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Resumen

El nucleo dorsal del rafé (NDR) posee la mayor cantidad de células 5-HTérgicas en el
cerebro y regula importantes procesos fisioldégicos como son el ciclo suefio-vigilia, el
estado de animo, la conducta motora y el apetito, entre otras. Sin embargo, para poder
comprender la funcion que ejerce el NDR en los diversos procesos en que participa, es
importante conocer los componentes celulares del nucleo, tales como las células
GABA¢érgicas, las cuales modulan la actividad de las células 5-HTérgicas y ocupan el
segundo lugar en cuanto a numero de neuronas dentro del nucleo. Las células
GABA¢érgicas no han sido caracterizadas en el NDR, por lo que en el presente trabajo se
realizé una clasificacion electrofisiologica de éstas. Se utilizaron ratas Wistar macho, de
las cuales se extrajeron rebanadas de cerebro que fueron observadas bajo un microscopio.
Los registros se efectuaron mediante la técnica de patch-clamp en configuracién de
célula completa. Se encontraron tres tipos electrofisiologicos de células GABAérgicas en
el NDR: disparo regular con postdespolarizacion (DR-PD), disparo regular con
frecuencia alta (DR-FA) y células con meseta (Me); las cuales fueron
electrofisiologicamente diferentes a las células 5-HTérgicas del NDR. Las células
registradas se analizaron mediante una técnica de inunohistoquimica, en la cual se utilizé
un anticuerpo contra las enzimas GAD65 y GAD67 (anti-GAD65/67), para las células

con registro electrofisioldgico correspondiente a las neuronas GABA¢érgicas.



1. Introduccidn

1.1. Ndcleo dorsal del rafé

La primera descripcion detallada del nticleo dorsal del rafé (NDR) la realizé Santiago Ramoén
y Cajal en su trabajo titulado “Texto del sistema nervioso central del hombre y los
vertebrados™ (1904), en el cual realizé una observacion de los nucleos del rafé mediante la
técnica de impregnacion de plata. Cajal describid cuatro tipos diferentes de neuronas en el
NDR: voluminosas, fusiformes, triangulares y estrelladas; asimismo, observo que las
dendritas poseen espinas y divergen en conjuntos fuera del nucleo (para revision ver

Michelsen et al., 2007).

Posteriormente, Dahlstrom y Fuxe (1964) describieron la distribucion de las neuronas
serotoninérgicas (5-hidroxitriptaminérgicas o 5-HTérgicas) en el NDR, las cuales son el
principal grupo neuronal del nucleo (Jacobs y Azmitia, 1992; Bang y Commons, 2012);
ademads, proporcionaron la primera nomenclatura de los nucleos del rafé a partir de su
aparicion durante el desarrollo del mesencéfalo, la cual consistia en nueve divisiones (Bl a
B9), separadas a su vez en dos grupos (superior e inferior) (Jacobs y Azmitia, 1992).
Posteriormente, se realizaron otras revisiones de los nucleos con diversos anticuerpos y se
redefinieron los nombres y los nucleos (Jacobs y Azmitia, 1992; Michelsen et al., 2007) (Fig.
1.1).

Durante muchos afios se consider6 al NDR exclusivamente 5-HTérgico; sin embargo,
ahora se sabe que este nicleo esta constituido por neuronas 5-HTérgicas (30-50%) seguidas
de neuronas GABA¢érgicas (=25%) (Johnson, 1994); ademas se ha descrito una gran cantidad
de neurotransmisores y péptidos provenientes de otras areas, tales como la dopamina, el
glutamato, el neuropéptido Y, la substancia P, la galanina, la encefalina, el factor liberador de
corticotropina, el polipéptido intestinal vasoactivo, la colecistocinina y el 6xido nitrico

(Jacobs y Azmitia, 1992).
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Figura 1.1. Esquema de un corte sagital del cerebro de un roedor. Se observan los nticleos del
rafé (B1-B9) y las areas cerebrales que inervan. El nucleo dorsal del rafé esta constituido por
los grupos B6 y B7 (amarillo). NDR, nucleo dorsal del rafé. NMR, ntcleo medio del rafé
(modificado de Lesch y Waider, 2012).

El NDR ha sido relacionado con diversos procesos, incluyendo la actividad motora, el
ciclo suefio-vigilia, la ingesta de alimento, el dolor, la atencion, la memoria, el estado de
animo, el comportamiento maternal, la agresion y la respuesta al estrés (Hensler et al., 2006;
Monti, 2010; Zhao, 2013). Asimismo, se sabe que el NDR esta involucrado en diferentes
patologias neuropsiquiatricas tales como la depresion, la ansiedad, la esquizofrenia y los
desoérdenes obsesivo-compulsivos (Graeff ef al., 1996; Carrasco y Van de Kar, 2003; Hensler,
2006; Bang y Commons, 2012). Diversos estudios sugieren que estas patologias estan
relacionadas con alteraciones de la sefalizacion 5-HTérgica originada en el NDR, lo cual

confirma la importancia funcional de este nucleo.

1.1.1. Anatomia del NDR

Los nucleos del rafé estan constituidos por cimulos de neuronas localizados cerca de la linea
media del tallo cerebral (Dahlstrom y Fuxe, 1964; ver Michelsen et al., 2007 para revision).
En particular, el NDR se localiza en la parte ventral de la sustancia gris periacueductal
mesencefalica (Paxinos y Watson, 1998; Waselus et al., 2011), entre el fasciculo longitudinal

y el acueducto cerebral (Fig. 1.2).
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Debido a que el NDR se extiende de manera rostrocaudal, desde el borde caudal del
nlcleo oculomotor hasta el nicleo dorsal tegmental, la mayoria de los estudios que describen
este nucleo lo dividen en tres regiones: rostral, medial y caudal. Asimismo, existe una
topografia dorsoventral donde pueden distinguirse las regiones dorsal, medial y ventral, asi
como las alas laterales del NDR (Michelsen et al., 2007) (Fig. 1.2). Cada una de estas zonas

recibe fibras aferentes y origina fibras eferentes en un patrén topograficamente organizado

(Abrams et al., 2004).
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Figura 1.2. Esquema de un corte coronal del cerebro de rata. Se observan tres zonas del
nicleo dorsal del rafé: el area dorsal, el area ventral y las areas laterales. Ac, acueducto

(negro). FML, fasciculo medio longitudinal. NCLi, nucleo caudado lineal del rafé

(modificado de Paxinos y Watson, 1998).

1.1.2. Aferencias al NDR

El NDR recibe multiples aferencias que regulan su actividad y que, junto con sus abundantes

proyecciones, explican la diversidad de procesos fisiologicos con los que el nucleo se




encuentra relacionado (Jacobs y Azmitia, 1992). Las aferencias pueden ser clasificadas de

acuerdo con sus caracteristicas neuroquimicas o anatomicas (Jacobs y Azmitia, 1992).

La principal fuente de aferencias a las células 5-HTérgicas proviene de otras neuronas
localizadas dentro del propio NDR, asi como de otros ntcleos del rafé, incluyendo las areas
B9, el ntcleo paragigantocelular lateral y el nticleo medio del rafé (Jacobs y Azmitia, 1992).
Ademas, dentro del NDR hay una considerable liberacion de 5-HT de origen
somatodendritico (Adell et al., 1993). Neuroquimicamente, las aferencias del NDR contienen

aminas, aminoacidos y algunos neuropéptidos.

Las aferencias que contienen aminas derivan de diversos nucleos. Por ejemplo, la mayor
parte de las aferencias noradrenérgicas provienen del locus coeruleus (Aghajanian y Wang,
1977; Peyron et al., 1996) y del locus subcoeruleus (Jacobs y Azmitia, 1992). Existen
también aferencias adrenérgicas que provienen de los nucleo hipogloso, perihipogloso y del
nucleo del tracto solitario (Aghajanian y Wang, 1977; Sakai et al., 1977; Jacobs y Azmitia,
1992). Por su parte, las aferencias dopaminérgicas provienen de la substancia nigra, el area
tegmental ventral (Aghajanian y Wang, 1977; Kalén ef al., 1985) y del ntcleo hipotalamico
(Jacobs y Azmitia, 1992; Peyron et al., 1995).

Las aferencias GABAérgicas que inervan el NDR provienen de diversas estructuras,
incluyendo el hipotdlamo (lateral, dorsal y ventromedial), el nucleo paragigantocelular, el
nucleo central de la amigdala (Peyron et al., 1998), la substancia gris periacueductal (Jolas y
Aghajanian, 1997; Gervasoni et al., 2000), la substancia nigra reticulada, el palido ventral y
el nucleo parabraquial (Kalén et al., 1989; Gervasoni et al., 2000). Por otra parte, las
aferencias glutamatérgicas proceden de la habénula lateral (Stern er al., 1981), la corteza
prefrontal medial (Hou et al., 2012), la amigdala, varias areas hipotaldmicas, el nucleo

parabraquial y el ntcleo laterodorsal tegmental (Lee et al., 2003).

Las aferencias colinérgicas provienen del nticleo vestibular superior, a través de la via del
fasciculo medio longitudinal (Kalén et al., 1985; Jacobs y Azmitia, 1992), y de los nucleos
pedunculopontino y laterodorsal tegmental (Woolf y Butcher, 1989). Ademas, se han descrito
entradas hipotalamicas al NDR que se originan principalmente en el area preodptica y el

nucleo hipotalamico lateral (Sakai et al., 1977), constituidas por fibras histaminérgicas y




peptidérgicas (Krieger, 1983). Por ultimo, las entradas de la substancia gris periacueductal

también suministran varios neuropéptidos (Jacobs y Azmitia, 1992).

1.1.3. Eferencias del NDR

El NDR envia proyecciones 5-HTérgicas a diversas areas encefalicas, siendo el principal

origen de inervacion 5-HTérgica el cerebro anterior (Monti, 2010).

En la parte rostral del rafé dorsal se encuentran neuronas que proyectan al ntcleo
caudado-putamen, la substancia nigra y la amigdala (Dray et al., 1978; van der Kooy y
Hattori, 1980; Imai et al., 1986). La regiéon media del NDR envia proyecciones axonicas a la
corteza prefrontal medial y lateral (Hajos et al., 1998; Celada et al., 2001; Puig et al., 2005;
Hou, et al., 2012; Bang y Commons, 2012), el nicleo accumbens (Bang y Commons, 2012),
el hipotdlamo, el hipocampo y la amigdala (Kohler y Steinbusch, 1982; Sarter y
Markowitsch, 1984; Imai et al., 1986; van Bockstaele et al., 1993; Waselus et al., 2011). La
region caudal del NDR contiene neuronas que proyectan a la amigdala, el hipocampo, el
locus coeruleus, el septum y la corteza entorrinal (De Olmos y Heimer, 1980; Kohler y

Steinbusch, 1982; Imai et al., 1986; Abrams et al., 2004).

Puesto que las neuronas 5-HTérgicas tienen proyecciones hacia diversas regiones rostrales
y caudales, algunos autores han dividido las proyecciones eferentes del NDR en descendentes
y ascendentes. Las vias descendentes son cuatro: la bulboespinal, la cerebelar, la
propriobulbar y la via descendente que inerva: el locus coeruleus, el nucleo tegmental dorsal,
el nticleo del rafé pontino, el cerebelo, la parte inferior del tronco cerebral y la médula espinal

(Michelsen, et al., 2007).

Las vias ascendentes son tres: la medial, la dorsal y la ventral (Fig. 1.3), las dos tltimas
son las proyecciones eferentes mdas importantes. Los principales objetivos de las vias
ascendentes son el cerebro anterior, siendo el nticleo caudado-putamen el que recibe mayor
inervacion (Michelsen et al., 2007). La via ascendente dorsal se eleva del NDR medial al
rostral e inerva el estriado y el globus pallidus; la via ascendente localizada en el fasciculo
medio longitudinal ventral recibe fibras de las alas laterales y del subnucleo ventromedial del

NDR (Jacobs y Azmitia, 1992; Michelsen et al., 2007). El principal objetivo de la via




ascendente medial es la substancia nigra; aunque también inerva el septum, el hipocampo y
la corteza cingulada (Azmitia y Henriksen, 1976; Azmitia y Segal, 1978; Jacobs y Azmitia,
1992). La via ascendente ventral inerva diversas areas, las principales son los nucleos
talamico e hipotalamico, la habénula, el seprum, la amigdala, la corteza, el bulbo olfatorio, el

nucleo interpeduncular y el cuerpo geniculado (Michelsen ef al., 2007).

Figura 1.3. Esquema de las tres vias ascendentes (VA) del NDR (dorsal, medial y ventral) y
sus principales objetivos. Corteza (CTX), bulbo olfatorio (OB), caudado-putamen (CP),
septum lateral (LS), globus pallidus (GP), ntcleo accumbens (NAc), shell del nucleo
accumbens (NAs), hipocampo (HPC), tdlamo medial (MT), tdlamo intralaminar (ILT),
hipotalamo dorsal (DH), area lateral hipotalamica (LH), nucleo subtaldmico (STN),
substancia nigra (SN), amigdala (AM), nucleo hipotalamico ventromedial (VMN), area
hipotalamica posterior (PH) y nucleo interpeduncular (IP). Las siglas son referentes al

nombre del drea en inglés (modificado de Michelsen et al., 2007).




1.2. Neuronas 5-HTérgicas del NDR

La 5-HT es un mensajero y regulador neuroquimico. Las neuronas 5-HTérgicas contienen la
enzima L-triptofano-5-monooxigenasa, mejor conocida como triptdfano hidroxilasa (TPH), la
cual hidroxila el aminoacido L-triptofano a 5-hidroxitriptofano (5-HTP, por sus siglas en
inglés); existen dos isoformas de la TPH: Tphl y Tph2, la segunda se expresa exclusivamente
en el cerebro (Hensler, 2012). Posteriormente, el 5-HTP es descarboxilado a 5-HT por la L-
aminoacido aromatico descarboxilasa (AADC, por sus siglas en inglés) (Hensler, 2012). La
5-HT es liberada al espacio extrasinaptico mediante un proceso de exocitosis dependiente de

calcio.

La accion de la 5-HT en el espacio extracelular es finalizada mediante su recaptura, que se
lleva a cabo principalmente en las terminales 5-HTérgicas, mediante el trasportador de 5-HT
(5-HTT o SERT) (Hensler, 2006; Hensler, 2012). La 5-HT es metabolizada a acido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA); el proceso se efectia a través de la accion de la enzima
monoaminoxidasa (MAQO) que, por un proceso de oxidacion, desplaza el grupo amino para
dar 5-hidroxi-indolacetaldehido, el cual es oxidado por la aldehido deshidrogenasa a 5-HIAA
(Boadle-Biber, 1993).

Morfolégicamente, las células 5-HTérgicas pueden ser: redondas, ovaladas, triangulares,
fusiformes, bipolares o multipolares (Diaz-Cintra et al., 1981; Calizo et al., 2011). En el
NDR las neuronas 5-HTérgicas se localizan principalmente en la linea media o cerca de ésta,
la cual abarca desde el acueducto hasta el area entre el fasciculo medio; ademas, se

encuentran agrupadas (Jacobs y Azmitia, 1992).

Las células 5-HTérgicas del NDR han sido ampliamente caracterizadas. Aghajanian y
Vandermaelen (1983) las describieron como células con un patrén de disparo regular y lento
(1-2 espigas/segundo), las cuales presentan una posthiperpolarizaciéon (AHP) lenta (200-800
ms) y con una gran amplitud (10-20 mV). Ademads, exhiben un potencial de accion de una
duracion de ~4.9 ms (medicién tomada en la base), cuya amplitud varia entre 60 y 84 mV
(Vandermaelen y Aghajanian, 1983). Otra caracteristica importante es que presentan una
inflexion en la parte repolarizante del potencial de acciéon (Vandermaelen y Aghajanian,
1983; Beck et al., 2004). Las células 5-HTérgicas pueden ser silentes o espontaneamente
activas y muestran una resistencia de entrada que puede variar de 150 a 400 MQ

(Vandermaelen y Aghajanian, 1983; Beck et al., 2004).
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1.3. Neuronas GABAEérgicas

El 4cido gamma (y)-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibidor en el
cerebro adulto. Es sintetizado por la descarboxilacion del glutamato, mediante la catalizacion
de la enzima 4cido glutdmico descarboxilasa (GAD, por sus siglas en inglés), la cual existe en
dos isoformas (GAD65 y GADG67) que difieren en sus propiedades cinéticas y cataliticas
(Walls et al., 2010; Rowley et al., 2012). La GAD65 se concentra mas en los axones,
mientras que la GAD67 estd mas concentrada en los somas y dendritas (Kleppner y Tobin,

2002; Schousboe y Waagepetersen, 2009; Zhao, 2013).

El GABA es degradado por la GABA-Transaminasa (GABA-T), una enzima
mitocondrial, a succinato semialdehido (SSA), el cual es oxidado por la succinato
semialdehido deshidrogenesa (SSADH) a succinato (Rowley et al., 2012); ademas, es
transportado a través de la membrana de células nerviosas y gliales por transportadores de

GABA (GATs, por sus siglas en inglés), localizados en la membrana plasmatica.

Existe una gran variedad de neuronas que expresan GABA en el cerebro; éstas se han
clasificado de acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas, su localizacion y sus propiedades
fisiologicas. La determinacion de las neuronas GABAérgicas se ha realizado principalmente
en las neuronas de la corteza, donde se han considerado las caracteristicas electrofisiologicas
e inmunohistoquimicas por separado y en conjunto para su clasificacion. La caracteristica que
interesa en el presente trabajo es la electrofisioldgica, por lo que se considerara el tipo de

disparo de las células para su clasificacion.

Desde el punto de vista electrofisiologico las neuronas GABAérgicas se han clasificado
principalmente en neuronas “fast spiking” (FS) caracterizadas por una alta frecuencia de
disparo, neuronas “regular spiking” (RS; o regular spiking - non piramidal, RSNP) que
exhiben un tipo de disparo lento y regular de potenciales de accion (Kawaguchi y Kubota,
1997; Cauli et al., 2000; Contreras, 2004; Smith y Perrier, 2006), neuronas “low threshold”
(LTS) que exhiben una despolarizacion dependiente de la activacion de una corriente de
calcio de bajo umbral; y también se considera un conjunto de células que presentan
potenciales de accion en rafagas: “intrinsically burst” (IB) y “fast repetitive bursting” (FRB)

(Foehring et al., 1991; Contreras, 2004). Ademas, se han registrado otros tipos de células
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GABA¢rgicas, las cuales suelen ser subtipos o variaciones de las anteriores (Kawaguchi y
Kubota, 1997; Cauli et al., 2000; Contreras, 2004; Butt et al., 2005; Smith y Perrier, 2006;
Ascoli, 2008).

En la corteza cerebral, las células RS responden ante una inyeccion de corriente
despolarizante de 0.4 nA, con disparos repetitivos (Fig. 1.4A) o con un unico disparo,
presentan acomodacion variable y disparan a frecuencias de 200-300 Hz (Contreras, 2004).
Estas células se pueden subdividir con base en su grado de adaptacion en: adaptadoras
rapidas (con frecuencias que decaen a cero en pocas décimas de milisegundos) y adaptadoras
lentas (con frecuencias que pueden decaer a la mitad del valor inicial en pocos cientos de
milisegundos) (Contreras, 2004). El potencial de accion, de las células RS tiene una duracion
de =1 ms y presenta una pequeia postdespolarizacion (ADP, por sus siglas en inglés) justo

antes del inicio de la AHP (Contreras, 2004).

Las células LTS generan espigas breves (rango medio de 0.52 + 0.03 ms; Bacci et al.,
2003) y no muestran inactivacion. Cuando se aplica un pulso de corriente despolarizante,
presentan rafagas de disparo solamente al inicio del pulso y, si la despolarizacion se sostiene,
cada rafaga es seguida por un tren de disparos individuales con cortas secuencias de AHP—
ADP (Foehring et al., 1991; de la Pefia y Geijo-Barrientos, 2000; Contreras, 2004). Las
rafagas iniciales se deben a un potencial de meseta dependiente de una corriente de calcio de
bajo umbral de activacion (Fig. 1.4B) (Tepper y Bolam, 2004). Las células LTS tienen una
resistencia de entrada alta (> 600 MQ) y muchas exhiben actividad espontidnea tdnica;
ademads, presentan una adaptacion pronunciada del disparo (Kawaguchi y Kubota 1993;
Tepper et al., 2010). Las neuronas “/ow threshold” poseen ademas una corriente catidnica
activada por hiperpolarizacion, llamada corriente h (Ih). En registros de fijacion de corriente,
cuando se aplica un pulso hiperpolarizante, la Ih produce un desplazamiento del potencial de
membrana hacia valores positivos de tal manera que en algunas células se producen rafagas
de potenciales de accion al terminar el pulso de corriente hiperpolarizante lo cual se

denomina cominmente como disparo al off (Benes et al., 2001; Bacci et al., 2003).

Las células FS presentan espigas breves con disparos de una duraciéon de 0.4 a 0.6 ms
(Contreras, 2004), y una pronunciada (24.3 £ 0.7 mV; Bacci et al., 2003) y corta AHP (2-5
ms; Kawaguchi y Kubota 1993) (Fig. 1.4 C). Ante inyecciones de corriente despolarizantes,

de 0.3 nA, generan trenes regulares de potenciales de accion, alcanzando frecuencias de hasta




800 Hz y sin presentar acomodacion (Contreras, 2004). Pueden presentar o no una pequefia
adaptacion al disparar los potenciales de accion y exhiben una baja resistencia de entrada
(50-150 MQ) (Foehring et al., 1991; Bacci et al., 2003; Contreras, 2004; Tepper y Bolam,
2004; Tepper et al., 2010).

| 0my 10 my | 10 m

Figura 1.4. Registros -electrofisiologicos de los tres tipos principales de neuronas
GABA¢érgicas. A, respuesta de una célula RS, ante la aplicaciéon de un pulso de 20 pA
(modificado Smith y Perrier, 2006). B, respuesta de una célula LTS, ante un pulso de 1.0 nA
(modificado de Tepper y Bolam, 2005). C, respuesta de una célula FS, ante un pulso de 1.0
nA (modificado de Tepper y Bolam, 2005).

Las células IB disparan en rafagas repetitivas de 3—5 potenciales de accion, a 200 Hz, ante
un pulso de corriente de 0.94 nA, con una pronunciada despolarizaciéon y presentan
inactivacion (Agmon y Connors, 1992; Contreras, 2004). Las cé¢lulas FRB, al igual que las
IB, generan rafagas, pero éstas difieren en que presentan una mayor frecuencia de disparo
(200-600 Hz); asimismo, ante inyecciones de corriente despolarizante de 0.3 nA no presentan
inactivacion, los potenciales de accidon son breves (0.6 ms) y presentan una AHP de amplitud
pequeia, seguida de una ADP a partir de la cual se da el siguiente disparo (Foehring et al.,

1991; Contreras, 2004).

Las caracteristicas electrofisiologicas se pueden relacionar con caracteristicas
neuroquimicas; sin embargo, algunos estudios se centran principalmente en las caracteristicas

neuroquimicas, y a partir de éstas describen los rasgos electrofisiologicos.
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Neuroquimicamente, se han reportado tres principales subtipos de neuronas GABAérgicas
neoestriales: el primer grupo esta constituido por células que expresan simultdneamente
somatostatina, 6xido nitrico sintasa y neuropéptido Y (SOM/NOS/NPY) en diferentes
combinaciones; los otros dos tipos expresan proteinas de unién a calcio, uno expresa
parvalblimina y el otro calretinina (Tepper y Bolam, 2004). Estos tres tipos de neuronas
GABA¢érgicas se han encontrado en diversas regiones cerebrales, tales como el neoestriado,
la médula espinal, la amigdala lateral, la corteza y en el nucleo del tracto solitario (Tepper y
Bolam, 2004; Patridge et al., 2009; Sosulina et al., 2010; Vitalis y Rossier, 2010; Wang y
Bradley, 2010; Polgar et al., 2011).

Las interneuronas positivas para SOM/NOS/NPY son medianas (=9 a 25 pm) y
electrofisiologicamente son caracterizadas como LTS en la corteza y el neoestriado (Bacci et
al., 2003; Tepper y Bolam, 2004). En la corteza también se han descrito como células RS o
como “burst spiking”, en las capas II/ [Il y V (Kawaguchi y Kubota 1996; Benes et al., 2001)

o simplemente LTS.

Las interneuronas positivas para parvalbumina (PV) son referidas como interneuronas FS
y su soma tiene un tamafio de 16 a 18 pum de didmetro. Esta proteina se expresa
principalmente en neuronas “chandelier” y “basket-cells” que se encuentran en la corteza
cerebral, el hipocampo y el neoestriado (Fonseca ef al., 1993; Cauli ef al., 1997; Benes et al.,
2001; Tepper y Bolam, 2004; Tepper et al., 2010; Bartos y Elgueta, 2012). Las interneuronas
positivas para calretinina (CR) son de tamafio medio (12 a 20 um de didmetro) y superan en
nimero (3 6 4:1) a las interneuronas PV y SOM/NOS/NPY en el neoestriado (Contreras,
2004; Tepper et al., 2010).

1.3.1. Neuronas GABAEérgicas del NDR

Hasta el momento, no existe una clasificacion electrofisidlogica las neuronas GABAérgicas
en el NDR pues la mayoria de los estudios anteriores s6lo se concentran en las neuronas 5-
HT¢érgicas, describiendo al resto de las neuronas del nucleo simplemente como no 5-
HT¢érgicas (Aghajanian et al., 1978; Kirby et al., 2003; Beck et al., 2004; Monti, 2010; Kelly
y Donner, 2011).
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Una de las pocas investigaciones que se centra en el estudio de las neuronas GABAérgicas
del NDR es la realizada por Gocho et al. (2012), quienes utilizaron una generacion de ratones
knock-in de GAD67 conjugada a la proteina verde fluorescente (GFP). Sus resultados
muestran que las neuronas con inmuno-reactividad positiva (GFP+) para GABA se
encuentran preferentemente en la zona lateral del NDR, mientras que las neuronas con

inmuno-reactividad negativa (GFP-) se localizan principalmente en la linea media.

En el NDR, una poblacion significativa de neuronas 5-HTérgicas coexpresan varios
neurotransmisores, incluyendo dopamina, GABA, glutamato, 6xido nitrico y neuropéptidos
(Hioki et al., 2010; Shikanai et al., 2012). Asi, en el rafé se han localizado cé€lulas que
muestran inmuno-reactividad positiva tanto para 5-HT como para GABA, las cuales se
pueden considerar como un tercer grupo de neuronas en este nucleo (Stamp y Semba, 1995;
Shikanai et al., 2012). En total s6lo el 4% de las células 5-HTérgicas del rafé expresan GAD,
de las cuales la mayor concentracion (80-95%) se localiza en los ntcleos del rafé magnus y
del rafé obscurus (Stamp y Semba, 1995). Dentro del NDR, la mayor cantidad de neuronas
que coexpresan 5-HT y GABA se encuentran en la zona de las alas laterales, constituyendo el
12% de la poblacion celular de esta region (Shikanai ef al., 2012). La poblacion 5-HT/GABA

presenta un decremento entre las 4 y 8 semanas de edad en ratas (Shikanai ef al., 2012).

Las células 5-HT/GABA del rafé presentan una frecuencia de disparo significativamente
menor que las neuronas 5-HTérgicas y las GABAérgicas (Tabla 1.1), ante una corriente de
0.3 nA (Shikanai et al., 2012). Debido a las caracteristicas neuroquimicas y
electrofisiologicas propias de las células 5-HT/GAD67 (Tabla 1.1), que difieren con las de
los grupos de neuronas GABAérgicas y 5-HTérgicas, se pueden considerar como una

poblacion unica (Shikanai et al., 2012).

Neuronas 5-HT 5-HT/GAD67 GAD67
Potencial de reposo de la membrana (mV) | -61.82 £ 1.67 | -64.91 £4.14 | -52.13 + 17.17
Umbral (mV) -27.36+1.05 | -31.06 £ 1.50 | -24.06 +7.04
Amplitud del potencial de accion (mV) 7037 +£2.65 | 6894+394 | 4530+£5.59*
Duracion del potencial de accion (ms) 2.22+0.12 1.98+0.24 1.78 £0.22
Posthiperpolarizacion (mV) -25.66 £1.22 | -24.14+1.31 | -29.00 £ 7.91
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Frecuencia de disparo (Hz) 37.42+326 | 1290+ 1.77" | 87.50+19.62

Tabla 1.1. Parametros electrofisiologicos de las neuronas 5-HT, 5-HT/GAD67 y GAD67 en
el NDR de rata. (*) Diferencia significativa observada en las neuronas GAD67 respecto a los
tres grupos estudiados (F (o54= 4.372; / p< 0.05). (*) Diferencia significativa observada en las
neuronas 5-HT/GADG67 respecto a las neuronas 5-HT y GAD67 (F (254= 20.91; p< 0.05)
(modificado de Shikanai ef al., 2012).

1.4. Relacién fisiologica entre las neuronas GABAérgicas y 5-HTérgicas del NDR

En los nucleos del rafé, las neuronas GABAérgicas y 5-HTérgicas interactian entre ellas
(Belin et al., 1983; Liu et al., 2000; Broadbelt et al., 2010). Se ha demostrado que las
neuronas GABA¢érgicas suprimen la actividad de un gran niamero de neuronas 5-HTérgicas
(Gallagher y Aghajanian, 1976; Abellan et al., 2000; Allers y Sharp, 2003; Boothman et al.,
2006; Bouwknecht et al., 2007).

La interaccion entre las neuronas 5-HTérgicas y GABA¢érgicas, en el NDR, es llevada a
cabo mediante una retroalimentacion donde la 5-HT excita o inhibe a las neuronas
GABA¢érgicas y el GABA inhibe a las neuronas 5-HTérgicas (Liu et al, 2000). La
retroalimentacién se efectia ya que las neuronas GABAérgicas poseen los receptores 5-
HTérgicos 5-HT s, 5-HT,s y 5-HT,c, mientras que las neuronas 5-HTérgicas poseen los
receptores GABAérgicos GABA, (Liu et al., 2000; Serrats et al., 2005; Broadbelt et al.,
2010) y GABAg (Abellan et al., 2000) (Fig. 1.5). La expresion de los receptores ha sido
estudiada mediante la aplicacion de agonistas y antagonistas selectivos (Becquet et al., 1990;
Liu et al., 2000; Cao et al., 2006, Harsing, 2006; Broadbelt ef al., 2010), asi como por medio
de procedimientos de hibridacion in situ doble de los ARNm de los receptores y de los
anticuerpos GAD y 5-HTT, para células GABAérgicas y 5-HTérgicas respectivamente (Liu
et al., 2000; Serrats et al., 2005).
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Figura 1.5. Representacion esquematica de la propuesta de un circuito de retroalimentacion
local en el NDR, el cual involucra conexiones reciprocas entre las células 5-HTérgicas y

GABA¢érgicas (modificado de Liu et al., 2000).

El GABA inhibe a las células 5-HTérgicas mediante el receptor GABA . Estudios de
microdialisis muestran que la aplicacion de bicuculina en el NDR, un antagonista del receptor
GABA.,, incrementa la liberacion de 5-HT en el nucleo (Tao et al., 1996; Liu et al., 2000);
ademas, la estimulacion de los receptores GABA o, mediante agonistas, reduce la actividad de

las neuronas 5-HT¢érgicas y por lo tanto la liberacion de 5-HT (Becquet et al., 1990; Tao et
al., 1996; Liu et al., 2000; Cao et al., 2006, Broadbelt et al., 2010).

Las células 5-HT¢érgicas excitan a las neuronas GABAérgicas mediante los receptores 5-
HT,a y 5-HTyc. Estudios electrofisiologicos han mostrado que la aplicacion de 5-HT, en el

NDR ventral, incrementa la frecuencia de las corrientes postsinapticas inhibitorias (IPSC) en
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células 5-HTérgicas (Liu et al., 2000); ademds, se ha reportado que el incremento de las
IPSC, generadas por la administracion de 5-HT, es bloqueado por antagonistas selectivos de
los receptores 5-HT,n y 5-HTyc (Liu et al., 2000). La activacion local de neuronas
GABA¢érgicas, mediante agonistas de receptores 5-HT,, contribuye a la inhibicién de las
neuronas 5-HTérgicas (Liu et al., 2000; Celada et al., 2013; Boothman y Sharp, 2005;
Boothman et al., 2006). Por otra parte, en experimentos de hibridacion in sifu, se ha reportado
que los receptores 5-HT,¢ se localizan principalmente en las neuronas GABAérgicas de las

alas laterales del NDR (Serrats et al., 2005).

La interaccion entre células 5-HTérgicas y GABAérgicas es constante pues las IPSCs son
generadas en neuronas 5-HTérgicas al activar sus receptores GABA4 por accion de GABA,
liberado por las interneuronas GABAérgicas. Estas a su vez, son excitadas por la 5-HT a
través de los receptores 5-HT2a y 5-HTac (Liu et al., 2000). Por otra parte, respecto a la
inhibicién de las células GABAérgicas por la 5-HT, la aplicaciéon de 8-OH-DPAT, un
agonista de los receptores 5-HT 4, suprime la liberacion de [*’H]JGABA en rebanadas de rafé
(Liu et al., 2000; Harsing, 2006); ademas, la aplicacion de WAY-100635, un antagonista de
los receptores 5-HT;a, refuerza el incremento de IPSCs registradas en las neuronas 5-
HT¢érgicas (Liu ef al., 2000). En concordancia con estos datos, estudios de biologia molecular
han demostrado la presencia de ARNm de los receptores 5-HT;5 en neuronas GABAérgicas
(Serrats et al., 2003). Puesto que los receptores 5-HT 5 poseen mayor afinidad por la 5-HT
que los receptores 5-HT,a.c (Saxena et al., 1995), es posible proponer un mecanismo de
retroalimentacion mediante el cual las neuronas 5-HTérgicas regulan su propio disparo

modulando la entrada GABAérgica (Liu ef al., 2000) (Fig. 1.5).

2. Justificacion

Las neuronas 5-HTérgicas del NDR son de suma importancia en diversos procesos
fisiologicos y conductuales. Sin embargo, su accion depende de la interaccidon que tienen con
otras neuronas del mismo nucleo, tales como las neuronas GABAérgicas. Pese a que la
modulacion de la actividad de las neuronas 5-HTérgicas por GABA ha sido estudiada

previamente, no se ha llevado a cabo una caracterizacion electrofisiologica de las células
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GABA¢érgicas. Como se ha demostrado en otras estructuras cerebrales, los diversos tipos de
neuronas GABAérgicas actlian de manera distinta sobre sus células blanco; por tanto, su
caracterizacion dentro del NDR ayudard a comprender la interaccion que presentan con las

otras neuronas del NDR, optimizando asi la comprension de la fisiologia de este nucleo.

3. Hipdtesis

Las neuronas GABAérgicas del nucleo dorsal del rafé exhibirdn diversas propiedades
electrofisiologicas que permitirdn clasificarlas en subgrupos, de acuerdo con sus
caracteristicas representativas, y con base en las caracteristicas de células GABAérgicas

reportadas en otras areas cerebrales.

4. Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar electrofisiologicamente a las interneuronas

GABA¢érgicas del nticleo dorsal del rafé, asi como determinar su naturaleza GABAérgica.

En tanto que los objetivos particulares fueron realizar la clasificacion electrofisiologica de
las interneuronas GABAérgicas del NDR, utilizando la técnica de patch-clamp en la
configuracion de célula completa, mediante la determinacion de los siguientes pardmetros:
resistencia de entrada, frecuencia de disparo (total, inicial y final), constante de tiempo de las
curvas de carga (7Tau, 1), parametros del potencial de accion (duracion y amplitud) y de su
posthiperpolarizacion (duracion, amplitud y 7au); asi como la realizacion de curvas de

relacion corriente-voltaje.

Asimismo, mediante una técnica inmunohistoquimica, usando un anticuerpo contra la
enzima descarboxilasa del acido glutamico (GAD65/67) se corrobord la naturaleza

GABA¢érgica de las células con registro electrofisiologico GABAérgico.

16



5. Metodologia
5.1. Obtencién de rebanadas de cerebro

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con la norma oficial mexicana
de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio
(NOM-062-Z0O0-1999). Se usaron 29 ratas Wistar macho con una edad de 18 a 20 dias
postnatales, las cuales se sacrificaron mediante decapitacion y consecutivamente se extrajo el
cerebro para colocarlo en una solucion Ringer (24OC), conteniendo en mM: 125 NaCl, 3 KCl,
25 NaHCO;, 1.25 Na,HPO4, 2 MgCl,, 2 CaCl,, 25 glucosa; con una osmolaridad de 300
mOsm/L y un pH de 7.3. La soluciéon se mantuvo oxigenada con 95% 0O,/5% CO,. Mediante
el uso de un vibratomo (Vibratome 1500 Comp., St. Louis, MO) se obtuvieron cortes
coronales del mesencéfalo de 350 um de grosor. Se seleccionaron las rebanadas que
contenian el NDR y se trasladaron a un vaso de precipitados con soluciéon Ringer a
temperatura ambiente y con oxigenacion (95% 0,/5% CO;), dejando transcurrir de 40
minutos a 1 hora para su posterior registro electrofisiologico. Se usaron de 1 a 4 rebanadas

por rata, y una célula por cada rebanada.

5.2. Registros electrofisiologicos

Transcurrido el tiempo de estabilizacion de las rebanadas, se prosiguid con el registro
electrofisiologico, para lo cual se tomd una rebanada y se colocd en una cdmara de registro
(plexiglass). La rebanada se perfundié constantemente con la solucidén Ringer, a un flujo de
3-4 ml/min y a una temperatura de =33°C. Las neuronas fueron visualizadas utilizando un
microscopio dotado con un sistema de video en infrarrojo (BXS51WI, Olympus Instruments,
Japan) y un objetivo de inmersion en agua (60X). Una vez que la rebanada estaba en la
camara, se identifico la zona de trabajo (NDR) y con el objetivo de inmersion se selecciond

una célula para realizar el registro.

Los registros se realizaron mediante la técnica de patch-clamp, en configuracion de célula
completa. Para ello, se utilizaron micropipetas de borosilicato (WPI, Sarasota, FL) con una

resistencia de 4-7 MQ, llenadas con una solucion interna que consistiéo en mM: 119 gluconato
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de K', 1 MgCl,, 10 HEPES, 0.5 EGTA, 2 Na,-ATP, 0.7 Na,-GTP y biocitina 0.5%, con un
pH de 7.2-7.3 ajustado con KOH y una osmolaridad de 290-300 mOsm/L. Se obtuvieron
registros mediante las modalidades de fijacion de voltaje y fijacion de corriente, con un
amplificador Multiclamp 700B (Axon Instruments, Union City, CA). La sefial se filtro a SkHz
y se digitalizd usando una interfase Digidata 1322A (Axon Instruments). Los registros
obtenidos se monitorearon y se almacenaron con el programa pClamp 10 para su posterior
analisis. Todas las células fueron registradas en el NDR, en las coordenadas bregma -8.00 a
-7.30 mm y en las coordenadas interneural de 1.00 a 1.70 mm de acuerdo con el Atlas

Paxinos y Watson (1998).

Durante los registros, se aplicaron pulsos cuadrados de corriente o comandos de voltaje
hiperpolarizantes y despolarizantes. A partir de los registros obtenidos en fijacion de
corriente se calculd la frecuencia de disparo total, y las frecuencias de disparo instantaneas
obtenidas al inicio y al final de cada pulso de corriente despolarizante. También se obtuvieron
las curvas de corriente—voltaje (IV) para cada célula, con las cuales se calcul6 la resistencia
de entrada de las células. Con la sobreposicion de las curvas IV, obtenidas en fijacion de
corriente y de voltaje, se corrobor6 que el sello de la membrana celular en la pipeta se

mantuvo estable durante el registro y que, por lo tanto, la resistencia de las células no varid.

Las curvas intensidad-frecuencia (IF) fueron obtenidas a partir de la actividad generada
por la aplicacion de pulsos de corriente, incrementando gradualmente la intensidad de -80 a
205 pA con una duracion del pulso de 2 s. A las células que mantuvieron una tasa de disparo
constante durante los pulsos de corriente se les aplicaron corrientes despolarizantes de hasta
355 pA para determinar su maxima frecuencia de disparo. Las relaciones o curvas corriente-
voltaje, para la condicion de fijacion de corriente, fueron obtenidas a partir de las respuestas
de voltaje generadas por la aplicacion de pulsos de corriente de -150 a 25 pA, con una
duracion del pulso de 2 s. Mientras que las relaciones corriente-voltaje, para la condicion de
fijaciéon de voltaje, se obtuvieron midiendo la amplitud de las corrientes en respuesta a
comandos de voltaje aplicados en un rango de -60 a 60 mV y la duracién de los comandos de
corriente fue de 3 s. Se realiz6 un analisis de la frecuencia instantdnea inicial y final de
disparo, la cual se obtuvo ante una inyeccion de corriente de 115 pA; la frecuencia inicial se
obtuvo sacando el inverso del intervalo de tiempo entre los primeros dos potenciales de
accion evocados mediante un pulso de corriente despolarizante, analogamente para obtener la

frecuencia final se tomaron los dos ultimos potenciales de accién. Para obtener el disparo

e
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espontaneo de las células GABAérgicas éstas se registraron en fijaciéon de corriente sin

aplicar corriente de mantenimiento (a 0 pA).

Con el objetivo de tener un grupo de comparacion, se registraron y analizaron células 5-
HTérgicas en el NDR; ya que las caracteristicas electrofisiologicas de éstas han sido

ampliamente estudiadas.

Al terminar el registro, la rebanada se colocd en un papel filtro y se mantuvo dentro de un
frasco con paraformaldehido (4%) y acido picrico (1%) en PBS (1M), con un pH de 7.4,

hasta su posterior procesamiento por inmunohistoquimica.

5.3. Inmunohistoquimica

Se realiz6 un doble marcado. Primero se utilizo el complejo Cy3-estreptavidina para observar
la marca de biocitina, y consecutivamente se usod el anticuerpo anti-GAD65/67 para
corroborar la naturaleza GABAérgica de las células. La inmunohistoquimica se realizd
mediante la visualizacion de las rebanadas por medio de microscopia confocal y microscopia

de fluorescencia, para corroborar la presencia de la marca en el interior de las neuronas.

Para la realizacion del proceso de inmunohistoquimica la rebanada se lavé con KPBS y se
mantuvo en sacarosa (30%) por media hora. Posteriormente, se incluy6 en un cuadro de agar,
y una vez solidificado se obtuvieron rebanadas de 40 um de grosor con un vibratomo. Las
rebanadas obtenidas se colocaron en una caja multipozos, que contenia Cy3-estreptavidina,
de cuatro a seis horas; para después observarlas en un microscopio de fluorescencia para
localizar la célula marcada con biocitina. La rebanada con la célula marcada se incubd en
BSA (1%) por media hora e inmediatamente después, se incubd con el anticuerpo anti-
GADG65/67 durante dos dias. Posteriormente, la rebanada se lavd con PBS/triton y se incubd
con el anticuerpo secundario (Fluorescein Anti-Rabbit) por una hora y media. Para finalizar,
la rebanada se montd en un portaobjetos para observarla en un microscopio de fluorescencia
y, de esta manera, identificar la marca del anticuerpo secundario, para verificar que la célula
registrada era GABAérgica. Se tomaron fotografias de las células positivas a GAD65/67 en

un microscopio confocal.
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5.4. Andlisis de datos

La captura de los datos se realizd en el programa Clampfit 10.2.0.12 (1984-2007, MDS
Analytical Technologies) y el analisis de los datos se efectud con los programas Sigma Plot
12.3 (2011, Systat Software, Inc.) y OriginPro 8 (1991-2007, OriginLab Corporation). Los
datos se analizaron mediante la prueba de Mann-Whitney y Anova de una via para estadistica
no paramétrica. Los resultados se presentaron como el promedio + el error estandar, y

tomando una diferencia de p <0.05 como significativa.
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6. Resultados

6.1. Registros en el NDR

Se clasificaron 68 células (GABAérgicas y 5-HTérgicas); de este total, 50 células (73.53%)
estuvieron localizadas a lo largo de la linea media del NDR, desde el acueducto, atravesando
las areas dorsomedial y ventromedial hasta el area que se encuentra entre el fasciculo medio
longitudinal; mientras que 18 células (26.47%) se localizaron en las zonas laterales del NDR.
De las 68 células, 55 células (80.88%) fueron GABA¢rgicas y 13 células (19.12%) fueron 5-
HTérgicas. Del total de células GABA¢érgicas se registraron 21 células DR-PD (38.18%), 20
células Me (36.36%) y 14 células DR-FA (25.46%). La localizacién de las células, en el
NDR, de cada tipo celular fue de la siguiente forma:

Localizacion DR-PD Me DR-FA 5-HT
Linea media 13 (61.90%) 18 (90%) 10 (71.43%) 9 (69.23%)
Alas laterales 8 (38.10%) 2 (10%) 4 (28.57%) 4 (30.77%)

Tabla 6.1. Localizacion de los diferentes tipos de células registradas en el NDR. Células
GABA¢érgicas: DR-PD, disparo regular con postdespolarizacion. Me, meseta. DR-FA,

disparo regular con frecuencia alta. 5-HT, células 5-HT¢érgicas.

6.2. Caracteristicas electrofisioldgicas

Las caracteristicas electrofisiologicas de las células observadas en el NDR permitieron
distinguir tres grupos celulares, los cuales se nombraron de acuerdo a su caracteristica mas
representativa; se encontraron dos tipos de células que presentaron un patrén de disparo
regular. En uno de los tipos celulares, cada potencial de accion era inmediatamente seguido
por una postdespolarizacion (ADP); por lo tanto, se clasifico como “disparo regular con
postdespolarizacion” (DR-PD). El segundo grupo exhibid una frecuencia mayor que los otros
grupos GABAérgicos reportados, “disparo regular con frecuencia alta” (DR-FA). El tercer

grupo presentd una “meseta’” (Me) al inicio del pulso despolarizante.

Las células DR-PD (Fig. 6.1) generaron una frecuencia maxima total de disparos de 8.4 +

1.44 Hz, ante una aplicacion de 115 pA. Las neuronas comenzaron a producir disparos ante
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inyecciones de corriente de 25 pA (Fig. 6.1A, trazo en rojo) a partir de un potencial de
mantenimiento de -70 mV. La mayoria de estas células alcanz6 la frecuencia maxima de
disparo a partir de inyecciones de corriente de 100 pA. La caracteristica mas importante de
este grupo fue que las neuronas generaron potenciales de accién que presentaban una ADP
entre la fase rdpida y la fase lenta de la AHP; esta caracteristica se presentd marcadamente
desde los primeros disparos (Fig. 6.1A, flecha). En la Figura 6.1B se observan los registros de
las respuestas de corriente de una célula DR-PD ante diferentes comandos de voltaje. En la
Figura 6.1C se muestra el potencial de accion de una célula perteneciente a este grupo,
presentando una duracion de 3.04 £ 0.21 ms, asi como una AHP de 214.30 = 21.61 ms de
duracion y -13.62 + 1.59 mV de amplitud. La relacién corriente—voltaje (Fig. 6.1D) se
calcul6 con los datos obtenidos en los protocolos de fijacion de voltaje (circulos negros) y
fijacion de corriente (circulos blancos); el punto donde se tomd el valor de la respuesta
aparece marcado con un asterisco (*) en las Figuras 6.1A y 6.1B. El 61.91% de estas células
se encontro a lo largo de la linea media, mientras que el 38.09% se localizé en las alas
laterales del NDR. En la Figura 6.1E se observan fotografias de una célula DR-PD, donde se
aprecia la marca de biocitina (rojo), la marca contra el anticuerpo GAD65/67 (verde) y una
sobreposicion de ambas marcas, lo que permite corroborar que la célula registrada fue

GABA¢érgica.

El segundo grupo lo representan las neuronas Me (Fig. 6.2). La frecuencia méxima de
disparo fue de 9.31 + 1.21 Hz, ante una aplicacién de 115 pA. A diferencia del grupo
anterior, las células pertenecientes a este grupo comenzaron a generar potenciales de accion
ante una menor inyeccion de corriente (10 pA) (Fig. 6.2A, trazo en rojo), lo cual es
congruente con que estas células exhibieron una resistencia de entrada mayor al compararlas
con las otras neuronas GABA¢érgicas (Tabla 6.2). Al inicio de la respuesta, ante los pulsos
despolarizantes, se presentd una meseta sobre la cual se montd un tren de potenciales de
accion (2-4) (Fig. 6.2A, inserto). Al terminar la meseta, los disparos siguieron un patron
regular a lo largo del resto del pulso de corriente. La frecuencia de disparo alcanzd su
maximo valor ante inyecciones despolarizantes de 85 pA. Otra de las caracteristicas
distintivas de este grupo fue la presencia del disparo al off (potenciales de accion después del

corte de algunos pulsos de corriente hiperpolarizante) (Benes et al., 2001; Bacci et al., 2003).
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Figura 6.1. Caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas DR-PD (disparo regular con
postdespolarizacion) en el nucleo dorsal del rafé de rata. A, registro representativo del grupo en
condiciones de fijacion de corriente. En €l se observa la generacion de los primeros disparos (linea
roja), ante una aplicacion de 50 pA. La flecha sefiala la posthiperpolarizacion y postdespolarizacion
caracteistica de este grupo. B, registro representativo obtenido en condiciones de fijacion de voltaje.
C, disparo representativo del grupo. D, curva IV. E, fotografia de una célula DR-PD tomada en un
microscopio confocal; se observa la marca de biocitina (rojo), la marca contra el anticuerpor
GADG65/67 (verde) y la sobreposicion de las marcas de biocitina y el anticuerpo.
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Figura 6.2. Caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas Me (meseta) en el ntucleo dorsal del
rafé de rata. A, registro representativo del grupo en condiciones de fijacién de corriente. En él se
observa la generacion de los primeros disparos (linea roja), ante una aplicacion de 25 pA;
inserto a la izquierda una ampliacion de la meseta enmarcada en el trazo rojo. Se observa un disparo,
del segundo paso hiperpolarizante, al terminar el pulso. B, registro representativo obtenido en
condiciones de fijacion de voltaje. C, disparo representativo del grupo. D, curva IV. E, fotografia de
una célula de Me tomada en un microscopio confocal; se observa la marca de biocitina (rojo), la
marca contra el anticuerpo GADG65/67 (verde) y la sobreposicién de las marcas de biocitina
y el anticuerpo.
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La meseta, en el disparo al off, presentd caracteristicas similares a la meseta observada
durante la aplicacion de los pulsos despolarizantes, incluyendo la cantidad de potenciales. En
la Figura 6.2B se observa el registro de las respuestas de corriente de una célula Me ante
diferentes comandos de voltaje. El potencial de accion de una célula perteneciente a este
grupo se observa en la Figura 6.2C, en donde se aprecia la larga duracion de la espiga (4.68 +
0.34 ms), siendo el grupo GABAérgico con mayor duracion del potencial de accion, medido
en la base (Tabla 6.2). Ademas, este grupo presentd6 una AHP de 382.20 + 44.70 ms de
duracion y -15.18 £ 1.80 mV de amplitud. La relacion corriente—voltaje (Fig. 6.2D) se
calculd con los datos obtenidos en los protocolos de fijacion de voltaje (circulos negros) y
fijacion de corriente (circulos blancos) (Figuras 6.2A y 6.2B). El 60% de las células Me
generaron una corriente rectificadora entrante de inactivacion lenta, posiblemente del tipo Th
(corriente cationica activada por hiperpolarizacion, Biel et al., 2009). E1 90% de estas células
se encontrd a lo largo de la linea media, mientras que el 10% se localizo en las alas laterales
del NDR. En la Figura 6.2E se observan fotografias de una célula Me donde se aprecia la
marca de biocitina (rojo), la marca contra el anticuerpo GAD65/67 (verde) y una
sobreposicion de las dos anteriores, lo que permite corroborar que la célula registrada fue

GABA¢érgica.

El tercer grupo lo constituyeron las células DR-FA (Fig. 6.3). Este grupo presentd una
frecuencia maxima de disparo de 20.92 + 1.72 Hz ante una aplicacion de 115 pA, la cual fue
significativamente mayor que la frecuencia de los otros dos grupos de células GABAérgicas
(Tabla 6.2). Al igual que el grupo DR-PD, los primeros disparos los gener6 ante inyecciones
de corriente de 25 pA (Fig. 6.3A, trazo en rojo). Ante el aumento de la corriente
despolarizante, se presentd poca o nula adaptacion de la frecuencia y se mantuvo el disparo a
lo largo del pulso de corriente, sin mostrar acomodacion. Los disparos se mantuvieron
constantes hasta una inyeccion de corriente de 355 pA. Un gran porcentaje de estas neuronas
(78.57%, Fig. 6.8) exhibio actividad espontanea. En la Figura 6.3B se observa el registro de
las respuestas de corriente de una célula DR-FA, ante diferentes comandos de voltaje. El
potencial de accidon de una neurona perteneciente a este grupo se observa en la Figura 6.3C,
en donde se aprecia la duracion de la espiga (3.94 + 0.41 ms). Este grupo present6 una AHP
de 188.11 £ 26.97 ms de duracion y -15.50 = 1.50 mV de amplitud. La relacién corriente—
voltaje (Fig. 6.3D) se calcul6 con los datos obtenidos en los protocolos de fijacion de voltaje

(circulos negros) y fijacion de corriente (circulos blancos) (Figuras 6.3A y 6.3B).
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Figura 6.3. Caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas DR-FA (disparo regular con frecuencia
alta) en el nucleo dorsal del rafé de rata. A, registro representativo del grupo en condiciones de
fijacion de corriente. En €l se observa la generacién de los primeros disparos (linea roja) ante una
aplicacion de 25 pA, y el Gltimo paso despolarizante (linea turquesa) ante una aplicacion de 175 pA.
B, registro representativo obtenido en condiciones de fijacion de voltaje. C, disparo representativo
del grupo. D, curva IV. E, fotografia de una célula de DR-FA tomada en un microscopio confocal; se
observa la marca de biocitina (rojo), la marca contra el anticuerpo GADG65/67 (verde) y la
sobreposicion de las marcas de biocitina y el anticuerpo.
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El 71.43% de las células DR-FA se encontr6 a lo largo de la linea media, mientras que el
28.57% se localizo en las alas laterales del NDR. En la Figura 6.3E se observan fotografias
de una célula DR-FA donde se aprecia la marca de biocitina (rojo), la marca contra el

anticuerpo GAD65/67 (verde) y una sobreposicion de las dos anteriores.

Para caracterizar las células 5-HTérgicas (Fig. 6.4) se usaron los mismos protocolos de
registro que en las células GABAérgicas y se analizaron de la misma forma. Las neuronas 5-
HTérgicas produjeron potenciales de accion de mayor duracion (5.40 + 0.20 ms) y una tasa
de disparo menor al de todos los grupos de neuronas GABAérgicas (4.45 = 1.86 Hz) (Tabla
6.2). Las neuronas 5-HTérgicas comenzaron a generar disparos ante una mayor inyeccion de
corriente que las neuronas GABAérgicas (40 pA) (Fig. 6.4A, trazo en rojo). En la Figura
6.4B se observa el registro de las respuestas de corriente de una célula 5-HTérgica, ante
diferentes comandos de voltaje. Ademds de su alta resistencia de entrada (respecto a las
GABA¢érgicas), otras caracteristicas importantes de las neuronas 5-HTérgicas fueron la
mayor duraciéon de la espiga (Tabla 6.2) y la presencia de una inflexiéon en la fase
repolarizante del potencial de acciéon (Vandermaelen y Aghajanian, 1983) (Fig. 6.4C). Las
neuronas 5-HTérgicas presentaron una AHP de 291.68 + 19.83 ms de duraciéon y -19.35 +
0.86 mV de amplitud. La relacion corriente—voltaje (Fig. 6.4D) se calculd con los datos
obtenidos en los protocolos de fijacion de voltaje (circulos negros) y fijacion de corriente
(circulos blancos) (Figuras 6.4A y 6.4B). El 69.23% de estas células se encontr6 a lo largo de
la linea media, mientras que el 30.77% se localiz6 en las alas laterales del NDR, lo que
concuerda con lo reportado previamente (Allers y Sharp, 2003). En la Figura 6.4E se
muestran fotografias de una célula 5-HTérgica, donde se aprecia la marca de biocitina (rojo),

la marca contra TPH (verde) y una sobreposicion de las dos anteriores.
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Figura 6.4. Caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas 5-HTérgicas del nticleo dorsal del rafé
de rata. A, registro representativo del grupo en condiciones de fijacion de corriente. En €l se observa
la generacion de los primeros disparos (linea roja), ante una aplicacion de 50 pA. B, registro repre-
sentativo obtenido en condiciones de fijacion de voltaje. C, disparo representativo del grupo, se
observa la inflexion en la repolarizacion del potencial de accidn (flecha). D, curva IV. E, fotografia
de una célula 5-HTérgica tomada en un microscopio confocal; se observa la marca de biocitina
(rojo), la marca contra el anticuerpo TPH (verde) y la sobreposicion de las marcas de biocitina

y el anticuerpo.
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Parametros electrofisiologicos de las neuronas GABAérgicas y 5-HTérgicas del NDR

Disparo regular

Disparo regular

Grupos con post- Meseta con frecuencia 5-HT
Parametros despolarizacion alta
Potencial de -499+1.23 -50.90 + 1.54 -49.51 £ 1.09 -57.60 +3.45
reposo (mV) (17) (15) (11) (11)

Resistencia de

313.88+11.70

361.59 +30.24

303.81 +£29.13

417.84 +43.46

entrada (MQ) (17) (16) (10) (10)
Umbral del PA -35.94 +£1.56 -38.51+2.04 -37.23+£0.90 -33.75+1.36
(mV) (20) (16) (13) (11)
Duracion del 3.04 + 0.21 4.68 +0.34 394 +0.41 540+ 0.20

PA (ms) (20) (16) (12) (11)
Amplitud del PA 51.62 +2.04 52.25+2.46 40.63 £ 3.78 * 6548 £3.13 *
(mV) (20) (16) (12) (11)
Duracion de 21430 £21.61 | 322.484+44.70 * | 186.79 £26.97 | 291.68 + 19.83*
AHP (ms) (19) 9) (13) (11)
Amplitud de -13.62+1.59 -13.30+1.80 -15.32+1.50 -19.35+0.86
AHP (mV) (19) 9) (13) (11)
Frecuencia 8.4+ 1.44 931+1.21 2092+ 1.72 * 445+ 1.86
Total (Hz) (16) (16) (14) (12)
Frecuencia 31.08 +4.94 87.31+11.66* 32.29+3.90 1423 £2.24 *
Inicial (Hz) (15) (16) (13) (11)
Frecuencia 9.61 £1.57 10.10 £ 1.93 15.95+1.60 * 3.83+0.50
Final (Hz) 9) 9) (13) * (11)
Tau (7) 31.17 £2.82 37.74 £ 4.34 30.25 £2.88 61.19 £ 9.55 *
(ms) (18) (15) (12) (1)
T"”A(Z]‘fe la 0.71 £0.18 * 1.19+0.19 0.91+0.12 3.43 +0.55 *
ms) (19) (17) (12) (12)

Tabla 6.2. Parametros electrofisiologicos de los tres tipos de neuronas GABAérgicas y de las

neuronas 5-HTérgicas encontrados en el nicleo dorsal del rafe en rata. Las mediciones de la

frecuencia (total, inicial y final) fueron tomadas de las respuestas ante una inyeccion de

corriente despolarizante de 115 pA, para todas las células. (*) (p< 0.05) indica la diferencia
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significativa con respecto a los demas grupos; las diferencias individuales se describen en el
texto. 5-HT, células serotoninérgicas. AHP, posthiperpolarizacion (por sus siglas en inglés).
PA, potencial de accion. Los numeros entre paréntesis indican el nimero de células para cada

analisis.

6.2.1. Las células GABAérgicas son electrofisiologicamente diferentes a las células 5-
HTérgicas en el NDR

Una de las caracteristicas mas importantes para diferenciar células 5-HTérgicas de células
GABA¢érgicas fue la duracion del potencial de accidon, ya que las células 5-HTérgicas
exhibieron un disparo de mayor duracion (Tabla 6.2; Fig. 6.5) que los grupos GABAérgicos
DR-PD y DR-FA, aunque la duracion no fue estadisticamente diferente con el grupo
GABA¢érgico Me (Prueba de Mann-Whitney, Z= -0.63, p = 0.526). Asimismo, la amplitud
del disparo de las células 5-HTérgicas fue mayor que la amplitud de los tres tipos de células
GABA¢érgicas (Tabla 6.2; Fig. 6.5). Ademas, las células 5-HTérgicas presentaron una

inflexion en la fase repolarizante del disparo que las células GABAérgicas no exhibieron.

Otra diferencia en las caracteristicas del disparo fue la duracion y la amplitud de la AHP.
La duracion de la AHP de las células 5-HTérgicas fue mayor que la duracion de la AHP de
los tres grupos de células GABAérgicas; sin embargo, respecto a la amplitud de la AHP, ésta
s6lo fue mayor con respecto a la de las células DR-PD (Prueba de Mann-Whitney, Z= -2.84,
p =0.005).

Se realiz6 un andlisis de la frecuencia instantanea inicial y final y de la frecuencia
promedio total de disparo, las cuales se obtuvieron a partir de la respuesta a una inyeccion de
corriente de 115 pA (Tabla 6.2). Tanto la frecuencia inicial como la final de las células 5-
HT¢érgicas fue significativamente menor que las de los tres tipos de células GABAérgicas

(Tabla 6.2).

Las células 5-HT¢érgicas presentaron un umbral mas hiperpolarizado que las neuronas Me
(Prueba de Mann-Whitney, Z=2.195, p=0.028) y DR-FA (Prueba de Mann-Whitney, Z=
-1.911, p= 0.055), pero similar al del grupo DR-PD (Prueba de Mann-Whitney, Z= -1.17, p=
0.239) (Tabla 6.2).
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Figura 6.5. Disparo de las células 5S-HTérgicas en comparacidn con los disparos de los tres grupos de
células GABAérgicas: DR-PD (disparo regular con postdespolarizacion), Me (meseta) y DR-FA
(disparo regular con frecuencia alta) . En el lado izquierdo se observan los disparos en una escala de
tiempo de 10 ms y del lado derecho en una escala de 300 ms, para cada grupo de neurona.
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Con las curvas IV se calculd la resistencia de entrada de cada grupo de células
GABA¢érgicas y de las células 5-HTérgicas (Tabla 6.2). La resistencia de entrada de las
células 5-HTérgicas fue mayor que la resistencia de las células GABAérgicas. Respecto a la
constante de decaimiento (7au, 7) (Tabla 6.2), las células 5-HTérgicas presentaron una Tau
mayor que la de los tres grupos de células GABAérgicas; asimismo, un valor mayor también
se encontrd en la Tau para la AHP (Tabla 6.2). Una curva de carga (r) mayor de las células

5-HT¢érgicas sugiere una mayor capacitancia.

6.2.2. Los tres tipos de celulas GABAérgicas del NDR presentan caracteristicas

electrofisioldgicas distintas

El grupo Me mostré una duracion del disparo mayor que el de las células DR-PD, pero
similar a la de las células DR-FA. Mientras que la amplitud del disparo en las células DR-PD
fue similar a la amplitud de las células Me, y la amplitud de ambas fue menor al de las células

DR-FA (Tabla 6.2).

También se analiz6 la duracion y la amplitud de la AHP de los disparos (Tabla 6.2). La
duracion de la AHP de las células Me fue mayor que la duracion de la AHP de los grupos
DR-PD y DR-FA, siendo los dos ultimos estadisticamente similares entre ellos. En la
amplitud de la AHP, s6lo se encontraron diferencias significativas entre el grupo DR-PD y

Me, siendo las neuronas DR-PD las que presentaron una mayor amplitud.

La frecuencia total o frecuencia promedio (Tabla 6.2; Fig. 6.6) reveld que las neuronas del
grupo DR-FA mantuvieron una frecuencia de disparo significativamente mayor que los dos
grupos restantes, ante inyecciones de corriente por arriba de los 200 pA. En contraste, los
grupos Me y DR-PD presentaron una frecuencia maxima de disparo a partir de los 100 pA,
que disminuy6 conforme se inyectaron pulsos de corriente despolarizante mayores (Fig.
6.6A). Asimismo, al comparar la frecuencia de disparo de todos los grupos de neuronas
GABA¢érgicas, se encontrd que las células DR-FA tuvieron casi el doble de frecuencia total
que los otros dos tipos, ante una inyeccion de corriente de 115 pA (Fig. 6.6B). Al comparar
los grupos de neuronas Me y DR-PD, se encontrd que la frecuencia total fue similar (Tabla

6.2).
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Figura 6.6. Frecuencia total. La obtencion de la frecuencia total se realiz6 mediante la suma de todos
los disparos, divididos entre el tiempo (numero de eventos / tiempo), para cada pulso de inyeccidon
de corriente despolarizante, de 10 a 205 pA. A, grafica de corriente contra frecuencia; cada punto
representa la respuesta en Hz para cada paso de inyeccion de corriente, para las neuronas
5-HTérgicas () y para los distintos grupos de neurona GABAérgicas: DR-PD (disparo regular con
postdespolarizacion) (@), Me (meseta) (0) y DR-FA (disparo regular con frecuencia alta) (V). Entre
paréntesis se observa el nimero de células para cada grupo. B, histograma del promedio de la
frecuencia para cada grupo ante una inyeccion de 115 pA.
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Los resultados del andlisis de la frecuencia inicial de los pasos de inyeccion de corriente
despolarizante mostraron que los grupos DR-PD y DR-FA presentaron un valor menor que el
grupo Me (Tabla 6.2; Fig. 6.7B). En el caso de la frecuencia final se observé una mayor
variacion entre los tipos de células (Tabla 6.2; Fig. 6.7D). Las neuronas DR-FA presentaron
una frecuencia final que se mantuvo en aumento constante hasta los 355 pA y fue mayor que
la de las células Me y DR-PD. Los otros dos tipos de células GABAérgicas presentaron una
frecuencia final menor que la inicial, indicando adaptacion del disparo (Fig. 6.7F, inyeccion
de corriente de 115 pA). En la Figura 6.7A, 6.7C y 6.7E se observan las respuestas
caracteristicas de los tres tipos de células GABAérgicas ante una inyeccion de corriente de

205 pA.

En la Tabla 6.2 se observan los valores, para cada grupo de células GABAérgicas, del
umbral, la resistencia de entrada (MQ) y la constante de tiempo (7au), en cuyos pardmetros
no se presentaron diferencias entre los grupos. Por otro lado, respecto a la Tau de la AHP, las
células Me fueron similares a las células DR-FA, y ambas presentaron una 7au de la AHP

mayor que la del grupo DR-PD.

Dentro del grupo de las células GABAérgicas, las células DR-FA presentaron una
actividad espontanea mayor (78.57%), seguidas por las células DR-PD (57.14%), mientras
que el porcentaje menor lo presentaron las células Me (45%) (Tabla 6.2; Fig. 6.8).
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Figura 6.7. Frecuencia inicial y final. La obtencion de la frecuencia inicial se obtuvo mediante la
diferencia, en tiempo (ms), entre los dos primeros disparos, para cada paso de inyeccion de corriente
despolarizante; analogamente, la frecuencia final se obtuvo mediante la diferencia de los tltimos dos
disparos. B, frecuencia inicial para los tres grupos de neuronas GABAérgicas. D, frecuencia final para
los tres grupos de neuronas GABAérgicas. F, histograma de la frecuencia inicial y la frecuencia final
para cada grupo ante una inyeccion de corriente de 115 pA. Se observan los trazos representativos ante
un pulso de inyeccion de corriente de 205 pA, para cada grupo de neuronas GABAérgicas: DR-PD

(disparo regular con postdespolarizacion) (A), Me (meseta) (C) y DR-FA (disparo regular con
frecuencia alta) (E).
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20 mVv
400 ms

Figura 6.8. Trazos del disparo espontdneo de cada grupo de células GABAérgicas: A, DR-PD
(disparo regular con postdespolarizacién), B, Me (meseta) y C, DR-FA (disparo regular con

frecuencia alta).
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7. Discusioén

En el sistema nervioso central existen varios tipos de neuronas GABAérgicas, las cuales
presentan diversas caracteristicas electrofisiologicas, inmunohistoquimicas y anatdmicas. Sin
embargo, estas caracteristicas pueden variar de acuerdo a la distribucion de las células en las
diferentes regiones del cerebro. En este trabajo, se encontraron tres tipos electrofisioldgicos
de neuronas GABA¢rgicas en el NDR, las cuales fueron nombradas de acuerdo con sus
caracteristicas electrofisiologicas mas distintivas: células de disparo regular con
postdespolarizacion (DR-PD), células de meseta (Me) y células de disparo regular con

frecuencia alta (DR-FA).

7.1 Las células del NDR

El NDR tiene una gran poblacion de células de diversa naturaleza quimica y eléctrica, siendo
las células 5-HTérgicas las mas conocidas (Johnson, 1994); sin embargo, éstas no se
encuentran solas en los nucleos del rafé, pues las acompafian neuronas que expresan otras
sustancias quimicas (Jacobs y Azmitia, 1992) y presentan diferentes caracteristicas
electrofisiologicas, tales como las neuronas GABAérgicas que muestran una interaccion
directa con las células 5-HTérgicas (Liu et al., 2000; Celada et al., 2013; Bothman y Sharp,
2005; Serrats et al., 2005; Boothman ef al., 2006). Ademas, las células GABAérgicas son el

segundo grupo en tamafo poblacional e importancia del NDR.

7.2 Las células GABAérgicas del NDR

La busqueda de las neuronas registradas fue consistente en cada experimento; durante los
experimentos se examino la parte de la linea media y las alas laterales del NDR en busca de
células medianas y regulares. La localizacién de las neuronas GABAérgicas coincidié con
pruebas previamente reportadas acerca de la localizacion del anticuerpo GAD en el NDR,
donde las neuronas ovaladas y fusiformes se orientaban verticalmente y se localizaban
principalmente en la linea media del NDR, encontrandose las células fusiformes
primordialmente entre el fasciculo medio longitudinal y las células ovaladas en la parte dorsal

del nucleo (Nanopoulos, ef al., 1982).
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Los tres tipos de células GABAérgicas se localizaron en todo el NDR, donde el 74.55% de
las células GABAérgicas registradas se localizé a lo largo de la linea media, principalmente

en rebanadas rostrales, y el resto (25.45%) se registrd en la zona de las alas laterales.

Las neuronas GABA¢érgicas encontradas en el NDR comparten caracteristicas semejantes
entre si, tales como una baja resistencia de entrada y una duracion breve del potencial de
accion al compararlas con las células 5-HTérgicas en este nucleo, lo cual ya se ha reportado
previamente (Beck et al, 2004; Marinelli et al., 2004). Las células caracterizadas
electrofisiologicamente fueron identificadas como GABA¢érgicas por la inmunorreactividad

del anticuerpo contra GAD65/67.

En el presente trabajo, los tres tipos de células GABAérgicas observadas fueron facilmente
distinguibles entre si, pues presentaron caracteristicas que permitieron diferenciarlas. En el
caso de las células Me (36.36% de las células GABAérgicas registradas), la meseta
despolarizante, la corriente h y la duracién prolongada del potencial de accion permitieron
distinguirlas de los dos tipos de células con disparo regular. Por su parte, las neuronas con
disparo regular se distinguieron en dos grupos, uno que presento la postdepolarizacion (DR-
PD; 38.19% de las células GABA¢rgicas registradas) y el otro grupo presentd una frecuencia
de disparo mayor que los otros grupos GABAérgicos registrados (DR-FA; 25.45% de las
células GABAérgicas registradas). Electrofisiologicamente, las neuronas registradas se
pueden correlacionar con células GABAérgicas de otras zonas del sistema nervioso, tales
como la corteza, el neoestriado, la médula espinal, la amigdala lateral, el hipocampo o el

nucleo del tracto solitario.

Las células Me exhibieron caracteristicas electrofisiologicas similares a las caracteristicas
electrofisiologicas de las células “low threshold” (LTS), encontradas en la corteza cerebral y
el neoestriado. Al igual que las LTS, las células Me presentaron mesetas despolarizantes de
bajo umbral de activacion y rafagas de disparo so6lo al inicio del pulso despolarizante,
seguidas de un disparo regular durante el resto del pulso y presentaron adaptacion del disparo
(Benes et al., 2001; Tepper et al., 2010). Se ha reportado que las células LTS presentan
actividad espontanea tonica (Tepper y Bolam, 2004; Tepper ef al., 2010) y en el presente
trabajo se observo actividad espontdnea en el 45% de las células Me. Ademas, el 60% de las
cé¢lulas Me presentaron una corriente rectificadora entrante (IH) y disparo al off ante pulsos
de corriente hiperpolarizante, lo que también ha sido reportado en las células LTS (Benes et

al., 2001; Tepper et al., 2010).

38




Las células DR-PD presentaron una postdespolarizacion al término de la espiga y antes de
presentarse la posthiperpolarizacion, lo cual es una caracteristicas de las células “regular
sipiking — non pyramidal” descritas en la corteza cerebral; sin embargo, para poder
correlacionar apropiadamente a este tipo celular es necesario un andlisis inmunohistoquimico
y morfoldgico. Las células DR-FA presentaron caracteristicas similares a las células “fast
spiking”, es decir, exhibieron un potencial de accion de corta duracion y una gran amplitud de
la AHP, con una duracion menor que la AHP de los otros dos tipos de células GABAérgicas;
también exhibieron poca adaptacion y nula acomodacion. Sin embargo, las DR-FA no
alcanzaron tazas de disparo tan altas como las que se han descrito para las células FS (Bacci
et al., 2003; Luo et al., 2013); ante pulsos de corriente despolarizantes de 350 pA, las
neuronas DR-FA alcanzaron frecuencias de 36.62 Hz, por lo cual no se les correlaciona
directamente en la categoria con las células FS, cuyas frecuencias de disparo llegan a ser
mayores a 400 Hz. Para poder correlacionar con mas certeza a las células DR-FA con las
neuronas FS es necesario realizar registros de las células con pulsos despolarizantes arriba de
los 355 pA (valor maximo usado durante los experimentos); pues los hertzios alcanzados en
el trabajo concuerdan con datos observados en Bacci ef al. (2003) donde se observa que ante
los primeros pulsos despolarizantes las células FS no presentan una frecuencia alta,
reportando una frecuencia de 167.2 + 8.5 Hz ante una aplicacion de un pulso de 800 pA

(Bacci et al., 2003).

Las correlaciones entre las células registradas en el NDR y las células GABAérgicas
reportadas en otras regiones del cerebro no pueden efectuarse totalmente, pues es necesario
que las células se examinen morfolégicamente y mediante pruebas de inmunohistoquimica,
contra proteinas que se conocen distintivas de los diferentes tipos de células GABAérgicas
(Benes et al., 2001; Contreras, 2004; Tepper y Bolam, 2004; Tepper, et al., 2010); pues la
caracterizacion celular se efectiia relacionando las caracteristicas electrofisiologicas con la
expresion de neuromoduladores y la anatomia de las neuronas. Por otro lado, un punto que
obstaculiza una correlacion directa entre las células GABAérgicas del NDR y de otras areas
cerebrales son los diversos aspectos experimentales, pues hay variacion respecto a la especie
y edad de los modelos animales, asi como en las técnicas empleadas para generar y analizar

los registros electrofisioldgicos.

Los parametros registrados en el trabajo concuerdan con las caracteristicas descritas para

las neuronas GABAérgicas en otras partes del sistema nervioso. Sin embargo, no todas las
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caracteristicas fueron similares, destacando algunas por su mayor duracién o amplitud. En el
presente estudio, la duracion de los potenciales de accion fue mayor en todos los tipos de
células registradas, en comparacion con la literatura. La variacion en la duracion del disparo
podria deberse a una caracteristica exclusiva de las células GABAérgicas del NDR, lo que
permitiria diferenciarlas con mayor certeza del resto de neuronas GABAérgicas del sistema
nervioso; aunque los datos podrian deberse a la temperatura usada durante los registros, pues
en los diversos articulos ésta varia, reportdindose que se usa desde temperatura ambiente hasta

~33°C.

7.3 Las células 5-HTérgicas del NDR

En el presente trabajo se registraron células 5-HTérgicas como grupo de comparacion, debido
a que se encuentran ampliamente caracterizadas en el NDR, lo cual facilitdo la primera
division de las células dentro del ntcleo. La mayoria de las neuronas 5-HTérgicas (69.23%)
se registraron a lo largo de la linea media del NDR, lo cual concuerda con lo que se ha
reportado previamente (Jacobs y Azmitia, 1992; Allers y Sharp, 2003); mientras que el

30.77% de células 5-HT¢érgicas se localizaron en las alas laterales, hacia la zona caudal.

Las neuronas 5-HTérgicas del NDR registradas en este trabajo presentaron parametros
electrofisiologicos que coinciden con reportes previos (Vandermaelen y Aghajanian, 1983).
Los mas importantes son la inflexiéon en la parte repolarizante del potencial de accion, el
patron de disparo lento y regular, ademas de la gran duracion del potencial de accion y la
AHP. Las células 5-HT¢érgicas exhibieron una curva de carga (r) mayor que la de las células
GABA¢érgicas; esto indica una mayor capacitancia de su membrana, lo cual es congruente
con algunos reportes que sugieren que estas neuronas son mas grandes que las células no 5-
HTérgicas del NDR. Otra explicacion es que las células 5-HTérgicas, a diferencia de las
cé¢lulas GABAérgicas del NDR, contienen una gran cantidad de espinas dendriticas (Kirby et

al., 2003) lo cual aumenta su drea membranal.

Las células 5-HTérgicas presentaron una resistencia de entrada mayor a la de las neuronas
GABA¢érgicas, lo cual ya ha sido reportado previamente en neuronas no-5-HT en el NDR
(Galindo-Charles et al., 2008). Este hecho obedece a una variaciéon en las conductancias
intrinsecas que expresa cada grupo de neuronas dentro del NDR. La resistencia de entrada

refleja la densidad de los canales i6nicos y el tamafio celular (Shikanai ef al., 2012), lo que
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puede explicar la razén de que las células GABAérgicas presentaran resistencias tan similares

entre los tres tipos, y diferentes a la resistencia de las células 5-HTérgicas.

7.4 Importancia fisioldgica de la transmision GABAeérgica en el NDR

El GABA ejerce un efecto inhibitorio tonico sobre las neuronas 5-HTérgicas del NDR,
activando receptores tipo GABAA, y GABAg (Bowery et al., 1987; Abellan et al., 2000;
Gervasoni et al., 2000). Se sabe que mientras que las células 5-HTérgicas expresan
principalmente receptores GABA 4, las neuronas GABA¢rgicas contienen receptores a 5-HT
de los tipos 5-HT 4, 5-HT2a y 5-HT»¢, (Liu et al., 2000; Serrats et al., 2005; Broadbelt et al.,
2010).

Los receptores 5-HT 4 tienen mayor afinidad por la 5-HT que los receptores 5-HT,a y 5-
HT,c (Saxena, 1995). La activacion de los receptores 5-HT ;A tiene un efecto inhibitorio ya
que produce una corriente de potasio rectificadora entrante lo cual causa un decremento en la
resistencia de la membrana celular e hiperpolarizaciéon (Penington et al., 1993). Por otra
parte, los receptores 5-HT»s y 5-HT,c estan acoplados a una proteina G4 que activa a la
enzima fosfolipasa C (PLC) produciendo liberacion de calcio de pozas intracelulares (Hoyer

et al., 1994; Urban et al., 2007) lo cual resulta generalmente en un efecto excitatorio.

Mediante este mecanismo, las neuronas 5-HTérgicas regulan su propio disparo modulando
la entrada GABAérgica para inhibirse, principalmente; mientras que, a su vez, la 5-HT
modula a las propias células 5-HTérgicas. Cuando las neuronas 5-HTérgicas empiezan a
disparar, las bajas concentraciones de 5-HT ambiental activan preferentemente a los
receptores 5-HT)4, localizados en las neuronas GABAérgicas inhibiendo su disparo. Esto
produce un decremento del tono GABAérgico inhibitorio sobre las neuronas 5-HTérgicas y
por tanto un incremento en su tasa de disparo. Sin embargo, a medida que aumentan las
concentraciones de 5-HT, se activan los receptores 5-HT,4 ¢ incrementando la actividad de
las neuronas GABA¢rgicas, las cuales inhiben el disparo de las neuronas 5-HTérgicas. De
esta manera se mantiene un balance de la liberacion de 5-HT en las diversas areas del cerebro

inervadas por el NDR.

Este balance es muy importante porque se ha demostrado que las alteraciones de los
sistemas 5-HTérgicos se relacionan con diversos aspectos fisiologicos, conductuales y

patologicos tales como el ciclo suefio-vigilia, la actividad locomotora, la depresioén y la
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ansiedad, entre otros (Lucki, 1998; Seth et al., 2002). En apoyo a esta idea, la transmisién
GABA¢érgica ha sido implicada tanto en la fisiopatologia como en las terapias para tratar la
ansiedad y la depresion asociadas a los trastornos del suefio (Krystal et al., 2002; Jindal y
Thase, 2004). Mas aun, datos experimentales demuestran que los niveles de GABA
extracelular en el NDR incrementan durante el suefio de ondas lentas y ain mas
draméaticamente durante la etapa de suefio paradojico (Nitz y Siegel, 1997; Gervasoni ef al.,

2000).

Por otra parte, trabajos de optogenética en modelos de ansiedad en animales, han mostrado
que un incremento en la actividad de la via corteza prefrontal — rafé produce un incremento
en la actividad de las neuronas GABAérgicas del NDR y que esto produce estrés social y
aislamiento en los animales (Challis et al., 2014). Posiblemente debido a un decremento de
los niveles de 5-HT en diversas areas limbicas que son blanco de ciertas poblaciones de
neuronas del NDR. Este tipo de estrés o ansiedad se reduce mediante el tratamiento con
antidepresivos que inhiben la recaptura de 5-HT. Esto nos permite suponer que las
interneuronas GABA¢érgicas del NDR se encuentran posicionadas para controlar la salida 5-

HTérgica de este nucleo, lo cual subsecuentemente va a regular los procesos afectivos.

Las interneuronas GABA¢érgicas controlan el flujo de informacion en diversos nucleos del
sistema nervioso central. Actualmente se piensa que juegan un papel importante
determinando el tiempo (timing) del disparo celular, sincronizando la actividad de las redes
neuronales y participando en la generacion de ritmos corticales. Asimismo, ayudan a
mantener un balance entre la excitacion y la inhibicidn necesaria para la transferencia de
informacion al mismo tiempo que previenen una propagacion incontrolada de la actividad
excitatoria (Markram et al., 2004; Trevelyan et al., 2006; Klausberger y Somogyi, 2008;
Haider y McCormick, 2009). La precision de estas funciones depende de la existencia de una
variedad de subtipos de interneuronas; por lo tanto, estudiar su diversidad resulta crucial para
entender la forma en que procesan la informacién (Ascoli et al., 2008). El presente trabajo

representa el primer esfuerzo en este sentido, realizado en el NDR.
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8. Conclusiones

La principal aportacion de este trabajo fue lograr una clasificacion electrofisiologica de los
tipos de neuronas GABA¢érgicas del NDR. Como resultado de este estudio se encontraron tres
tipos de neuronas GABA¢rgicas facilmente distinguibles entre si con base en caracteristicas
electrofisiologicas tales como la frecuencia de disparo, la morfologia del potencial de accion
y la constante de tiempo; ademas de presentar caracteristicas electrofisioldgicas distintas a las

neuronas 5-HTérgicas del NDR.

8.1. Perspectivas futuras

Del trabajo derivan diversas perspectivas de las células GABAérgicas en el NDR, lo cual
ayudaria a conocer mejor las funciones del nucleo. Un punto a realizar es profundizar en la
caracterizacion electrofisiologica e inmunoldgica de las neuronas GABAérgicas utilizando
anticuerpos contra diferentes tipos de proteinas que expresan dichas neuronas en otras areas
del cerebro (parvalbimina, calretinina, somatostatina, etc.). También es importante conocer
qué subregion del NDR y de sus células 5-HTérgicas es inervada por los diferentes tipos de
neuronas GABAérgicas, para lo cual se requeriran estudios anatomicos. Ademads, es
importante estudiar la distribucion de los diversos tipos de células GABAérgicas, registrando
a diferentes niveles a lo largo del NDR, para ver si algtn tipo de célula se expresa con mas o

con menos frecuencia dependiendo de su localizacion en el sentido rostro-caudal.

Posteriormente, se podrian hacer registros de pares de células para estudiar la dindmica de
inhibicion que ejerce cada subtipo de célula GABAérgica sobre las neuronas 5-HTérgicas.
Por ejemplo, aplicando un tren de estimulos despolarizantes a un cierto tipo de célula
GABA¢érgica y registrando la respuesta en una neurona 5-HTérgica podria verse la dinamica
del mecanismo inhibitorio de cada célula, asi como su duracion (Gupta et al., 2000). Este
arreglo experimental también nos permitiria ver cuales células GABAérgicas participan en la

inhibicion por retroalimentacion negativa o positiva.
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