, 1, HEPES 10, EGTA 0.02, MgATP 1.97, NaGTP 0.38
y biocitina 2.68; su osmolaridad fue de 285 mOsm y el pH de 7.3.

Las células fueron visualizadas en un monitor mediante el uso de un microscopio
de luz infrarroja (Olympus Instr. BWX51) y un objetivo de inmersidon en agua (60x). Se
utilizé un amplificador MultiClamp 700 A (Axon Instruments) para amplificar y filtrar las
sefiales. Las sefiales fueron digitalizadas con un equipo Digidata 1322A (Axon Instruments)
a una frecuencia de muestreo de 6 KHz y grabadas en una computadora para su posterior

analisis, usando el programa Clampex (Axon Instruments).

Se seleccionaron para registro células ubicadas en la linea media del NDR, con
caracteristicas morfoldgicas y electrofisiolégicas propias de neuronas serotoninérgicas:
didmetro ente 15 y 35 um, potenciales de accién con duracién mayor a 2 ms (Li y col.,
2001), inflexidon en la fase desendente, adaptaciéon, patrén de disparo ritmico y de baja
frecuencia (Vandermaelen y Aghajanian, 1983) y frecuencia de disparo mdxima de 16 Hz

producida por un estimulo despolarizante de 175 pA.
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En fijacion de voltaje, a un potencial de mantenimiento de -65 o -70 mV, se

realizaron registros continuos y registros con aplicacién de rampas y comandos de voltaje.

En fijacidn de corriente se realizaron registros continuos y registros con aplicacion
de pulsos de corriente, a un potencial de membrana de -70 mV. En algunos experimentos,
durante los registros continuos, se aplicd6 un pulso intermitente de corriente

hiperpolarizante (-50 pA) para la valoracion de los cambios de resistencia de la membrana.

6.9.1 Caracterizacion de las propiedades electrofisiolgicas

Para la obtencion de las caracteristicas del potencial de accién, la célula fue llevada a un
potencial de membrana cercano al potencial umbral y se le aplicd6 un estimulo
despolarizante de pequefia intensidad y duracién (25 pA y 30 ms, respectivamente) para

llevarla al potencial umbral.

La resistencia de la membrana fue obtenida en fijacién de voltaje, a un potencial
de mantenimiento de -65 mV, con la aplicacién de comandos de voltaje de las siguientes
caracteristicas: rango de voltaje entre -125 y -5 mV, 3 seg de duracién de cada comando,

intervalo entre comandos de 6 s.

6.9.2 Efecto de la nicotina sobre la frecuencia de disparo

El efecto de la nicotina sobre la frecuencia de disparo se estudié en fijacidn de corriente
con registro continuo a nivel del potencial umbral y con la aplicacién pulsos de corriente
despolarizante con incrementos de 25 pA y una intensidad maxima de 175 pA. La nicotina
se administré a una concentracién de 1 uM en la soluciéon de perfusién durante 5y 8

minutos.

6.9.3 Efecto de la nicotina y la serotonina sobre la corriente de potasio rectificadora

entrante

El efecto de la nicotina a una concentracion de 1 uM y de la serotonina a una
concentracion de 3 uM, se evalud en fijacion de voltaje mediante la aplicacion de

comandos de voltaje para la obtencion de curvas corriente-voltaje (I-V).
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6.10 Drogas

En este estudio se utilizaron nicotina, serotonina y los antagonistas de receptores
nicotinicos dihidro-p-eritroidina (DHBE) y metilcaconitina (MLA). Estas drogas fueron
disueltas en solucién Ringer y administradas mediante perfusién utilizando almacenes
adicionales conectados a la linea principal. Los stocks de nicotina y serotonina fueron

preparados el mismo dia de registro.

Todas las drogas utilizadas, ademas de la biocitina, la corticosterona y el colesterol,

fueron adquiridas de Sigma Aldrich RBI.

6.11 Estudio inmunohistoquimico

Con la finalidad de identificar la naturaleza quimica de las neuronas cuya actividad
electrofisioldgica fue registrada, las rebanadas fueron procesadas mediante el método
inmunohistoquimico de doble marcado. Al término del registro, el electrodo fue retirado
cuidadosamente para preservar la neurona y la rebanada fue incluida en una soluciéon

fijadora de paraformaldehido al 4% y acido picrico al 1%.

Después del periodo de fijacion, la rebanada fue incluida en agar para obtener de
ella rebanadas de 40 um de grosor. Estas rebanadas se expusieron a un conjugado
fluorescente de Cy3 y estreptavidina; este Ultimo compuesto reacciona con la biotina de la
biocitina (incorporada a la neurona cuya actividad fue registrada por haberse encontrado
presente en la solucion interna de llenado de los electrodos de registro), por lo que su uso
permitid identificar, mediante microscopia de fluorescencia, la neurona de la que se

obtuvo el registro.

Posteriormente, la rebanada que contenia la neurona de la que se obtuvo el
registro fue expuesta a un anticuerpo contra serotonina (anticuerpo primario). Después
del periodo de incubacidn, la rebanada se expuso a un anticuerpo contra el anticuerpo
primario (anticuerpo secundario). Este segundo anticuerpo estuvo conjugado al fluoréforo
Cy5, por lo que las células emisoras de la fluorescencia correspondiente a éste fueron

consideradas positivas a serotonina (5-HT+).

Asi, las neuronas de las que se obtuvo registro que emitieron la fluorescencia
correspondiente al Cy5 fueron consideradas 5-HT+. Estas neuronas ademas emitieron la
fluorescencia correspondiente al Cy3 por contener la estreptavidina unida a la biocitina

presente en ellas.
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6.12 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé fuera de linea usando el software Clampfit (Axon
Instruments, Union City, CA) y el paquete estadistico y graficador, Origin v. 6. Microcal
(Northampton MA and Systat, Richmond CA).

Los resultados se expresan como promedio * el error estandar (E.E.). Las pruebas
estadisticas utilizadas fueron: ANOVA de dos o tres vias y prueba T de Student. Una

p<0.05 fue considerada estadisticamente significativa.
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7. RESULTADOS

7.1 Ganancia de peso corporal

El promedio del peso corporal en el dia cero (dia de realizacion del procedimiento
quirargico) fue similar entre los animales de los tres grupos: control: 105+3.25 g (n=10);
control sham: 103+7.27 g (n=15) y Adx+CSR: 101+1.49 g (n=33). Las curvas de ganancia de
peso durante los 14 dias posteriores al procedimiento quirurgico se presentan en la figura
7.1. Después de 14 dias, las ratas del grupo control alcanzaron un peso corporal de
178.615.45 g, el cual fue similar al alcanzado por el grupo control sham (179.3+28.5 g), sin
embargo, el peso alcanzado en el mismo periodo por las ratas del grupo Adx+CSR fue
solamente de 138.07+2.26 g. El andlisis estadistico de la ganancia de peso en los tres
grupos se realizd mediante la prueba de ANOVA de dos vias de mediciones repetidas,
habiéndose encontrado que las curvas de ganancia de peso del grupo control y control
sham no fueron significativamente diferentes entre si, pero ambas fueron

estadisticamente diferentes de la curva de ganancia de peso del grupo Adx+CSR (P<0.001).
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Figura 7.1 Curvas de ganancia de peso de los animales control, control sham y Adx+CSR. Los resultados se
presentan como promedio * E.E. El dia cero de registro corresponde al dia de realizacidn del procedimiento
quirdrgico. Las curvas muestran que mientras los animales de los grupos control (rombos negros, n=10) y
control sham (circulos claros, n=15) alcanzaron un peso similar al dia 14, los animales del grupo Adx+CSR
(triangulos grises, n=33) tuvieron una ganancia de peso significativamente menor que los controles. El
analisis de los datos, mediante la prueba de ANOVA de dos vias de mediciones repetidas, sefialé que las
curvas de ganancia de peso de los grupos control y control sham no fueron significativamente diferentes

entre si y que la curva de ganancia de peso de las ratas Adx+CSR fue significativamente diferente de las
curvas de los grupos control y control sham (P<0.001).
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7.2 Niveles plasmadticos de corticosterona

Los niveles plasmaticos de corticosterona fueron medidos 14 dias después del
procedimiento quirdrgico. Los animales de los grupos control y control sham presentaron
valores similares por lo que se analizaron en conjunto; en estos animales el valor matutino
(muestras obtenidas a las 7 de la mafana) fue de 23.8+8.9 ng/ml (n=9) y el valor
vespertino (7 de la tarde) fue de 160%2.2 ng/ml (n=9) (Fig. 7.2). En los animales del grupo
Adx+CSR se obtuvo un valor de 100.2+15.5 ng/ml (n=9) en muestras obtenidas durante la
mafiana.
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Figura 7.2 Niveles plasmaticos de corticosterona en los animales de los grupos control,
control sham y Adx+CSR. Los valores en los grupos control y control sham fueron similares

por lo que se grafican juntos. Valores expresado como promedios * el error estandar.
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7.3 Caracteristicas electrofisiologicas de las neuronas 5-HT+ y 5-HT- del NDR

identificadas mediante inmunohistoquimica

En el grupo control sham las neuronas positivas (5-HT+) y negativas (5-HT-) a serotonina
presentaron caracteristicas similares a las reportadas previamente (Galindo-Charles y col.,
2008). Las neuronas 5-HT+ presentaron potenciales de accidn de una duracién (medida en
la base) de 3.3440.19 ms (n=17, Fig. 7.3 A, trazo superior), la cual fue significativamente
mayor que la de las neuronas 5-HT- (1.77£0.07 ms, n=7; Fig. 7.3 B, trazo superior) (prueba
T de Student, P<0.001).

El 86% de las neuronas 5-HT+ presentaron una inflexion en la fase de
repolarizacion del potencial de acciéon (Fig. 7.3 A). Como se muestra en los trazos
intermedios de las figura 7.3 A y B, la posthiperpolarizacién de las neuronas 5-HT+ tuvo
una duracién significativamente mayor que la exhibida por las neuronas 5-HT-, 150+10.21
ms y 108.451+19.65 ms, respectivamente (prueba T de Student, P<0.05).

Tras la aplicacién de un protocolo de pulsos despolarizantes, las neuronas 5-HT+
presentaron un disparo lento y ritmico, cuya frecuencia no excedié de 16 Hz con la
aplicaciéon de una corriente despolarizante de 175 pA, mientras que, con esta misma
corriente, las neuronas 5-HT- presentaron una frecuencia superior a los 20 Hz (Fig. 7.3 Ay

B, trazos inferiores).
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7.3.
electrofisiologicas de las neuronas 5-
HT+ y 5-HT- del NDR e identificacion
mediante

Figura Caracteristicas

inmunofluorescencia de
doble marcado. A. Caracteristicas
electrofisiolégicas de una neurona 5-
HT+, en el

trazo superior puede

apreciarse la gran duracion del
potencial de accién (3.5 ms, medida
en la base); en el trazo intermedio se
muestra la posthiperpolarizacién, que
en esta célula tuvo una duracién de
129 ms, mientras que en el trazo
inferior puede apreciarse la relativa
baja frecuencia de disparo (7 Hz)
obtenida con la aplicacion de una
corriente despolarizante de 175 pA.
B. Se muestran las caracteristicas
electrofisiolégicas de una neurona 5-

HT-, en el trazo superior se aprecia la

corta duracién del potencial de
accion (1.6 ms); en el trazo
intermedio se observa la menor

duracion de la posthiperpolarizacion
(78 ms) en comparacién con la
neurona 5-HT+, mientras que en el
trazo inferior se muestra la alta
frecuencia de disparo exhibida tras la
aplicacion de una corriente
despolarizante de 175 pA (21 Hz). C.
Inmunofluorescencia de la neurona
5-HT+ actividad

electrofisiolégica se presenta en la

cuya

seccion A de esta figura; en la imagen
superior se muestra la fluorescencia
correspondiente al Cy3 unido a la

A 5-HT+
20 mV
-35 mV- 2ms
| 10 mV
-40 mvj V 40 ms
20 mV
-70m 400 ms
C
Biocitina
Anti-5-HT

5-HT-

-35 mV-

-70 mV-

biocitina, lo que indica que la neurona fluorescente es aquella de la que se obtuvo el registro. La imagen

intermedia muestra, en el mismo campo, la fluorescencia correspondiente al Cy5 unido indirectamente a la

serotonina, por lo que las células fluorescentes son positivas para 5-HT (5-HT+); en la imagen inferior, la

sobreposiciéon de los campos indica que la neurona de la que se obtuvo el registro fue 5-HT+, ya que

presentd ambas marcas fluorescentes. D.

Inmunofluorescencia de la neurona 5-HT- cuya actividad

electrofisioldgica se muestra en la seccidon B de esta figura; en la imagen superior se observa la neurona

registrada ya que exhibe la fluorescencia indicadora de la presencia de biocitina, en la imagen intermedia el

mismo campo con la fluorescencia indicadora de la 5-HT donde se aprecia que la neurona registrada no

emitio tal fluorescencia, en el trazo inferior la sobreposicion de los campos confirma que la neurona

registrada fue negativa a 5-HT.
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7.4 Caracteristicas electrofisiolégicas de las neuronas 5-HT+ de los grupos control y
Adx+CSR

Los valores obtenidos de los parametros electrofisiolégicos en las neuronas
serotoninérgicas del NDR, de los grupos control sham y Adx+CSR, se presentan en el
cuadro 7.1; como puede observarse, la duracién del potencial de accién en las neuronas
de los animales del grupo Adx+CSR tendié a ser mayor que en los animales control, sin
embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa. Asimismo, la duracién de la
PHP fue ligeramente superior en el grupo Adx+CSR en comparacién con el control, pero
esta diferencia tampoco fue estadisticamente significativa. De manera similar, los demas

pardmetros no resultaron estadisticamente diferentes.

Cuadro 7.1. Valores de parametros electrofisioldgicos de neuronas serotoninérgicas de los grupos
control sham y AdxCSR. Los resultados se expresan como promedio * E.E.

Parametro

Control (n=17)

AdXCSR (n=20)

Resistencia (MQ)

418.31£29.53

414.77+20.27

Potencial umbral (mV) -37+6 -35+6
Amplitud del potencial de

» 53+4 58 +2
accién (mV)
Duracién del potencial de

B 3.3410.20 3.51+0.19
accion (ms)
Duracion 1/2 del potencial de

B 1.1+0.04 1.2 £0.07
accion (ms)
Amplitud de la

10+£0.9 9.9+0.7

posthiperpolarizacién (mV)

Duracion de la

posthiperpolarizacién (ms)

150.98 +£10.21

156.82+14.56

56




7.5 Efecto de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de las neuronas del grupo control

En animales control sham se obtuvieron registros en fijaciéon de corriente, con
administracidn de nicotina en perfusidn, a una concentracién de 1uM. La nicotina provoco
un incremento significativo de la frecuencia de potenciales de accién (frecuencia de
disparo) en el 100% de las neuronas 5-HT+ del NDR (Fig.7.4). La frecuencia de disparo
alcanzé valores de 2.2 veces el valor control (de 0.74+0.2 a 1.66+0.18 Hz) y presentd una
latencia de 316+65.4 segundos; este efecto persistié aun después de retirar la nicotina,

requiriéndose entre 20 y 30 minutos para la recuperacién de la frecuencia basal.
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Figura 7.4 Efecto estimulador de la nicotina en neuronas serotoninérgicas del NDR de animales control. A.
Registro continuo de potenciales de accion en que se observa incremento de la frecuencia de disparo por la
administraciéon de nicotina (1uM). B. Histograma de la frecuencia de disparo donde se aprecia el
incremento, de larga duracién, ocasionado por la administracién de nicotina 1uM. Los resultados se
presentan como promedio * E.E (n=15).
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El efecto estimulador de la nicotina fue reproducido por una segunda
administracion de la droga (Fig. 7.5). Tras la segunda administracién el aumento de la

frecuencia de disparo fue de menor magnitud y duracién que con la primera
administracion.
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Figura 7.5 Aumento reproducible de la frecuencia de disparo generado por la doble administraciéon de
nicotina en una neurona 5-HT+ del NDR. A. Registro continuo de potenciales de accion en el que se observa
que una segunda administracién de nicotina también generd aumento de la frecuencia de disparo (con fines

ilustrativos se eliminé el tiempo de lavado). B. Histograma de frecuencia correspondiente a la misma célula.
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El efecto estimulador de la nicotina sobre la frecuencia de disparo se observé también en
registros obtenidos mediante aplicacion de pulsos crecientes de corriente despolarizante.
En la figura 7.6 A se muestra un registro representativo y en la seccién B de la misma, se
presentan las curvas intensidad de corriente-frecuencia de disparo (intensidad-frecuencia)
obtenidas en condicién control y tras la administracion de nicotina 1uM; donde se
observa que la nicotina incrementd la frecuencia de disparo desarrollada con todos los
valores de corriente, lo que indujo desviacion hacia arriba de la curva intensidad-

frecuencia, indicativo del aumento en la excitabilidad de tales células.
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Figura 7.6 Efecto de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de una neurona serotoninérgica del NDR.
A. Registro de potenciales de acciéon provocados por la aplicacion de pulsos de corriente, antes y a los 5
minutos de administracién de nicotina (1uM). La administracién de nicotina produjo incremento de la
frecuencia de disparo en los diferentes niveles de estimulacion B. Curvas intensidad-frecuencia donde se
observa que la administracion de nicotina produjo un desplazamiento a la izquierda y hacia arriba de la

curva.
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7.6 Efecto de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de neuronas serotoninérgicas del
NDR del grupo Adx+CSR

En registros continuos de neuronas 5-HT+ del grupo Adx+CSR la nicotina disminuyd la
frecuencia de disparo (efecto inhibidor) (Fig. 7.7) en 11 de 14 células (78.6 %), en dos
células provocé aumento de la frecuencia (14.3 %) y en una de ellas no tuvo efecto sobre
la frecuencia de disparo (7.1 %). El efecto inhibidor se manifestd, en algunas células,
mediante abolicién total del disparo e hiperpolarizacion durante algunos minutos,
mientras que en otras sélo se presentd disminucién significativa de la frecuencia de
disparo. En la figura 7.8 se comparan graficamente los efectos de la nicotina en el grupo
control y el grupo Adx+CSR.
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Figura 7.7 Efecto inhibidor de la nicotina en neuronas 5-HT+ del NDR de los animales Adx+CSR. A. Registro
continuo de potenciales de accidn en que se observa inhibicién total del disparo por la administracién de
nicotina (1uM). B. Histograma de frecuencia donde se aprecia el efecto inhibidor, de larga duracién,
ocasionado por la administracién de nicotina 1uM (n=11).
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Figura 7.8 Efecto de la nicotina sobre las neuronas serotoninérgicas de los grupos control-sham y
Adx+CSR. Se observa que en las células del grupo control el efecto fue estimulador en todos los casos,
mientras que el efecto dominante (78.6 % de las células) en el grupo Adx+CSR fue inhibidor.

La disminucién de la frecuencia de disparo en estas células fue reproducido por
exposiciones repetidas a la nicotina. En la Figura 7.9, se muestra el registro de una célula a
la que se administrdé nicotina 30 minutos después de la primera exposiciéon (con fines
ilustrativos se omiti6 parte del registro), como puede observarse, la segunda
administracion también generd inhibicién del disparo.

Nicotina Nicotina

2 min

Figura 7.9 Reproducibilidad del efecto inhibidor de la nicotina sobre la frecuencia de disparo en una
neurona 5-HT+ del grupo Adx+CSR. Registro continuo de potenciales de accién en el que se observa que
una segunda administracion de nicotina también generd inhibicion del disparo neuronal (con fines
ilustrativos se omitio parte del registro).

61



El efecto inhibidor predominante de la nicotina sobre la frecuencia de disparo en
las neuronas serotoninérgicas del grupo Adx+CSR también se observd en registros con
aplicacion de pulsos de corriente despolarizante, lo que se aprecia en la figura 7.10 A. Tras
la administracion de nicotina a una concentracion de 1uM, se presentd disminucion
significativa del disparo neuronal, con ausencia del mismo a niveles de estimulacion en los
que previamente se habia presentado. Las curvas intensidad-frecuencia correspondientes
se presentan en la seccidn B de esta figura y muestran que la frecuencia desarrollada con
la mayor intensidad de corriente fue aproximadamente 50% de la alcanzada antes de la
administracion de nicotina. Este efecto indujo desviacion hacia abajo y a la derecha de la
curva intensidad-frecuencia (Fig. 7.10 B).
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Figura 7.10 Efecto inhibidor de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de neuronas 5-HT del NDR del
grupo Adx+CSR. A. Registro de potenciales de accion provocados por la aplicacion de pulsos de corriente
despolarizante creciente a partir de un potencial de -70mV, antes y a los 3 minutos de la administracidn de
nicotina (1uM), donde puede apreciarse el efecto inhibidor de la nicotina sobre la frecuencia de disparo. B.
Desplazamiento a la derecha y hacia abajo de la curva intensidad-frecuencia causado por la administracion

de nicotina (resultados presentados como promedio * E.E., n=9).
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7.7 Efecto de la nicotina sobre la corriente rectificadora entrante

En experimentos de fijacién de voltaje, con aplicacion de comandos de voltaje, se
obtuvieron las curvas corriente-voltaje (I-V) generadas por la administracién de nicotina
en perfusion, a una concentracidon de 1uM. En el grupo Adx+CSR la nicotina produjo una

corriente rectificadora entrante significativamente mayor que en el grupo control (Fig.
7.11).
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Figura 7.11 Curvas I-V obtenidas en neuronas 5-HT+ del NDR del grupo control-sham y Adx+CSR. En las
neuronas del grupo Adx+CSR (B) la nicotina indujo una corriente rectificadora entrante mayor que en el
grupo control sham (A). En C se presentan las curvas resultantes de la resta de la corriente control a la
corriente generada por la nicotina en los dos grupos, donde se observa la mayor corriente rectificadora

entrante ocasionada por la administracién de nicotina en el grupo Adx+CSR. Los resultados se presentan
como promedio * E.E. (n=5).
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7.8 Participacion de los receptores serotoninérgicos 5-HT;5 en el efecto de la nicotina
sobre la frecuencia de disparo

Teniendo en cuenta que el efecto inhibidor de la nicotina sobre neuronas presuntamente
serotoninérgicas del NDR depende de la liberacion de serotonina al interior de este nucleo
(Li y col., 1998; Mihailescu y col., 1998), se procedié a evaluar farmacolégicamente la
participacion de la 5-HT y de los autorreceptores 5-HT;4, en el efecto de la nicotina en
ambos grupos de estudio.

En el grupo control sham, el bloqueo selectivo de los receptores 5-HT14, con WAY
100635 (25 nM), incremento la frecuencia de disparo en un 20% del valor control (de 0.76
10.14 Hz a 0.91£0.06, n=6) de las neuronas 5-HT+. La posterior administracién de nicotina
(1 uM) junto con el WAY 100635, incrementd la frecuencia de disparo a 3.87+0.25 Hz, un
valor de 5.1 veces la frecuencia control (Fig. 7.12). En comparacion, la frecuencia de
disparo generada por la nicotina, en ausencia de WAY100635, fue solamente de 2.2 veces
la frecuencia control (Fig. 7.4 B).
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En las neuronas del grupo de animales Adx+CSR, el WAY100635 (25 nM) indujo un
incremento de 1.77 veces en la frecuencia de disparo de las neuronas 5-HT+ del NDR (de
0.72+0.21 a 1.28+0.25, n=6; Fig. 7.12 By 7.13 B). De manera opuesta a lo observado en
ausencia del WAY 100635, condicion en la que el efecto predominante de la nicotina fue
inhibidor (Fig. 7.13 A), la administracién de nicotina (1 uM), en presencia de este
antagonista indujo, en todas las neuronas estudiadas, incremento de la frecuencia de

disparo (Fig. 7.13 Ay B), habiéndose alcanzado valores de 2.1+0.42 Hz, 2.91 veces el valor
control (Fig. 7.12 B).
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Figura 7.13 Efecto del antagonista selectivo de los receptores 5-HT;,, WAY 100635, sobre la respuesta
inhibidora a la nicotina de las neuronas 5-HT+ del NDR en animales del grupo Adx+CSR. A. Histograma de
frecuencia donde se aprecia inhibicién completa del disparo neuronal tras la primera administracidon de
nicotina (1uM). Una vez recuperado el disparo, la administracién de WAY 100635 (25nM) indujo incremento
de la frecuencia de disparo; la adicién de nicotina en esta condicién ocasiond un pequefio efecto inhibidor
seguido por un aumento significativo de la frecuencia de disparo. B Histograma de frecuencia donde se
observa incremento ligero de la frecuencia de disparo por administracion de WAY 100635 (25nM) vy el
aumento adicional, de larga duracién, generado por la adicidn subsecuente de nicotina (1puM). Los

resultados se presentan como promediozE.E. (n=6).
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El analisis estadistico de tales resultados, realizado mediante la prueba ANOVA de
dos vias de medidas repetidas, arrojo que: en ambos grupos, el incremento de la
frecuencia de disparo causado por el WAY100635 y por la nicotina en asociacidon con
WAY100635, fue estadisticamente significativo y que el incremento inducido por la
nicotina en asociacién con WAY100635, fue significativamente mas alto en el grupo
control que en el grupo Adx+CSR.

Resultados similares se obtuvieron en experimentos con aplicaciéon de pulsos de
corriente. En ambos grupos, el WAY 100635 (25 nM) incrementd la frecuencia de disparo
por pulso despolarizante (Fig. 7.14 A y B). Esto resulté en desplazamiento a la izquierda y
elevacién de la curva intensidad-frecuencia. En presencia de este antagonista, la
administraciéon de nicotina (1 uM), indujo un desplazamiento adicional y una mayor
elevacién de la curva (Fig. 7.14 A y B). El Andlisis de varianza de tres vias de las curvas
obtenidas, indic6 que el incremento causado por la nicotina en asociacién con
WAY100635 fue estadisticamente significativo en ambos grupos de animales. De manera
similar a lo observado en registro continuo, en el grupo control, el incremento de
frecuencia provocado por la nicotina fue mayor en presencia de WAY100635 que en
ausencia del bloqueo de los receptores 5-HT;4 (Fig. 7.6).
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Figura 7.14 Efecto del WAY 100635 y de nicotina en presencia de WAY 100635, sobre la frecuencia de
disparo de neuronas 5-HT+ del NDR. A. Curvas intensidad-frecuencia obtenidas de células de animales
control sham, mediante la aplicacidn de pulsos despolarizantes. B. Resultados obtenidos en los animales del
grupo Adx+CSR donde se observa que el bloqueo de los receptores 5-HT1, evitd la disminucion del disparo
causada por la nicotina. Los resultados se presentan como promedio*E.E. (n=6).

66



7.9 Efecto de la serotonina sobre la corriente rectificadora entrante de potasio en
neuronas 5-HT+ del NDR de los grupos control sham y Adx+CSR

En experimentos de fijacién de voltaje, con aplicacion de comandos de voltaje, se
obtuvieron las curvas |-V generadas por la administraciéon de 5-HT en perfusién, a una
concentracion de 3 uM, en ambos grupos de animales. En las neuronas del grupo Adx+CSR
(Fig. 7.15 B, n=5) la 5-HT produjo una corriente rectificadora entrante significativamente
mayor que la generada en las neuronas del grupo control sham (Fig. 7.15 A, n=5)). Asi, por
ejemplo, a un potencial de -125 mV, en el grupo control sham la serotonina generd una
corriente de 55.03+17.90 pA (n=5), mientras que en las neuronas del grupo Adx+CSR la
corriente generada fue de 149.86+18.48 pA (Fig. 7.15 C, n=5).
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Figura 7.15 Curvas |-V obtenidas por administracion de 5-HT a una concentracién de 3 uM en neuronas de
los grupos control sham y Adx+CSR. En las neuronas del grupo Adx+CSR (B) la 5-HT indujo una corriente
rectificadora entrante significativamente mayor que en el grupo control sham (A). En C se presentan las
curvas resultantes de la resta de la corriente control a la corriente generada por la 5-HT en ambos grupos,
donde se observa la mayor corriente rectificadora entrante ocasionada por la administracién de 5-HT en el
grupo Adx+CSR. Los resultados se presentan como promedio * E.E. (n=5).
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7.10 Participacion de los receptores nicotinicos tipo o432 en el efecto inhibidor de la

nicotina sobre la frecuencia de disparo neuronal

En las neuronas 5-HT+ del NDR del grupo Adx+CSR, la administracion de DHBE (1uM)
redujo el efecto inhibidor de la nicotina sobre la frecuencia de disparo tanto en amplitud
como en duracién en el 100% (n=5) de las células estudiadas. Como puede observarse en
la figura 7.16, la administracion de nicotina en ausencia de DHBE produjo una inhibicién
completa y prolongada de la frecuencia de disparo. Sin embargo, como se muestra en la
seccion B de la misma figura, en presencia de DHBE, la inhibicién de la frecuencia de
disparo fue incompleta y de corta duracién. A continuacién se presentd un incremento
significativo la frecuencia que persistido por varios minutos aun después de retirada la
nicotina.
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Figura 7.16 Bloqueo del efecto inhibidor de la nicotina, en neuronas 5-HT+ del NDR del grupo Adx+CSR,
por la DHBE. En A. se observa la inhibicién de la frecuencia de disparo generada por la primera
administracion de nicotina (1uM) y el bloqueo de este efecto por la incubacién de la rebanada con DHJE a
una concentracion de 1uM (con fines ilustrativos se omitié parte del tiempo de registro). B. Histograma de la
frecuencia de disparo de las neuronas registradas. La inhibicion del disparo, completa y duradera (=25 min),
observada tras la primera administracién de nicotina fue bloqueada por la administracion de DHBE; en su
lugar se observd una disminucién de menor magnitud y breve duracién tras la administraciéon de nicotina
(1puM), seguida de aumento significativo de la frecuencia. Los resultados se presentan como promedio=£E.E.
(n=5)
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7.11 Participacion de los receptores nicotinicos a7 en el efecto inhibidor de la nicotina

sobre la frecuencia de disparo neuronal

La participacion de los receptores nicotinicos tipo o7 fue estudiada mediante la
administraciéon, en la solucidn de perfusién, del antagonista selectivo de los receptores
nicotinicos a7, metilcaconitina (MLA), a una concentracion de 25 nM. Las rebanadas
fueron expuestas al antagonista durante 10 minutos previo a la administracion de nicotina
(1uM). En las neuronas 5-HT+ del NDR del grupo Adx+CSR, la administracién de MLA no
evitd el efecto inhibidor de la nicotina (n=5); lo que indica que este efecto fue

independiente de los receptores nicotinicos a7.
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8. DISCUSION

8.1 Ganancia de peso corporal

La ganancia de peso en los animales del grupo Adx+CSR fue significativamente inferior que
en los grupos control y control sham, habiendo sido sélo aproximadamente del 50% de la
ganancia presentada por los animales control; asi el peso alcanzado por dicho grupo fue
de 138.07+2.26 g, mientras que en los grupos control y control sham fue de: 178.6£5.45 g
y 179.3+£28.5 g, respectivamente. Resultados similares fueron reportados por Akana y col.
(1985) usando adrenalectomia bilateral y capsulas con 50 mg de corticosterona. La menor
concentracion de corticosterona en sus cdpsulas resultd en una menor concentracion
plasmatica de la hormona en sus animales (80 ng/ml). Akana y col. también demostraron
que los niveles plasmaticos de corticosterona superiores a 75 ng/ml disminuyeron la tasa
de ganancia de peso corporal debido a la disminucidon de la ingestién de alimento,
producida por disminucion del apetito. Mas recientemente Donner y col. (2012) han
atribuido la disminucidn de la tasa de ganancia de peso, inducida por la corticosterona, al
incremento del catabolismo de lipidos y proteinas musculares, lo que concuerda con los
efectos metabdlicos de estas hormonas. Estos datos confirman que nuestros animales del
grupo Adx+CSR estuvieron expuestos a una concentracion diaria promedio de
corticosterona mayor que los animales control, lo cual cumple con una de las

caracteristicas de este modelo de depresién.

8.2 Niveles plasmaticos de corticosterona

Los valores de concentracidn plasmatica de corticosterona en los animales control fueron
similares a los reportados por Ishikawa y col. (1995) y son representativos del ciclo
circadico de secrecidon de estas hormonas en roedores, con valores maximos durante la
tarde y minimos en la manana. En los animales del grupo Adx+CSR la concentracién
plasmatica matutina de corticosterona (100.2 + 15.5 ng/ml) fue aproximadamente 9%
superior al promedio de los valores minimo y maximo de los animales control (91.9
ng/ml). Aunque en este grupo sélo se midid la concentracién de corticosterona en la
manana se infiere que dicha concentracién fue similar durante el dia, toda vez que, en
estos animales, el origen de dicha hormona fue la capsula subcutdnea de corticosterona.
Asimismo en los trabajos de Akana y col. (1985) y Leitch y col. (2003), quienes utilizaron

una manipulacidén hormonal similar, se encontraron niveles constantes de esta hormona a

70



lo largo del dia, sin variaciones circadicas, condicién reportada como “aplanamiento del

nivel plasmatico de corticosterona”.

La concentracion plasmatica de corticosterona en los animales del grupo Adx+CSR,
asi como la menor tasa de ganancia de peso en ellos, son indicativos de que nuestro
modelo experimental reprodujo el perfil moderadamente alto y aplanado de la
concentracion plasmatica de glucocorticoides, condiciones similares a las observadas en

pacientes con depresion (Weber y col., 2000).

El uso de animales expuestos a corticosterona como modelos experimentales de
depresion, tiene soporte en estudios recientes (Donner y col., 2012, Gourley y Taylor,
2009; Lee y col., 2010) que han demostrado que la administracion crénica (entre 2
semanas y un mes) de dosis bajas de corticosterona (5-7 mg/Kg por dia), por via oral en
ratas y ratones, produce una condicién persistente, de larga duracion, similar al estado
depresivo, caracterizado por comportamientos similares a los de desesperanza y
anhedonia. No obstante que no hay reportes de estudios conductuales en animales
expuestos a la corticosterona mediante cdpsulas subcutaneas, en el estudio de Leitch y
col. (2003), en el que se utilizé este tipo de manipulacién, se encontraron efectos similares
en las concentraciones plasmaticas de corticosterona, en el ritmo de actividad del eje
hipotdlamo-hipodfisis-adrenales, ganancia de peso corporal y peso de las glandulas
adrenales; a las encontradas en los estudios con administracidon oral de la corticosterona
(Donner y col., 2012, Gourley y Taylor, 2009). Lo que permite considerar que nuestros

animales del grupo Adx+CSR pueden representar un modelo animal de depresion.

8.3 La exposicion a concentraciones constantes, moderadamente altas de
corticosterona, no provocé cambios en las propiedades electrofisiolégicas intrinsecas de

las neuronas serotoninérgicas del NDR

Los valores de resistencia de la membrana y las caracteristicas del potencial de accidn,
encontradas en las células identificadas mediante inmunohistoquimica como
serotoninérgicas, se corresponden con aquellas reportadas en otros trabajos
(Vandermaelen y Aghajanian, 1983; Beck y col., 2004).

La resistencia de la membrana y diversos pardmetros del potencial de accion como
son su amplitud y duracidn, asi como la amplitud y duracién de la posthiperpolarizacién,
no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el
grupo Adx+CSR, lo que indica que la exposicidn a concentraciones moderadamente altas y

constantes de corticosterona no afecta la expresién y funcionalidad de los canales
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determinantes de la resistencia de la membrana y del potencial de accién en estas células.
Al respecto, en neuronas piramidales de la regién CA1 del hipocampo, se ha encontrado
que la activacién del receptor de glucocorticoides incrementa la transcripcion de los genes
de los canales de calcio tipo L y P pero no del tipo N (Nair y col.,1998), lo cual induce
incremento de la amplitud de las corrientes de calcio inducidas por despolarizaciéon y de la
activacion de los canales de potasio dependientes de calcio; lo que a su vez puede
provocar incremento de la amplitud y duracién de la posthiperpolarizaciéon y disminucién
de la frecuencia de disparo generada por pulsos de corriente despolarizante (Joels and
Kloet, 1989). Sin embargo, en nuestro trabajo no se observaron tales efectos,
probablemente porque las neuronas serotoninérgicas del NDR expresan principalmente
canales de calcio tipo N y pocos canales tipo L, pero no expresan canales tipo P (Penington
y Fox, 1995). Otra posible explicacion es que las neuronas serotoninérgicas del NDR
liberan continuamente pequefnas cantidades de 5-HT dentro del NDR, lo cual inhibe sus
propios canales para calcio mediante la activacién de los autorreceptores 5-HTia

(Penington y col., 1991).

8.4 El efecto de la nicotina sobre la frecuencia de disparo de las neuronas 5-HT+ del NDR

en animales control fue excitador

De manera similar a lo encontrado previamente por Mihailescu y col. (1998, 2002), la
administracion de nicotina provocd incremento de larga duracién de la frecuencia de
potenciales de accidn en las neuronas serotoninérgicas del NDR de los animales control.
Acciones excitadoras semejantes han sido reportadas por otros autores (Li y col., 1998;
Chang y col., 2011). Tales acciones pueden explicarse por un efecto excitador directo de la
nicotina, a través de la estimulacion de receptores nicotinicos a4p2 y a7 presentes en las
neuronas 5-HT+ de este nucleo (Bitner y col., 2000; Bitner y Nikel, 2002; Galindo-Charles y
col., 2008) y cuya estimulacion aumenta la conductancia para cationes, principalmente
calcio (McGehee y Role, 1995, Fuucile, 2004). Sin embargo, la gran duracion del efecto
estimulador y su persistencia después de retirado el farmaco, indican la posible
participaciéon de un efecto indirecto, de facilitacién de la liberacion de uno o varios
neurotransmisores excitadores por la nicotina dentro del NDR. En este sentido Li y col.
(1998) demostraron que los efectos estimuladores de la nicotina son mediados, en parte,
por la liberacion presinaptica de noradrenalina. Lo que concuerda con lo reportado por
VanderMaelen y Aghajanian (1983) en relacion con el aumento de la frecuencia de disparo
de las neuronas serotoninérgicas del NDR, generado por los agonistas de receptores al

adrenérgicos. Adicionalmente, en un estudio reciente de nuestro laboratorio (Gardufio y
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col., 2012), se comprobd que la estimulacion de receptores o432 por la nicotina provoca
aumento de la frecuencia de corrientes postsinapticas excitatorias en neuronas 5-HT+ del
NDR; efecto suprimido por el bloqueo de los receptores glutamatérgicos tipo AMPA-
kainato. De tal manera, es factible que el efecto excitador de la nicotina observado en este
trabajo se deba tanto a un efecto estimulador directo (postsindptico), como a un efecto
presinaptico mediado por la liberacion de neurotransmisores excitadores como el

glutamato y la noradrenalina.

8.5 El efecto de la nicotina en las neuronas 5-HT+ de los animales Adx+CSR fue

predominantemente inhibidor

De manera sobresaliente, el efecto dominante de la nicotina sobre la frecuencia de
disparo en las neuronas 5-HT+ de los animales expuestos a niveles constantes,
moderadamente altos, de corticosterona, fue inhibidor, habiéndose observado no sdlo
disminucion de la frecuencia de disparo, sino, ausencia total del disparo por periodos de
hasta media hora. Sin embargo, debido a que los receptores nicotinicos son canales
idnicos para cationes, cuya estimulacion genera despolarizacion (Albuquerque y col.,
2009), es factible que dicho efecto inhibidor de la nicotina sea indirecto, a través de la
estimulacion de la secrecion de un neurotransmisor con efectos inhibidores sobre las
neuronas serotoninérgicas del NDR, como la 5-HT misma. Se ha comprobado que la 5-HT
puede ser secretada dentro del NDR desde el soma y las dendritas de las neuronas
serotoninérgicas, mediante un mecanismo dependiente de la despolarizacién celular
(Adell y col., 1993). Asimismo diversos estudios confirman que la nicotina incrementa la
liberacion de 5-HT dentro del NDR (Mihailescu y col.,, 1998, 2001, 2002). El efecto
inhibidor de la serotonina en estas células depende de la participacion de los
autorreceptores 5-HT;4, cuya estimulacién provoca aumento de la conductancia para K*
(Penington y col., 1993) y por lo tanto, reduccién de la excitabilidad neuronal, que puede

manifestarse con disminucién o ausencia del disparo neuronal.

Bajo estas consideraciones la prevalencia de efectos inhibidores de la nicotina en
los animales Adx+CSR puede ser explicada por una mayor liberacién de 5-HT generada por
la nicotina en estos animales. Una mayor liberacion de 5-HT podria deberse a aumento en
la sintesis y almacenamiento de 5-HT, por incremento de la actividad de la hidroxilasa de
triptéfano, causado por la exposicién a corticosterona (Malek y col., 2007; Abumaria y
col., 2008; Donner y col., 2012). Asimismo, la prevalencia de efectos inhibidores podria ser

debida a una disminucién en la recaptura de serotonina, causada por la corticosterona, a
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través de la inhibicidn del transportador de cationes orgdnicos 3 (Baganz y col., 2010), el
cual se expresa en el NDR (Amphoux y col., 2006).

8.6 La exposicion a concentraciones moderadamente altas y constantes de
corticosterona indujo incremento de la corriente rectificadora entrante causada por la
nicotina

La administracion de nicotina provocd una corriente rectificadora entrante que fue
considerablemente mayor en los animales expuestos experimentalmente a corticosterona
que en los animales control y fue similar a la ocasionada por la 5-HT. Esta corriente puede
ser explicada por efecto de la 5-HT secretada en respuesta a la estimulacidn nicotinica. La
5-HT puede originar dicha corriente en las neuronas serotoninérgicas del NDR, mediante
su uniodn a los autorreceptores 5-HT;4, cuya estimulacidn favorece la apertura del canal de
potasio rectificador entrante dependiente de proteinas G (GIRK) (Aghajanian y Sanders-
Bush, 2002). Asi, la estimulacion de dichos receptores da como resultado reduccion de la

excitabilidad celular por incremento de la permeabilidad de la membrana al potasio.

A su vez, la mayor corriente rectificadora entrante de potasio, en los animales del
grupo Adx+CSR, puede deberse a una mayor liberacion de 5-HT resultado de la
estimulacion nicotinica y explicar la prevalencia del efecto inhibidor de la nicotina sobre la

frecuencia de disparo de las neuronas serotoninérgicas del NDR, en este grupo.

8.7 La corriente rectificadora entrante de potasio causada por la serotonina fue mayor

en los animales expuestos experimentalmente a la corticosterona

En las neuronas 5-HT+ del NDR, la corriente rectificadora entrante de potasio generada
por la 5-HT, fue significativamente mayor en los animales del grupo Adx+CSR, que en los
animales control. Estos hallazgos indican que la exposicidn a corticosterona, utilizada en
este modelo experimental, incrementa la magnitud del efecto de la 5-HT sobre las
neuronas serotoninérgicas del NDR. Lo cual puede deberse a cambios, ocasionados por la
corticosterona, en la afinidad o sensibilidad de los autorreceptores 5-HT;5, que dan lugar a
un aumento de la funcién de éstos. El incremento en la expresién de dichos receptores
puede ser excluido, toda vez que altos niveles de corticosterona disminuyen (Saenz del
Burgo y col., 2013) o no cambian (Fairchild y col., 2003; Neumaier y col., 2000) la

expresion del RNAm del autorreceptor 5-HT 4.
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8.8 El efecto inhibidor de la nicotina en los animales del grupo Adx+CSR fue mediado por

los receptores serotoninérgicos 5-HT;p

En animales control, el incremento de la frecuencia de disparo generado por la nicotina
fue significativamente mayor cuando se bloquearon los receptores 5-HT;, que en ausencia
de dicho bloqueo. Lo que indica, que en animales control, la nicotina estimula la liberacion
de 5-HT; como ha sido reportado por otros trabajos (Mihailescu y col., 1998, 2001, 2002).
Este fendmeno, permite sefialar que la magnitud del efecto estimulador de la nicotina es
resultado del balance, entre el aumento de la excitabilidad generado por su accion directa
(Galindo-Charles y col., 2008) y la liberacién de noradrenalina (Li y col., 1998) y/o

glutamato (Gardufio y col., 2012) y la disminucidn de la excitabilidad causada por la 5-HT.

En el grupo de animales expuestos a concentraciones moderadamente altas de
corticosterona, el bloqueo de los receptores 5-HT;n evitd la inhibicion del disparo
neuronal generada por la administracién de nicotina, lo que sefiala que el efecto inhibidor
de ésta es fuertemente dependiente de la accidon de la 5-HT sobre los autorreceptores 5-
HTia. Asimismo refuerza la idea de que este tipo de exposicion a la corticosterona
incrementa la funcidn de los autorreceptores 5-HT;15, dando como resultado, prevalencia
del efecto inhibidor de la nicotina.

Ademas en las neuronas del grupo Adx+CSR, previamente expuestas al WAY
100635, el efecto de la nicotina sobre la frecuencia de disparo fue excitador, en lugar de
inhibidor, lo que indica que, en ambos grupos de estudio, la nicotina ejerce tanto efectos
excitadores como inhibidores, sin embargo, posiblemente por las razones antes

expuestas, en el grupo Adx+CSR el efecto predominante es el inhibidor.

No obstante, el efecto excitador de la nicotina en las neuronas del grupo Adx+CSR,
en presencia del bloqueador de los receptores 5-HT;5, fue de menor magnitud que el
observado en el grupo control; lo que permite suponer que la exposiciéon a la
corticosterona utilizada en nuestro modelo, altera ademdas otros elementos celulares o
sistemas neuroquimicos, involucrados en la respuesta a la nicotina por parte de las
neuronas serotoninérgicas del NDR. Entre ellos, puede considerarse a los mismos
receptores nicotinicos; toda vez que se ha encontrado que la exposicién aguda a
corticosterona induce un efecto inhibitorio rapido sobre la amplitud de la corriente
entrante inducida por estimulacién de receptores nicotinicos (Shi y col., 2002). Si la
exposicidén a corticosterona, utilizada en nuestro modelo experimental, provoca efectos

similares sobre los receptores nicotinicos, la menor magnitud del efecto excitador
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observado en el grupo Adx+CSR podria ser explicado, al menos en parte, por tales
alteraciones.

Por otra parte, recientemente se ha reportado que los glucocorticoides ejercen
una accién postsinaptica rapida, no gendmica, que favorece la liberacién de
endocanabinoides, los cuales, actuando de manera retrégrada, disminuyen la transmision
sindptica glutamatérgica sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR (Wangy col., 2012);
resulta de interés determinar si la exposicidn crénica a corticosterona también disminuye
la transmisidn glutamatérgica en esta células, lo que podria contribuir a explicar el menor
efecto excitador de la nicotina en las neuronas el grupo Adx+CSR. Asimismo, este hallazgo
podria ser explicado por disminucién del efecto excitador de la noradrenalina (Judge y
col., 2004), toda vez que, como se ha mencionado anteriormente, el efecto estimulador
de la nicotina depende parcialmente de la liberacién presinaptica de noradrenalina dentro
del NDR (Li y col., 1998). Otro sistema posiblemente involucrado es el GABAérgico; el cual
ejerce efectos inhibidores sobre las neuronas serotoninérgicas del NDR (Pan y col., 1989;
Pan y Williams, 1989; Baraban y Aghajanian, 1980) y es afectado por la nicotina. Al
respecto, experimentos en curso en nuestro laboratorio, demuestran que la nicotina
aumenta la frecuencia de las corrientes postsinapticas inhibitorias de origen GABAérgico
en las neuronas 5-HT+ del NDR. Si la corticosterona afecta la funcion de este sistema es

algo que debe esclarecerse.

8.9 El efecto inhibidor de la nicotina en el grupo Adx+CSR fue mediado por los receptores

nicotinicos 452

El bloqueo de los receptores nicotinicos o432 evité el efecto inhibidor de la nicotina en las
neuronas serotoninérgicas del NDR del grupo Adx+CSR. Lo cual sugiere que la liberacion
de 5-HT, dentro del NDR, inducida por la nicotina, es dependiente de la estimulacién de
los receptores 04f32. Lo que concuerda con reportes que sugieren que la liberacién de 5-
HT inducida por la nicotina es dependiente de receptores a432 (Ma y col., 2005), si bien
en este trabajo se encontré también dependencia del receptor nicotinico a7. Sin
embargo, Li y col. (1998) encontraron que tal liberacion de 5-HT fue dependiente de
receptores nicotinicos no 7. Ademas, en concordancia con nuestros resultados, estudios
conductuales indican que el incremento de la liberacién de 5-HT por la administracion de
nicotina dentro del rafe, es bloqueado por el antagonista de los receptores o432, DBHE
(Sethy col., 2002).
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8.10 Incremento de la sensibilidad a la serotonina en animales expuestos a

concentraciones moderadamente altas y constantes de corticosterona

En resumen, en este trabajo se observé una mayor sensibilidad a la 5-HT en las neuronas
expuestas a niveles aplanados y moderadamente altos de corticosterona; asi, la magnitud
del efecto hiperpolarizante de la 5-HT fue significativamente mayor en neuronas de los
animales del grupo Adx+CSR que en neuronas de animales control. Este hallazgo
concuerda con resultados encontrados por Judge y col. (2004), en células serotoninérgicas
del NDR y por Mueller y Beck (2000), en células piramidales de la regiéon CA1l del

hipocampo.

La mayor sensibilidad a la 5-HT, en los animales Adx+CSR, puede deberse a
aumento de la afinidad de los receptores 5-HT;n causado por la exposicion a la
corticosterona, lo que ha sido reportado por Bellido y col. (2004), quienes encontraron
incremento de la afinidad del receptor 5-HT;5 por sus agonistas en el NDR, en presencia

de altas concentraciones de corticosterona.

Nuestros resultados confirman hallazgos previos que plantean, que la exposicién a
concentraciones altas de glucocorticoides incrementa la accion inhibidora de la 5-HT en el
NDR, lo que a su vez puede generar disminucién del disparo neuronal y de la liberacién de
5-HT en dreas de proyeccion involucradas en la determinacién del estado de animo, lo que

podria contribuir a la manifestacion de alteraciones como la depresién.

Adicionalmente nuestros resultados permiten suponer que el incremento de la
liberacion de 5-HT provocado por la nicotina y la subsecuente sobre estimulacion de los
receptores 5-HT14, podria llegar a generar su desensibilizacién, como la provocada por
diversos antidepresivos, lo que derivaria en una mayor liberacién de 5-HT en areas de
proyeccién y ser parte de las acciones antidepresivas atribuidas a la exposicidn crénica de
nicotina, como la acaecida en fumadores. Esta hipdtesis podria ser abordada en un
modelo animal similar al utilizado en este trabajo, aunado a administracién crdénica de
nicotina.
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9. CONCLUSIONES

En las neuronas serotoninérgicas del NDR la exposicién crénica a concentraciones
constantes, moderadamente altas de corticosterona, favorece las acciones inhibidoras de
la nicotina, a través de la liberacidn de 5-HT dentro del NDR y el incremento de la funcién
de los autorreceptores 5HTja. Esta accion depende de la participacion de los receptores

nicotinicos tipo a4p2.

En animales control la nicotina ejerce un efecto estimulador sobre la frecuencia de
disparo de las neuronas serotoninérgicas del NDR. Esta accion estimuladora domina sobre
la accion inhibidora indirecta que resulta de liberacion de 5-HT, dentro del mismo nucleo,

estimulada por la nicotina.
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Major depression is characterized by a diminished activity of the brain serotonergic system as well
as by the flattening of plasma cortisol levels. Nicotine improves mood in patients with major depres-
sion and in experimentally depressed animals by increasing brain serotonin (5-HT), noradrenaline and
dopamine levels. The present study was directed to determine if flattening plasma glucocorticoid lev-
els changes nicotine’s stimulatory effects upon 5-HT DRN neurons. The experiments were performed in
brain slices obtained from rats previously (14 days) adrenalectomised and implanted subcutaneously

gg‘grrd;;he nucleus with one pellet containing 75 mg of corticosterone (Adx+CSR rats). Whole cell voltage and current
Serotonin clamp techniques were used to study the activity of immunocitochemically identified 5-HT DRN neu-
Nicotine rons. Administration of nicotine (1 wM) in sham-operated animals produced stimulatory effects in all
Corticosterone 5-HT DRN neurons studied. In Adx + CSR rats however, nicotine inhibited 75% of 5-HT DRN neurons and

increased the potassium-dependent inward rectifying current. The inhibitory effect of nicotine upon
5-HT DRN neurons was dependent on serotonin release inside the DRN, since it was converted into
a stimulatory response by the selective antagonist of 5-HT;5 receptors N-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-
1-piperazinyl]ethyl]-N-(2-pyridyl)cyclohexanecarboxamide (WAY100635, 25nM). Adx +CSR rats also
presented an increased function of 5-HT;4 autoreceptors, since, in these rats, serotonin (1-10 wM) pro-
duced a higher increase in the potassium dependent inward rectifying current in comparison with
sham-operated animals. Serotonin release inside DRN was mediated by o432 nicotinic acetylcholine
receptors since the selective antagonist of these receptors dihydro--erytroidine hydrobromide (DHfE,
100nM) blocked the inhibitory effects of nicotine 5-HT DRN neurons. These data indicate that, in the
experimental model of adrenalectomised rats implanted with corticosterone pellets, nicotine increases
the function of 5-HT;, receptors of 5-HT DRN neurons.

5-HT1A receptor

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Nicotine improves mood in depressed non-smoking
patients (Salin-Pascual and Drucker-Colin, 1998) and induces
antidepressant-like effects in animal models of depression (Semba
et al, 1998; Tizabi et al., 1999; Djuric et al, 1999). Several
authors consider that tobacco smoking represents a form of auto

Abbreviations: Adx+CSR rats, adrenalectomised and corticosterone-treated
rats; DRN, dorsal raphe nucleus; nAChRs, nicotinic acetylcholine receptors.
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medication in depression (Covey et al., 1990; Breslau et al., 1992;
Ferguson et al., 1996), a view supported by the higher prevalence
of smoking in depressed patients compared to normal individuals
(Glassman et al., 1990; Diwan et al., 1998).

The antidepressant effect of nicotine was initially attributed
only to an increase in the release of brain antidepressant neuro-
transmitters such as dopamine (Pidoplichko et al., 1997), serotonin
(Mihailescu et al., 1998) and noradrenaline (Engberg and Hajos,
1994). More recently however, it was hypothesized that desensi-
tization or long-term antagonism of nAChRs may also contribute
to nicotine’s antidepressant effect (Picciotto and Mineur, 2013, for
review). This last hypothesis receives support from experimental
observations indicating a fast desensitization of nAChRs (especially
of 432 subtype) in the presence of nicotine (Grady et al., 1994)
and from antidepressant effects of nAChRs antagonists or partial
agonists (Picciotto and Mineur, 2013; Philip et al,, 2012). It was
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also shown that the regular use of tobacco precipitates depressive
symptoms (Boden et al., 2010), which converts the classic uni-
directional relationship between smoking and depression into a
bidirectional one.

Behavioral studies suggest that nicotine’s antidepressant like
effect results, at least in part, from an increase in serotonin release
(Vazquez-Palacios et al., 2005). Indeed, in vitro studies indicated
that nicotine increases the firing rate of 5-HT dorsal raphe nucleus
(DRN) neurons (Mihailescu et al.,, 1998, 2001), through direct
(Galindo-Charles et al., 2008) and indirect (Li et al., 1998; Gardufio
et al.,, 2012) stimulation of 5-HT DRN neurons. Likewise, in vivo
studies showed that systemic nicotine increases serotonin levels in
various brain areas including cerebral cortex, striatum, hippocam-
pus, dorsal raphe nucleus and hypothalamus among others (Seth
et al.,, 2002, for review).

A significant number of patients with major depression present
flat plasma cortisol levels (Gillespie and Nemeroff, 2005; Weber
et al., 2000), probably due to a diminished negative feedback reg-
ulation of corticotropin releasing factor (CRF) secretion (Gold and
Chrousos, 2002). The pattern of flattening of plasma cortisol lev-
els consisted in elevation of the nadir values with preservation
or increment of the peak values, resulting in an increase in total
cortisol exposure (Holsboer, 2000). Both CRF and glucocorticoid
hormones act directly on various targets located in the central
nervous system and peripheral tissues to produce alterations of
physiological and behavioral functions which accompany major
depression: activation of the sympathetic nervous system and
adrenal medulla, inhibition of food intake and sexual activity and
inhibition of endocrine programs for growth and reproduction
(Gold and Chrousos, 2002). The hypothesis of glucocorticoid hor-
mone involvement in the pathogenesis of depression is supported
by clinical studies showing that cortisol hypersecretion (Cushing’s
disease) is associated with symptoms of depression that disappear
after adequate treatment of the endocrine dysfunction. Likewise,
a rodent model of depression based on increased plasma cortico-
sterone levels was recently created (Gourley and Taylor, 2009, for
review).

Serotonergic innervation of areas involved in mood regulation
like amygdala, prefrontal cortex, hippocampus and ventral tegmen-
tal area, originates mostly in the DRN (Descarries et al., 1982).
Pharmacological stimulation of 5-HT DRN neurons (Gardier, 2005)
and selective inhibition of 5-HT reuptake (Vaswani et al., 2003)
produce antidepressant effects. Acute in vitro exposure of 5-HT
DRN neurons to glucocorticoids reduces the function of 5-HT4
autoreceptors in the rat (Laaris et al., 1995). The effect of chronic
administration of glucocorticoids on 5-HT DRN neuron activity
is, however, controversial. Positron emission tomography stud-
ies indicated that depressed patients may exhibit both decreases
(Drevets et al., 1999; Sargent et al., 2000), and increases (Parsey
et al,, 2010) in the binding potential of DRN 5-HT; autoreceptor.
Implantation of corticosterone pellets in adrenally intact rats pro-
duced a reduction in 5-HT; autoreceptor sensitivity (Leitch et al.,
2003). Similarly, the in vitro electrophysiological study realized by
Fairchild et al. (2003) showed that chronic, via oral, administration
of corticosterone in intact rats resulted in a marked decrease in the
inhibitory response to serotonin of 5-HT DRN neurons. In contrast,
in the study of Judge et al. (2004), pellet administration of corti-
costerone in adrenalectomised rats produced different effects on
5-HT;a autoreceptor sensitivity as a function of the fixed plasma
levels of corticosterone. For example, the inhibitory response to
serotonin of 5-HT DRN neurons was higher in animals implanted
with 70 mg corticosterone pellets than in animals implanted with
2 mg corticosterone pellets.

The aim of the present study was to determine if changing
the pattern of daily glucocorticoid hormone levels in the plasma
from the normal oscillatory to a flat one, influences nicotine’s

stimulatory effects on 5-HT DRN neuron activity. To this end,
we assessed the electrophysiological effects of nicotine on 5-HT
DRN neurons in brain slices obtained from adrenalectomised rats
implanted with pellets containing 75 mg corticosterone (Adx + CSR
rats), and compared the results with the ones obtained from
sham-operated animals.

2. Methods

The protocols followed the National University of Mexico and
National Institute of Health guidelines for the use of animals in
biomedical experiments. Young male Wistar rats (1 month post-
natal age) from our animal house were housed in groups of four
under controlled conditions of temperature and humidity in a
12:12 h light/dark cycle (lights on at 07:00 h). We used the animal
model of adrenalectomised rats with constant corticosterone levels
described by Segaloff (1950) and modified by Meyer et al. (1979).
Briefly, corticosterone pellets weighing 100 mg and containing 75%
corticosterone and 25% cholesterol were obtained by mixing cor-
ticosterone (Sigma) and cholesterol (Sigma) in appropriate (w/w)
proportions and heating gently over a Bunsen burner flame until
molten. The liquid was rapidly poured into a cubic pill mold. Once
hardened, the pellets were trimmed with a razor blade to a weight
of 100 mg.

2.1. Surgery

Animals (30 days postnatal male Wistar rats), undergoing
surgery for adrenalectomy and corticosterone pellet implantation,
were anaesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg). A single mid-
line incision was made in the back of the animals and the muscles on
each side of the spine were dissociated by blunt dissection to allow
access to superior region of the kidneys. The adrenal glands were
identified by inspection and removed. The muscles were sutured
and, before closing the skin wound, a 75 mg corticosterone pel-
let was implanted subcutaneously. During recovery, animals were
allowed ad libitum access to 0.9% saline in addition to tap water.
Animals were weighed daily and their general health was assessed
by inspection.

The control (sham-operated) animals were implanted subcuta-
neously, using the previously described surgical protocol, with a
100 mg pellet containing cholesterol only.

2.2. Electrophysiology

Two weeks after surgery, adrenalectomised and sham-operated
animals were deeply anesthetized with isoflurane and decapitated,
at 08:00 h. The brains were quickly removed from the skulls and
immersed in ice-cold Ringer solution containing (in mM): 125 NaCl,
3 KCl, 25 NaHCOs3, 1.25 KH,PO4, 1 MgCl,, 1.2 CaCl,, 25 glucose,
300mOsm/L, pH 7.3 by bubbling with 95% 0,/5% CO,. Coronal
brain stem slices (350 wm thick) containing the DRN were cut
using a Vibratome 1500 system (Vibratome Company, St. Louis,
MO) and stored in oxygenated Ringer solution at room tempera-
ture for at least one hour before performing electrophysiological
recordings. Individual slices were then transferred into a custom
Plexiglas recording chamber and superfused with Ringer solution
at arate of 3-4 ml/min. The temperature of the perfusate was main-
tained at 31°C using a Warner automatic temperature controller
model TC-324B (Warner Instr., Hamden, CT). This temperature is
not the physiological one (i.e. 37°C) but allows a longer survival
time for neurons obtained from Adx+ CSR rats, which are partic-
ularly fragile. Whole cell current and voltage clamp recordings
were performed with a Multiclamp 700A amplifier (Axon Instru-
ments, Union City, CA) and monitored with a PC running Clampex
8 software (Axon Instruments, Union City, CA). The micropipettes
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used for recordings were pulled from borosilicate glass tubes (WPI,
Sarasota, FL), with a Flaming-Brown puller (Sutter Instrument Com-
pany, Novato, CA) and fire polished using a MF-830 microforge
(Narishige Company, Japan). The internal solution consisted of
(mM): 115 KH;PO4, 1 MgCl,, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 2 Na,-ATP, 0.7
Na, GTP, biocytin 0.1%, pH 7.2-7.3 with KOH, 280-300 mOsm/L).
Electrodes’ DC impedance varied between 4 and 7 MS2. Experimen-
tal data were stored in a PC using a Digidata 1322A AD converter
(Axon Instruments, Union City, CA), at asampling rate of 5 kHz. Indi-
vidual neurons were visualized using an infrared video-microscopy
system (BX51WI, Olympus Instruments, Japan) endowed with a
60x water immersion objective. Neurons selected for recordings
were located in the midline area of the DRN, identified as the
translucent area between the medial longitudinal fasciculus and
the aqueduct.

For control experiments, midbrain slices were also obtained
from sham-operated animals of same age.

Recordings of 5-HT DRN neuron activity were realized using
the whole cell patch clamp technique, in both current and voltage
clamp modes.

Frequency-intensity curves were used to identify inline puta-
tive 5-HT DRN neurons and to determine the effects of various
drugs on these neurons. In current clamp mode, starting from a
membrane potential of —65mV, 14 hyperpolarizing and depolar-
izing current pulses in the range of —150 to 175 pA, with 25pA
increments and 1.5 s duration were applied.

The continuous recording of neuronal activity was used to con-
struct frequency histograms and test the effects of various drugs on
5-HT DRN neurons. In current clamp mode, the membrane was pro-
gressively depolarized until the cell started firing action potentials
at a frequency of 0.3-1Hz. In order to assess the effects of drugs
on 5-HT DRN neurons separate experiments were performed using
I-F curves and continuous recordings in current clamp mode.

For assessing intrinsic properties of 5-HT DRN neurons, the
current clamp mode was used and the membrane potential was
adjusted at a value of —50mV. Depolarizing current pulses of
progressive increasing intensity were applied until the excitation
threshold was reached.

Inward rectifying currents of 5-HT DRN neurons were obtained
from intensity-voltage (I-V) curves. Starting from a holding
potential of —65mV and using the voltage-clamp mode, voltage
commands from —125 to —5mV with 10 mV increments between
commands and three-second duration were applied. Serotonin-
dependent currents were calculated by subtracting control currents
obtained in control conditions from the currents obtained after
serotonin administration.

2.3. Assessment of plasma corticosterone levels

For measuring corticosterone levels, blood samples were
obtained from sham-operated and Adx+CSR rats. Animals from
both groups were sacrificed by guillotine and trunk blood collected.
Blood samples of sham-operated rats were obtained at 07:00 and
19:00 h, whereas blood samples of Adx+CSR rats were obtained
only in the morning, between at 08:00 h. Blood was allowed to clot
onice before samples were centrifuged and the resulting serum was
removed. Serum samples were frozen and stored at —20°C until
corticosterone levels were measured by radioimmunoassay using
a commercial kit (Coat-a-Count, Diagnostic Product Corporation,
Los Angeles, CA, USA).

2.4. Immunohystochemistry
Neurons were filled with biocytin during recordings, through

diffusion from the internal solution used to fill the recording elec-
trodes (see also Section 2.2). A combination of intracellular labeling

and 5-HT immunocytochemistry was used to determine the sero-
tonergic nature of the recorded neurons. Slices containing injected
neurons were fixed overnight with 4% paraformaldehyde and 1%
picric acid in 0.1 M PBS, pH 7.4. The slices were then infiltrated
with 30% sucrose and cut on a vibratome into 40 pm sections. The
sections were incubated 4-6 h in PBS solution containing 0.2 Tri-
ton X-100 and streptavidin conjugated to Cy3 (1 mg/ml; Zymed,
SF, CA) to label the recorded neuron. Sections were rinsed in PBS
and incubated for 18-24h at 4°C with primary rabbit anti 5-
HT antisera (Incstar/Diasorin, MN, USA, 1:1000). After rinsing in
PBS, sections were reincubated for 1 h with secondary antibodies
conjugated to Cy5 (Jackson ImmunoResearch, diluted 1:50). The
reacted sections were first examined with an appropriate set of fil-
ters on an epifluorescence-equipped microscope. Afterwards, the
sections were mounted in an anti-quenching media (Vectashield,
Vector Laboratories) and examined under a confocal microscope
(MRC 1024; Bio-Rad, Natford, UK) equipped with a Krypton/Argon
laser. A two lines laser emitting at 550 and 650 nm wavelength
was used for exciting Cy3 and Cy5, respectively. Digitized images
were transferred to a personal computer by using the image-
capturing software (Confocal Assistant, TC Brelje). Control slices
were processed without primary antisera.

2.5. Drugs

Drugs were dissolved in Ringer solution from stock solu-
tions prepared daily and administered using gravity-driven
superfusion system. The time required for obtaining equili-
brated concentrations of the drugs in the recording chamber
was of 5-6min. All the drugs including: 5-hydrxotryptamine
(5-HT),  N-[2-[4-(2-methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-(2-
pyridyl)cyclohexanecarboxamidemecamylamine (WAY100635),
(MEC), methyllycaconitine (MLA), dihydro-B-erytroidine hydro-
bromide (DHBE), as well as biocytin, were purchased from
Sigma-Aldrich RBIL

2.6. Data analysis

Offline analysis of the data was performed using Clampfit 8
(Axon Instruments, Union City, CA) and graphing and statistical
software packages (Origin v.6. Microcal, Northampton, MA and Sys-
tat, Richmond, CA). Unless stated otherwise, data are expressed as
means + SEM. Statistical comparisons between samples were made
by two- and three-way repeated measures of ANOVA. Compar-
isons of means between two groups were achieved using the t-test.
Differences were considered significant for P<0.05.

3. Results
3.1. Serum corticosterone levels

In sham-operated rats, the value of plasma corticosterone con-
centration was of 24.1 £2.6 ng/ml (n=9) for samples collected at
08:00h and of 160.7 +1.9ng/ml (n=9) for samples collected at
19:00h. For a 12:12h light/dark cycle with lights on at 07:00 h,
these timings are representative of the through and peak of the cor-
ticosterone rhythm (Ishikawa et al., 1995). In Adx + CSR rats, plasma
corticosterone levels, measured at 08:00 h, were 100 &+ 15.5 ng/ml,
n=9 (Fig. 1A).

3.2. Body weight

The increase in body weight was assessed in normal rats, in
sham-operated rats and in rats adrenalectomised and implanted
subcutaneously, during 14 days, with a pellet containing 75 mg cor-
ticosterone (Adx +CSR animals) (Fig. 1B). The mean body weights
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Fig. 1. (A) Corticosterone levels in sham-operated animals and in adrenalec-
tomised animals implanted with corticosterone pellets. Results are presented as
means =+ SEM. (B) Cumulative curves of body weight gain obtained from control ani-
mals (n=10), sham-operated animals (n=15) and Adx + CSR animals (n = 33). Results
are presented as means + SEM. Data obtained from the animals of the three groups
were compared using two-way repeated measures of ANOVA. The weight gain curve
of Adx + CSR rats (gray triangles) was significantly different from the ones of control
(black rhombs) and sham-operated animals (open circles) (P<0.001). Weight gain
curves obtained from sham and control groups were not significantly different.

of animals from the three groups in day 0 (before surgery was
applied to sham and Adx+ CSR groups) were very similar: control
group=1054+3.25¢g (n=10); sham-operated group=103+7.27¢g
(n=15); Adx+CSR=1014+1.49g (n=33).

After 14 days, body weight gain was similar in sham-operated
rats to control rats but was much slower in the Adx+CSR than
the other two groups. The weight gain curves of control and
sham operated animals were not significantly different from each
other but were both significantly different from the weight gain
curve of Adx + CSR animals (two-way repeated measures of ANOVA,
P<0.05).

3.3. Electrophysiological and anatomical characteristics of 5-HT
DRN neurons

A total of 92 identified 5-HT DRN neurons were recorded from
Adx +CSR rats and 95 identified 5-HT DRN neurons were recorded
from sham-operated rats. All recordings were performed in neu-
rons encountered in the midline of DRN. Preference was given to
cells with higher diameter, a morphological characteristic of 5-
HT DRN neurons (Bitner and Nikkel, 2002). The duration of action

potentials of 5-HT DRN neurons (3.34+0.19ms, n=17, measured
at the base, Fig. 2A, upper trace) was significantly higher than
the one of non-5-HT DRN neurons (1.77 +0.07 ms, n=7; Fig. 2B,
upper trace) (t-test, P<0.001). We found that 86% of the identi-
fied 5-HT DRN neurons exhibited an inflexion in the descending
phase of the action potential (Fig. 2A, upper trace) as previously
reported (Galindo-Charles et al., 2008). 5-HT neurons exhibited
longer afterhyperpolarizations (150 + 10.21 ms, n =17, Fig. 2A, mid-
dle trace) than non-5-HT neurons (108.45 4+ 19.65 ms, n=7, Fig. 2B,
middle trace) (t-test, P<0.05). Upon application of a protocol of
depolarizing pulses, 5-HT neurons exhibited a slow rhythmical fir-
ing pattern that did not exceed 16 Hz with maximal depolarizing
stimuli of 175 pA (Fig. 2A, bottom trace). In contrast, non-5-HT neu-
rons exhibited firing frequencies in excess of 20 Hz (Fig. 2B, bottom
trace).

In order to select inline putative 5-HT DRN neurons, the
intensity-frequency protocol was applied to each neuron. The
electrophysiological criteria used for identification of 5-HT
DRN neurons were: action potentials with durations higher
than 3ms, long-lasting after hyperpolarizations (>120ms) and
low frequencies of firing upon application of depolarizing
stimuli.

3.4. Adrenalectomy and corticosterone replacement therapy do
not alter significantly the intrinsic electrophysiological properties
of 5-HT DRN neurons

In this experimental group, a total of 20 identified 5-HT neu-
rons were recorded from 14 Adx+CSR rats and 17 neurons were
recorded from 14 sham rats. All recordings were performed in cur-
rent clamp mode, according to the protocol described in Section
2.2.

In identified 5-HT neurons obtained from Adx+CSR rats,
the duration of APs (3.51+0.19ms, n=20) was not signifi-
cantly different (t-test, P>0.05) to that found in 5-HT DRN
neurons from sham-operated animals (3.344+0.20ms, n=17).
Likewise, the duration of AHPs was very similar in both
Adx+CSR (156.824+14.56 ms, n=20) and sham-operated groups
(150.98 +10.21 ms, n=17). Chronic exposure to corticosterone also
failed to alter membrane resistance ((418.31+£29.53 M€, (n=17
sham) and 414.77 £20.27 M2 (n=20 Adx+CSR). Moreover, the
intensity-frequency curves were not significantly different in
sham-operated versus Adx + CSR animals (not shown).

3.5. The prevalence of nicotine inhibitory effects upon 5-HT DRN
neurons is increased in Adx + CSR rats

In this experimental group a total of 27 identified 5-HT neurons
were recorded from 21 sham-operated rats and 24 neurons from
19 Adx +CSR rats.

In slices obtained from sham-operated animals, bath adminis-
tration of nicotine (1 wM) increased the firing frequency of all 5-HT
DRN neurons studied (n=15) (continuous current clamp recor-
dings, Fig. 3A and B). On average the firing rate increased 2.34-fold.
Nicotine also induced an upward shift of the intensity-frequency
(I-F)curves (n=7,Fig.3C), associated with an increase in membrane
resistance by 9.4 + 1.97% (n="7). The intensity-frequency curves of
5-HT DRN neurons obtained in control conditions and in presence
of nicotine were statistically different (two-way repeated measures
of ANOVA, P<0.05).

In contrast, in Adx + CSR animals (n=12) nicotine induced (con-
tinuous current clamp recordings), a decrease in firing rate of 5-HT
DRN neurons in 9 cells (75%) (Fig. 3D and E), an increase in fir-
ing frequency in 2 cells (16.7%) and no effects in 1 cell (8.3%).
The nicotine-induced decrease in firing rate was accompanied by
a decrease in membrane resistance by 16.5+3.05% (n=7) and
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Fig. 2. (A) Electrophysiological characteristics of a 5-HT DRN neuron. Note the large duration of the spike (3.5 ms measured at the base, top trace), and of the posthyperpolar-
ization (129 ms, middle trace), as well as the low frequency of firing upon application of a depolarizing pulse of current (7 Hz at 175 pA, bottom trace); (B) electrophysiological
characteristics of a non-5-HT DRN neuron. Note the short durations of the action potential (1.6 ms at the base, upper trace) and of the after hyperpolarization (78 ms, middle
trace) as well as the high firing rate upon application of a depolarizing pulse (21 Hz at 175 pA, bottom trace); (C) 5-HT immunoreactivity of the cell whose electrophysiological
characteristics are presented in Fig. 2A; upper image presents biocytin staining of the recorded cell, middle image presents positive 5-HT immunoreactivity; bottom image
represents the superposition of the upper and middle images, allowing to identify the recorded cell as 5-HT; (D) 5-HT inmunoreactivity of the cell whose electrophysiological
characteristics are presented in Fig. 2B; upper image biocytin staining of the recorded cell; middle image-5-HT immunoreactivity; bottom image — superposition of upper

and middle images allowing to identify the recorded cell as non-5-HT.

a downward displacement of the I-F curves (Fig. 3F). A higher
increase of the inward rectifying current could also be observed
after nicotine administration in the Adx + CSR group (Fig. 4B and C,
voltage clamp experiments, n=5) compared to the control group
(Fig. 4A and C, n=5). Nicotine’s inhibitory effects observed in 5-HT
neurons of Adx + CSR rats were long lasting, with a mean value of
35.3+9min (n=9).

3.6. 5-HT DRN neurons obtained from Adx + CSR rats showed
increased serotonin-dependent inward rectifying current

In this experimental group a total of 5 identified 5-HT neurons
were recorded from 5 sham-operated rats and 5 neurons from 4
Adx +CSR rats. All recordings were performed in voltage clamp
mode, according to the protocol described in Section 2.2.
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Fig. 3. Comparative effects of nicotine on identified 5-HT DRN neurons obtained from sham-operated and Adx+CSR rats. (A) Stimulatory effect of bath application
of nicotine (1 wM) on the firing rate of a 5-HT DRN neuron from the sham-operated group. (B) Frequency histogram showing the increase in firing rate induced by
nicotine (1 wM) in neurons obtained from sham-operated rats; data represent means+SEM (n=15). (C) Upward shift of the intensity-frequency curves of 5-HT DRN
neurons from sham-operated rats (n=7) after nicotine administration (closed circles). (D) Inhibitory effect of nicotine (1 wM) on the firing rate of a 5-HT DRN neuron
from the Adx+CSR group. (E) Frequency histogram showing the transitory inhibition of the firing rate induced by nicotine (1 wM) in Adx +CSR neurons; data repre-
sent means +SEM (n=9). (F) Downward shift of the intensity-frequency curves obtained from Adx+CSR 5-HT DRN neurons (n=7) after nicotine administration (closed

circles).

Fig. 4 illustrates the potassium inward rectifying current
generated by 5-HT (3 wM), in 5-HT DRN neurons obtained from
sham-operated (Fig. 4D and F, n=5) and Adx + CSR animals (Fig. 4E
and F, n=5). It can be observed that in 5-HT DRN neurons from
Adx +CSR group, serotonin produced a significantly higher inward
rectifying current than in sham-operated animals. Thus, the
hyperpolarizing step of —125 mV produced a serotonin-dependent
inward rectifying current of 55.03+17.90pA (n=5) in sham-
operated animals and 149.86 + 18.48 pA(n=>5)in Adx + CSR animals
(Fig. 4F). Please note the high similarity between the increases
of the inward rectifying currents induced by serotonin (3 wM)
and nicotine (1 wM) in 5-HT DRN neurons from the Adx+CSR
neurons.

3.7. Blocking 5-HT;4 receptors converts nicotine’s inhibitory
effects upon 5-HT DRN neurons into stimulatory ones

In this experimental group a total of 12 identified 5-HT neurons
were recorded from 9 sham-operated rats and 12 neurons from 8
Adx + CSR rats.

In brain slices obtained from sham-operated animals,
bath administration of the selective 5-HT;5 receptor blocker
WAY100635 (25 nM) increased the firing frequency of all 5-HT DRN
neurons studied by a mean value of 1.2 times (from 0.76 +0.14 Hz
up to 0.91+0. 0.06, n=6). In presence of WAY100635 (25nM),
nicotine (1 wM) significantly increased the firing rate of all 5-HT
DRN neuron up to 3.87 +0.25 Hz (n=6) (continuous current clamp,
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Fig. 4. Both nicotine (1 wM) and serotonin (3 wM) increase in the inward rectifier current in 5-HT DRN neurons from Adx + CSR rats. (A) Current-voltage curve showing a
small increase of the inward rectifying current produced by nicotine (1 wM) in a 5-HT DRN neuron from the sham-operated group. The results are presented as means + SEM
(n=5) (B) Current-voltage curve showing an increase in the inward rectifying current produced by nicotine (1 wM) in a 5-HT DRN neuron from the Adx + CSR group (closed
circles). The results are presented as means + SEM (n=>5). (C) Nicotine-induced currents in 5-HT DRN neurons from sham-operated (open triangles) and Adx + CSR groups:
note the increase in the inward rectifying current in the Adx + CSR group. Results are presented as means + SEM (n=5). (D) Current-voltage curve indicating a reduced effect of
serotonin (3 wM) upon the inward rectifying current 5-HT DRN neurons from the sham-operated group. The results are presented as means + SEM (n =5). (E) Current-voltage
curve indicating an increase in the inward rectifier current by serotonin (3 wM) in 5-HT DRN neurons from the Adx + CSR group. The results are presented as means + SEM
(n=5). (F) Inward rectifying current induced by serotonin (3 wM) in 5-HT DRN neurons from sham-operated (open squares) and Adx + CSR groups. Please note the similarity
between serotonin and nicotine effects (Fig. 4C). The curves were obtained by subtracting the values of the inward rectifying current obtained before serotonin administration
from the values obtained after serotonin administration in both sham-operated and Adx + CSR groups. Results are presented as means + SEM (n=5).

Fig. 5A and C), a frequency 5.1 times higher than control. In
comparison, in absence of WAY100635, nicotine (1 wM) increased
the firing rate of 5-HT DRN neurons by only 2.34 times (from
0.71+0.11 up to 1.69 £0.2Hz, n=15).

In slices obtained from Adx + CSR animals, WAY100635 (25 nM)
induced an increase in firing rate of all 5-HT neurons studied, by a
mean value of 1.77 times (from 0.72 +0.21 up to 1.28 £ 0.25, n=6,

(continuous current clamp recordings). In presence of WAY100635
(25 nM), nicotine (1 wM) induced in an increase in firing frequency
of all 5-HT DRN neurons by 2.91 times, up to 2.10+0.42, n=6
(Fig. 5B and C). The importance of the 5-HT4 receptor stimula-
tion in the inhibitory effects of nicotine upon 5-HT DRN neurons
in Adx+CSR preparations is illustrated by Fig. 5D. Administra-
tion of nicotine produced a complete inhibition of the firing
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Fig.5. The selective 5-HT; receptor blocker, WAY100635 (25 nM) suppressed nicotine-induced inhibitory effect upon 5-HT DRN neurons obtained from Adx + CSR rats. (A) In
the presence of WAY100635, nicotine (1 wM) increased the firing rate of 5-HT DRN neurons obtained from sham-operated rats (frequency histogram, results are expressed as
means =+ SEM, n=6).(B) Nicotine, in presence of WAY100635, increases the firing rate of Adx + CSR 5-HT DRN neurons (frequency histogram, results expressed as means + SEM,
n=6); (C) firing frequency of 5-HT DRN neurons obtained from sham-operated (black bars) and Adx + CSR rats (white bars) in three conditions: control, after WAY100635 and
after WAY100635 +nicotine (n =6 for each group). (D) Frequency histogram of a 5-HT DRN neuron obtained from an Adx + CSR rat. The administration of nicotine in absence
of WAY100635 produces the inhibition of the firing rate that recovers after approx. 30 min. Adding WAY100635 to the perfusate induces an increase in firing rate. In presence
of WAY100635, nicotine induces a transient decrease in firing rate followed by a sustained increase. (E) In 5-HT DRN neurons from sham-operated animals, WAY100635
25nM (open circles) and the combination of nicotine (1 wM) and WAY100635 (25nM, closed triangles) displaced upwards and to the left the intensity-frequency curve
(n=6). (F) Intensity-frequency curves obtained from Adx +CSR 5-HT DRN neurons; WAY100635 produced a shift upwards and to the left of the intensity-frequency curve
(open circles), an further incremented by combining WAY100635 with nicotine (closed triangles) (n=6).

activity of a 5-HT DRN neuron. After removing nicotine from the
perfusate, the spontaneous firing activity recovered. Bath adminis-
tration of WAY100635 (25 nM) produced an increase in firing rate
and the addition of nicotine (1 wM) further augmented the firing
rate.

The statistical analysis of the changes in firing frequency
induced by nicotine in presence of WAY100635 in sham-operated

and Adx + CSR animals was performed using the two-way repeated
measures of ANOVA. This analysis indicated that: (1) nicotine
associated with WAY100635 significantly increased the firing rate
of 5-HT DRN neurons in Adx+CSR and sham-operated groups;
(2) the increases in firing rate induced by WAY100635 in the
Adx +CSR and sham-operated groups were statistically significant;
(3) the increase in firing rate induced by nicotine combined with
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Fig. 6. Dihydro-B-erythroidine (DHBE), a selective antagonist at a432 nAChRs, blocks the inhibitory effects of nicotine upon 5-HT DRN neurons obtained from Adx +CSR
rats. (A) Brief (3 min), repeated administrations of nicotine (1 wM) produced reproducible inhibitory effects on the firing of an identified 5-HT DRN neurons obtained from
an Adx +CSR rat. (B) Frequency histogram showing that prolonged (8 min) administration of nicotine (1 wM) produces a long-lasting inhibition of 5-HT DRN neuron firing.
After recovery, administration of DHRE 100 (nM) blocked the inhibitory effect of nicotine (1 wM). The results are presented as means & SEM (n=5).

WAY100635 in the sham-operated group was significantly higher
than in the Adx + CSR group.

In slices obtained from both sham-operated (Fig. 5E) and
Adx+CSR animals (Fig. 5F), WAY100635 (25 nM) diminished the
threshold current necessary for inducing neuronal firing and
increased the firing frequency per depolarizing step of I-F curves
recorded in current clamp mode, which resulted in a displace-
ment to the left and upwards of the these curves. Adding nicotine
(1 M) to WAY100635 (25 nM), induced a further displacement to
the left and upwards of the I-F curves (Fig. 5E and F). The Three Way
Analysis of Variance of the I-F curves obtained from 5-HT neurons
of sham-operated and Adx+ CSR animals indicated that: (1) both
WAY100635 and nicotine produced significant increases in firing
rate as compared to controls and to each other (DF=2, F=25.52,
P<0.001). (2) The I-F curves obtained from sham-operated and
Adx+CSR animals were significantly different (DF=1, F=19.18,
P<0.05).

3.8. Blocking a482 nAChRs prevents nicotine’s inhibitory effects
on 5-HT DRN neurons from Adx + CSR rats

In this experimental group a total of 12 identified 5-HT neurons
were recorded from 10 sham-operated rats and 12 neurons from 9
Adx +CSR rats. All experiments were performed in current clamp
mode with continuous recordings.

Pre-treatment of brain slices obtained from sham-operated ani-
mals with DHBE (100 nM), a selective o432 nAChR blocker, did
not suppress nicotine’s stimulatory effects on dorsal raphe neu-
ron firing frequency (n=6) (not shown). In slices obtained from
Adx + CSR rats, pre-treatment with DHRE (100 nM) converted nico-
tine’s inhibitory effects on 5-HT DRN neurons in stimulatory ones
(n=6).InFig. 6A, an administration of nicotine lasting approx. 3 min
produced, short-lasting inhibitory effects on the firing rate ofa 5-HT
DRN neuron. In Fig. 6B, obtained by averaging data from 5 experi-
ments, administrations of nicotine lasting approx. 8 min produced
long-lasting (~30 min) inhibitions of the firing rate of identified 5-
HT DRN neurons. Administration DHBE prevented the inhibition of

5-HT DRN neurons induced by nicotine. In contrast, MLA (a selective
a7 nAChR blocker, 10nM) did not block the nicotine’s inhibitory
effects on 5-HT DRN neuron firing rate (data not shown).

4. Discussion
4.1. Effects of corticosterone on body weight gain

We used the experimental model of bilateral adrenalectomy
associated with subcutaneous administration of corticosterone in
pellets. This procedure resulted in plasma corticosterone levels
of ~100ng/ml, associated with a 75% decrease in body weight
gain during a 14 days period. Similar results were reported by
Akana et al. (1985) using bilateral adrenalectomy and 50 mg corti-
costerone pellets The lower corticosterone content of their pellets
resulted in lower plasma corticosterone levels (80 ng/ml) and in a
smaller decrease in body weight gain (~25%).

Akana et al. (1985) also demonstrated that plasma corticoste-
rone levels higher than 75 10ng/ml diminish the rate of body
weight increase due to a decrease in food intake produced by a
decrease in appetite. More recently, Donner et al. (2012) explained
the decrease in the rate of body weight gain induced by corticoste-
rone through an increase in the catabolism of lipids and muscular
proteins.

Although the plasma corticosterone levels in Adx+CSR were
measured only in the morning, we infer that these levels were
similar during all day, due to the high values obtained and by anal-
ogy with other studies using a similar experimental model (Akana
et al,, 1985). Therefore we consider that the experimental model
we used reproduced the flat profile of plasma glucocorticoids levels
observed in patients with major depression (Weber et al., 2000).

4.2. Lack of effect of corticosterone replacement therapy on
intrinsic properties of DRN 5-HT neurons

The data of our study indicate that several properties of 5-
HT DRN neurons (action potential duration, spike amplitude, after
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hyperpolarization duration and amplitude, membrane resistance
and intensity-frequency relationship) were not significantly mod-
ified by flat plasma corticosterone levels.

Activation of glucocorticoid receptors of hippocampal CA1 pyra-
midal cells enhanced gene-mediated transcription of high voltage
activated L- and P-type but not N-type Ca2* channels (Nair et al.,
1998), which led to increases in the amplitude of depolarization-
induced Ca?* currents and to activation of Ca%*-dependent K*
channels. As a consequence, the amplitude and duration of the
fast and slow post hyperpolarizations increased and the firing fre-
quency produced by application of depolarizing stimuli decreased
(Joels and Kloet, 1989). This type of effect was not observed in our
experiments, probably because 5-HT DRN neurons express mostly
N-type and N-type-like Ca2* channels (which are not upregulated
by corticosterone) but do not express P-type and few L-type Ca2*
channels (Penington and Fox, 1995). Another possible explanation
is that 5-HT DRN neurons release continuously small amounts of
serotonin inside DRN, which inhibit their own Ca2* channels by
activating 5-HT1A autoreceptors (Penington et al., 1991).

4.3. The prevalence of the inhibitory response of 5-HT DRN
neurons to nicotine is increased in Adx + CSR rats

Previous studies, as well as the present one, indicated that nico-
tine, applied to brain slices from control animals, induces more
frequently the stimulation (65-100% of cells) than the inhibition
(0-30% of cells) of 5-HT DRN neurons (Li et al., 1998; Mihailescu
et al., 1998, 2002; Chang et al., 2011). The stimulatory effect of
nicotine on 5-HT DRN neurons is direct, mediated by somato-
dendritic 7 and o432 nAChRs (Galindo-Charles et al., 2008) and
indirect, dependent on glutamate (Gardufio etal.,2012; Changetal.,
2011) and noradrenaline release in the DRN (Li et al., 2008). The
inhibitory effect of nicotine on 5-HT DRN neurons is dependent on
somatodendritic release of serotonin, which then acts on 5-HTqa
autoreceptors to hyperpolarize 5-HT DRN neurons (Li et al., 1998;
Mihailescu et al., 1998, 2002).

In the present study, application of nicotine increased the firing
rate of all 5-HT DRN neurons studied in the sham group, whereas it
produced prolonged inhibitory effects in 75% of the 5-HT DRN neu-
rons in brain slices obtained from Adx + CSR rats. Pre-treatment of
5-HT DRN neurons with the selective 5-HT1A receptor antagonist
WAY100635 changed this inhibitory effect of nicotine into a sti-
mulatory one. Moreover, in 5-HT DRN neurons from the Adx + CSR
group, nicotine increased the inward rectifying current, an effect
considered characteristic for activation of 5-HT1A autoreceptors
(Penington et al., 1993). These data indicate that the inhibitory
effect of nicotine was due to serotonin release, which stimulated
somatodendritic 5-HT1A autoreceptors (Penington et al., 1991).

Therefore, the mechanism of nicotine-induced inhibition of 5-
HT DRN neurons observed in Adx+ CSR rats is not different from
the one observed in normal animals. It had however a higher
intensity in Adx+CSR rats. The difference may be explained by
corticosterone-induced increase in affinity of 5-HT;5 receptor
(Bellido et al., 2004), by an increased synthesis of serotonin, since
corticosterone increases the activity of type 1 (Abumaria et al.,
2008) and type 2 (Malek et al., 2007; Donner et al., 2012) tryp-
tophan hydroxylase and by a corticosterone-dependent decrease
in serotonin re-uptake (Baganz et al., 2010).

The increase in firing rate of 5-HT DRN neurons produced
by nicotine was significantly higher in sham-operated than in
Adx +CSR rats. This suggests the presence of another mechanism
that reduces the stimulatory effects of nicotine on 5-HT DRN neu-
rons. A recent study from our laboratory (Garduiio et al., 2012)
indicated that one of the stimulatory mechanisms of nicotine upon
5-HT DRN neurons is an increase in their glutamatergic input. On
the other hand, in a recent study of Wang et al. (2012), it was

shown that glucocorticoids decrease the glutamatergic input to
5-HT neurons by stimulating a membrane, G-protein coupled, post-
synaptic receptor of 5-HT DRN neurons. However this inhibitory
mechanism is a rapid, non-genomic one. It would be of interest
to determine if chronic exposure to glucocorticoids also decreases
the glutamatergic input to 5-HT DRN neurons. On the other hand,
in the study of Judge et al. (2004), phenylephrine (a selective ago-
nist at ay-adrenoreceptors) produced a smaller stimulatory effect
in 5-HT DRN neurons chronically exposed to high and flat lev-
els of corticosterone than in 5-HT DRN neurons exposed to low
plasma corticosterone levels. Li et al. (1998) reported that nico-
tine stimulatory effect upon 5-HT DRN neurons depends, at least in
part, on presynaptic release of noradrenaline inside DRN. Therefore
the smaller stimulatory effect of nicotine upon 5-HT DRN neurons
from Adx +CSR rats may be due to a reduced stimulatory effect of
released noradrenaline in presence of flat levels of plasma cortico-
sterone.

4.4. The function of 5-HT;, autoreceptors is increased in
Adx + CSR rats

The inward rectifying potassium current induced by serotonin
was significantly higher in Adx +CSR than in sham-operated rats.
Therefore, in our experimental model the function of 5-HTqa
autoreceptors was increased. This finding is the opposite of the
one issuing from other studies. Thus, chronic via oral administra-
tion of corticosterone in intact rats reduced the inhibitory response
of 5-HT DRN neurons to serotonin (Fairchild et al., 2003). Leitch
et al. (2003) reported that chronic corticosterone administration
through subcutaneous pellets decreased the inhibitory effect 8-OH-
DPAT (a specific agonist of 5-HT; receptors) on serotonin release
in the rat hippocampus. Likewise, administration of high doses of
corticosterone to intact mice (Man et al., 2002) produced desensi-
tization of somatodendritc 5-HT;, autoreceptors. However, in the
study of Judge et al. (2004), pellet administration of corticoste-
rone in adrenalectomised rats produced an increased function of
5-HT;, autoreceptors when plasma corticosterone levels were flat
and elevated. This study was performed in brain slices obtained
from adrenalectomised rats implanted with 70 mg corticosterone
pellets, an experimental model equal to ours. Analyzing of the
available data in the literature, we noticed that the desensitization
of 5-HT1A autoreceptors in presence of high levels of corticoste-
rone was always observed in studies in which the animals were
not adrenalectomised (Fairchild et al., 2003; Leitch et al., 2003),
whereas in the studies in which adrenalectomy was performed
(Judge et al., 2004; present study), there was an increase in 5-HT1A
receptor function. Adrenalectomy does not suppress only the pro-
duction of corticosteroids but also the production of adrenaline.
Recent studies indicated that stimulation of peripheral 32 and 33-
adrenoreceptors (Tsuiki et al., 2000; Claustre et al., 2008) increases
the synthesis of serotonin in the DRN and other areas of the brain,
very likely by increasing the transfer of L-tryptophan from the
peripheral to the cerebral circulation through the large neutral
amino acid transporter of the blood-brain barrier (Edwards et al.,
1989). We hypothesize here that in adrenalectomised rats there
is a lower synthesis and release of serotonin due to lower tryp-
tophan availability, which leads to lower levels of extracellular
serotonin, and therefore to a higher excitability of 5-HT1A autore-
ceptors.

An additional explanation for the increased function of 5-HT{4
autoreceptors observed in our experiments is that corticosterone
strongly increases the affinity of 5-HT; 5 receptors for their agonists
(Bellido et al., 2004). Likewise, corticosterone increases the activity
of both type 1 (Abumaria et al., 2008) and type 2 (Malek et al., 2007)
tryptophan hydroxylase in 5-HT DRN neurons, thus leading to an
increase in the synthesis of serotonin. Moreover, it was also shown
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that corticosterone decreases serotonin re-uptake in the hippocam-
pus by inhibiting the organic cation transporter 3 (OCT3) (Baganz
etal., 2010), which is expressed in the DRN (Amphoux et al., 2006).
A corticosterone-dependent increase in 5-HT1A receptor expres-
sion may be excluded since high levels of corticosterone decrease
(Saenz del Burgo et al., 2013) or do not change (Fairchild et al., 2003;
Neumaier et al., 2000) 5-HT1A mRNA autoreceptor expression.
Likewise, an increase in o432 affinity or number may be excluded
since glucocorticoids decrease the currents induced by stimula-
tion of nAChRs (Shi et al., 2002) and do not alter a432 nAChRs
expression (Robinson et al., 1996). It was shown that chronic cor-
ticosterone diminishes the expression of mRNA encoding for type
2 subunit of inward rectifying potassium channels (Fairchild et al.,
2003), which decreases the effect of 5-HT1A-receptor stimulation.

4.5. Nicotine-induced serotonin release is mediated by «42
nAChRs

The inhibition of 5-HT DRN neurons by nicotine was pre-
vented by their pre-treatment with DHE, a selective antagonist
at a4f32 nAChRs. This suggests that nicotine-induced 5-HT release
is dependent on stimulation of ®432 nAChRs. The presence of a4{32
nAChRs subtype in DRN 5-HT neurons was demonstrated by both
immunocytochemical (Bitner et al., 2000) and electrophysiologi-
cal studies (Galindo-Charles et al., 2008). It should be mentioned
that previous studies suggested that nicotine-induced 5-HT release
is dependent on both a7 and a4f32 nAChRs (Ma et al., 2005) or
on non-a7 nAChRs (Li et al., 1998). However, consistent with our
data, behavioral studies indicated that intra-raphe administration
of nicotine increases 5-HT release inside the DRN, an effect antag-
onized by DHRE (Seth et al., 2002, for review).

4.6. Possible clinical implications of the present study

A legitimate question is if Adx + CSR rats may be considered an
animal model of depression. According to our data, to the date no
behavioral studies were performed in rats with this experimental
model. However, recent studies (Donner et al., 2012; Gourley and
Taylor, 2009; Lee et al., 2010) have demonstrated that chronic (2
weeks to 1 month), p.o. administration of low doses (5-7 mg/kg
per day) of corticosterone in rats and mice produces a persistent,
long-lasting depressive-like state characterized by anhedonic- and
helpless-like behaviors. Pellet (Leitch et al., 2003) and per oral
(Donner et al., 2012; Gourley et al., 2008) administration of corti-
costerone produced similar effects on plasma corticosterone levels,
hypothalamic-pituitary-adrenal activity rhythm, body and adrenal
weight. For these reasons, we infer that Adx + CSR rats may repre-
sent an experimental model of depression.

An increased prevalence of the inhibitory responses to nicotine
of 5-HT DRN neurons from Adx+ CSR rats suggests that nicotine
should worsen a depressive state associated with high and flat cor-
ticosterone levels by inhibiting the activity of 5-HT DRN neurons.
In reality however the opposite occurs: the incidence of smoking is
twice as high in patients with major depression than in normal pop-
ulation and smoking cessation induces severe depressive episodes
in persons with a history of depression (Glassman et al., 1990).
Several explanations may be given for this contradictory situation.
Firstly, nicotine’s antidepressant effects depend also on increased
releases of dopamine and noradrenaline from neurons located in
the ventrotegmental area and locus coeruleus, respectively (Fowler
et al., 2008). Unfortunately, to the present there are no studies con-
cerning the effects of high and flat plasma levels of corticosterone
on nicotine stimulatory effects on dopamine and noradrenaline
release. Secondly, in the present study, nicotine administration
was performed in rats that were not previously exposed to nico-
tine and therefore possess non-desensitized nAChRs. A study of the

nicotine effects upon 5-HT DRN neurons obtained from Adx +CSR
rats previously exposed to nicotine would be of interest. Thirdly,
depression is frequently associated with anxiety and this associ-
ation worsens the outcome of depression (Goldberg and Fawcett,
2012). Direct or indirect stimulation of 5-HT1A autoreceptors gen-
erates a state of anxiolisis (Seth et al., 2002, for review). It may be
speculated that stimulation of 5-HT1A autoreceptors by nicotine-
induced serotonin release will alleviate depressive symptoms by
inhibiting 5-HT release in various area of the brain.

5. Conclusions

The results of the present study indicate that changing the
daily pattern of plasma corticosterone levels from oscillatory to
flat increases the prevalence of nicotine inhibitory effects upon 5-
HT DRN neurons. The inhibition of 5-HT DRN neurons in Adx + CSR
rats was due to increased function of 5-HT; autoreceptors, a con-
clusion that is in agreement with the one issuing from the study of
Judge et al. (2004) who used a experimental model similar to ours.
Intra-raphe increase in 5-HT release was mediated by stimulation
of €432 nAChRs of 5-HT neurons.
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