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Resumen

La nicotina es un alcaloide derivado de las hojas de la Nicotiana tabacum,
con accion agonista sobre los receptores nicotinicos colinérgicos y produce
efectos estimulantes y depresores en el SNC, entre estos un incremento en los
niveles de dopamina en el circuito neuronal del reforzamiento y en el sistema de
opioides enddgenos. Asi mismo, la exposicion fetal o neonatal al humo del tabaco
y particularmente a nicotina, ha mostrado generar anormalidades en el desarrollo y
maduracion del encéfalo en diferentes especies, afectando la sobrevivencia
celular, sinaptogénesis y neurotransmision. En modelos animales, la exposicion
prenatal a nicotina afecta negativamente la proliferacién, diferenciaciéon y
especializacion neuronal, presenta efectos neuroteratogénicos que resultan en
deficiencias cognoscitivas y conductuales, asi como un dafio neuronal que se
extiende hasta la adolescencia, particularmente en hipocampo, corteza cerebral y
vias neuroquimicas, incluyendo el sistema colinérgico y las hormonas esteroides
neuroactivas. En este sentido, se ha observado que el sistema colinérgico
interactia con el sistema endocrino en mamiferos y que la progesterona en el
hipocampo dorsal de raton, mejora la ejecucion en una tarea de reconocimiento de
objetos, pero la nicotina posnatal inhibe los efectos neuroprotectores de esta
hormona en CA1l del hipocampo de ratas. Por ello, en el presente trabajo se
analizo el efecto de la administracion prenatal de nicotina sobre el aprendizaje
asociativo y la memoria a corto plazo mediante una tarea de discriminacion visual
en ratas macho adultas, asi como, el efecto de la administracion de progesterona
durante la adultez. Para lo cual, se entrenaron cuatro grupos: 1) Control (n=11), 2)
Progesterona (n=8), al cual se le administrd la hormona (1.0 mg/Kg, i.p.) durante
tres semanas previas al entrenamiento en la tarea de discriminacion, 3) Nicotina
pre- y perinatal (n=8), mediante infusiéon subcutanea en la madre (2.0 mg/Kg/dia)
durante la gestacion (G7-PN7) y 4) Nicotina prenatal con progesterona posnatal
(Nic+Prog, n=8). Posteriormente, se evalu6 la memoria mediante demoras
variables (0, 2, 4, 8, 16 y 32 s), el volumen y peso del encéfalo, asi como peso y
talla de las crias. La exposicidn prenatal a nicotina no produjo diferencias sobre el
aprendizaje, pero la progesterona disminuyd el nimero de sesiones requerido
para la realizacion de la tarea (p<0.01). En el grupo con Nicotina prenatal se
observo deterioro en la pendiente para la curva de olvido (Fs31)=4.060, p<0.05) y
en coordinacion fina. Se encontr6 menor peso (t33=6.537, p<0.0001) y talla
(t33=2.889, p<0.01) el dia de nacimiento en el grupo con nicotina prenatal (n=16)
respecto al grupo sin nicotina (n=19), pero el peso y el volumen del encéfalo
adulto no presentaron diferencias entre los grupos. Estos resultados sugieren que
la exposicion prenatal a nicotina afecta el desarrollo, la memoria a corto plazo y la
coordinacion fina, pero no altera el aprendizaje de la tarea ni las dimensiones del
encéfalo. Asi mismo, la progesterona administrada durante la adultez, mejora el
aprendizaje asociativo y revierte el efecto de la exposicidbn prenatal a nicotina
sobre la coordinacion fina, sin embargo, la nicotina prenatal impide el efecto de la
progesterona sobre aprendizaje.

Palabras clave: Aprendizaje, memoria, nicotina pre- y perinatal, progesterona,
ratas.



Abstract

Nicotine is an alkaloid extracted from the Nicotina tabacum leaves, with an
agonistic action on cholinergic nicotinic receptors and produces stimulating effects
and depressants effects in the CNS, among these effects there are increases in
dopamine levels in the reinforcement neuronal circuit and in the endogenous opioid
system. Likewise, the fetal or neonatal exposure to the smoking snuff and
particularly to nicotine has been shown to generate abnormalities in the
development and maturation of the brain in different species, affecting cell survival,
synaptogenesis and neurotransmission. In animal models of prenatal exposure to
nicotine, has adversely affects been shown in the proliferation, differentiation and
neuronal specialization as neurotheratogenics effects resulting in cognitive and
behavioral deficits and neuronal damage, extending through adolescence and
adulthood, particularly in the hippocampus, cerebral cortex and neurochemical
pathways, including the cholinergic system and neuroactive steroid hormones. In
this context, it has been observed that the cholinergic system interacts with the
endocrine system in mammals and that progesterone in the dorsal hippocampus,
improves performance in a task of object recognition in mice, but postnatal nicotine
inhibits the neuroprotective effects of this hormone in rat hippocampus CAL.
Therefore, in this study the effect of prenatal nicotine administration on associative
learning and the short-term memory by a visual discrimination task in male adult
rats was analyzed, as well as the effect of progesterone administration during
adulthood. For this purpose four groups of rats were trained: 1) Control (n=11), 2)
Progesterone (n=8), with the hormone (1.0 mg/Kg, i.p.) for three weeks before the
training in the discrimination task, 3) pre-and perinatal nicotine (n=8) administration
(2.0 mg/Kg/day) by an infusion subcutaneous way in the mother during pregnancy
(G7-PN7) and 4) pre- and perinatal nicotine with progesterone postnatal
(Nic+Prog, n=8). Subsequently, memory was assessed though variable delays (O,
2,4, 8,16 and 32 s), also assess the brain volume and weight, and offspring height
and weight was determined. Prenatal exposure to nicotine did not produce
differences on learning, but progesterone decreased the number of sessions
required to acquisition of the task (p<0.01). In the nicotine group it was observed
deterioration in the slope of the forgetting curve (F31) = 4.060, p<0.05) and fine
coordination. Differences were observed in body weight (tzs) = 6.537, p<0.0001)
and height (tzs)= 2.889, p<0.01) at today birth between groups without (n=19) and
with prenatal nicotine (n=16), but not in weight and volume of the adult brain.
These results suggest that prenatal exposure to nicotine affects the development,
short-term memory and fine motor coordination, but does not alter task learning or
the dimensions of the brain. Also, progesterone administered during adulthood,
improves associative learning and reverses the effect of prenatal exposure to
nicotine on fine coordination; however, prenatal nicotine impedes the effect of
progesterone on learning.

Keywords: Learning, memory, pre- and perinatal nicotine, progesterone, rats.



Introduccién

Los seres vivos se enfrentan constantemente a diversos cambios en el
medio ambiente y han desarrollado habilidades que les permiten responder
adecuadamente ante ello; estas caracteristicas adaptativas involucran desde la
organizacion molecular y celular hasta los procesos neurocognoscitivos o
procesos superiores. El optimo funcionamiento de estas caracteristicas, puede
alterarse gravemente como resultado de la interaccion con moléculas exdgenas
como drogas de abuso, entre las cuales, se destaca a la nicotina por la diversidad

de sus efectos y la alta tasa de su consumo a nivel mundial.

Se ha observado que la descendencia de madres fumadoras presenta diversas
alteraciones fisiolégicas, entre estas, cambios cardiorrespiratorios (Boychuk y
Hayward, 2011), alteraciones en el patrdén y organizacion del suefio (Stephan-
Blanchard y cols., 2008), mayor incidencia de trastorno por déficit de atencion con
hiperactividad (TDAH) (Biederman y cols., 2009) y deficiencias en dominios
cognoscitivos (Cornelius y Day, 2009; Key y cols., 2007), incluyendo el aprendizaje
y la memoria (Levin y cols., 1996), el procesamiento y la percepcion de estimulos
(Fried y Makin, 1987), asi como en el proceso de discriminacion de estimulos
(Horst y cols., 2012). En modelos animales, especialmente en roedores, se ha
observado que la exposiciéon fetal o neonatal a nicotina genera anormalidades en
el desarrollo y maduraciéon del cerebro, afectando la sobrevivencia celular,
sinaptogénesis y neurotransmision (Dwyer y cols., 2008; Ernst y cols., 2001),
proliferacion y diferenciacién neuronal (Nasrat y cols., 1986), produce alteraciones
neuroteratogénicas que resultan en deficiencias cognoscitivas y conductuales y
dafio neuronal que se extiende hasta etapas tardias en el desarrollo,
particularmente en el hipocampo, la corteza cerebral y las vias neuroquimicas
como colinérgicas, glutamatérgicas y dopaminérgicas (Roy y cols., 2002; Abreu-
Villaga y cols., 2003).

Por otra parte, se ha observado que el sistema colinérgico interactia con el
sistema endocrino en mamiferos (Main y cols., 2010). La administracion conjunta

de estradiol y progesterona, dos hormonas esteroides neuroactivas, revierten los



efectos amnésicos de antagonistas colinérgicos en un laberinto radial (Tanabe y
cols., 2004). La infusion de progesterona en el hipocampo dorsal del raton, mejora
la ejecucion en una tarea de reconocimiento de objetos (Orr y cols., 2009).
Sumado a lo anterior, diversos estudios refieren que la progesterona tiene un
efecto neuroprotector en humanos, modelos animales y celulares ante el dafio por
excitotoxicidad (Vanoye-Carlo y cols., 2008) e isquemia (Canal-Castro y cols.,
2012). Sin embargo la nicotina inhibe los efectos neuroprotectores en CAl del

hipocampo de ratas, tras un episodio isquémico (Raval y cols., 2009).

A partir de estos antecedentes, la exposicion prenatal a nicotina en mamiferos es
capaz de producir alteraciones neurofisiolégicas, conductuales y cognoscitivas
durante etapas adultas, pero no se conoce si los efectos negativos de nicotina
involucran y afectan significativamente a los proceso de aprendizaje y memoria
involucrados en la discriminacién de estimulos visuales, tampoco se ha evaluado
si la progesterona es capaz de revertir el posible efecto negativo de la nicotina
sobre la misma tarea, ni los correlatos neuroanatomicos asociados a ambas

interacciones.



1. Acetilcolina en aprendizaje y memoria

Los procesos de percepcion, cognicién, emocién y control motor, requieren
de la interaccion de las experiencias del organismo en el ambiente y la
maduracion del sistema nervioso. Dicha interaccién debe ser precisa y obedece a
una serie de acontecimientos organizados y regulados, asi la necesidad de
interactuar con las fluctuaciones y variaciones ambientales exige que el organismo
sea capaz de adquirir y almacenar nueva informacion, con el fin de utilizarla
posteriormente para modificar y reorganizar su conducta de acuerdo a las
demandas ambientales, en este contexto se destacan los procesos de aprendizaje
y memoria. El aprendizaje, es el proceso para adquirir nueva informacion del
medio y se puede definir como la modificacion relativamente permanente de la
conducta, dependiente de la experiencia, mientras que la memoria es el proceso
necesario para almacenar y posteriormente, evocar dicha informacién (Squire y
Zola, 1996).

Se ha descrito la relacion entre diferentes sistemas cerebrales y procesos
cognoscitivos, por ejemplo la formacién del hipocampo participa de manera
fundamental en el aprendizaje asociativo y la memoria explicita (Hasselmo, 1999,
2006), los ganglios basales con la memoria de procedimiento; el cerebelo y la
amigdala con el condicionamiento clasico (aprendizaje asociativo) y las vias
reflejas con el aprendizaje no asociativo (Squire y Zola, 1996), asi mismo, la
corteza frontal en su porcién dorsolateral en primates y en el area medial en
roedores, con la memoria de trabajo (Hasselmo y Stern, 2006). Existe abundante
evidencia de la participacién del sistema colinérgico sobre diferentes procesos
fisiolégicos y cognoscitivos como el neurodesarrollo, aprendizaje y memoria
(Abreu-Villagca y cols., 2011; Albuquerque y cols., 1995, 2009; Attaway y cols.,
1999; Givens y Olton, 1994; Hasselmo, 1999, 2006; Hasselmo y McGaughy, 2004;
Klinkenberg y Blokland, 2010; Levin, 1992; Levin y cols., 1999, 2006; Squire y
Zola, 1996; Stiver y cols., 2015; Terry y Buccafusco, 2003).

La ACh es una molécula pequeiia, clasificada como amina cuaternaria constituida

por un grupo amino y un atomo de nitrégeno con enlaces a cuatro grupos metilo
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(Fig.1) (Feldman y cols., 1997). El sistema colinérgico es critico en diversos
aspectos morfolégicos, fisiolégicos y conductuales en vertebrados, como
regulacién de expresion génica, migracion, diferenciacion y proliferacion celular,
neurogénesis, gliogénesis, maduracion neuronal, plasticidad sinaptica, apoptosis,
atencion, aprendizaje y memoria, entre otros (Azam y cols., 2007; Abreu-Villaca y
cols., 2011; Blood-Siegfried y Rende, 2010). Y estd ampliamente distribuido en el
sistema nervioso central, periférico, autbnomo y entérico (Mesulam y cols., 1983;
Woolf, 1991).

0 CH,
I o |
CH,—C —OCH,CH, — N—CH,

|
CH,
Acetilcolina

Fig. 1. Formula desarrollada de la molécula de la acetilcolina.

Es sintetizada en el citoplasma por la colina acetiltransferasa (ChAT) toma como
sustrato a la acetil coenzima A (un producto de la mitocondria) y a la colina (un
aminoacido), posteriormente es ingresada a las vesiculas sinapticas por el
transportador vesicular para acetilcolina (VAChT). Tras la liberacion sinaptica por
exocitosis, la ACh es hidrolizada principalmente por la acetilcolinesterasa (AChE)
resultando acetato y colina. Esta colina es recapturada a través del transportador
con alta afinidad para colina (CHT) y reutilizada para la produccion de mas
moléculas de ACh (Fig. 2) (Abreu-Villaca y cols., 2011; Feldman y cols., 1997).

Se distinguen dos tipos principales de receptores colinérgicos: ionotrépicos,
llamados nicotinicos y metabotropicos, conocidos como muscarinicos; se
distinguen funcionalmente y son denominados segun los alcaloides exdgenos que
interactian de forma agonista con ellos: la nicotina y la muscarina,
respectivamente. Ambos tipos de receptores presentan una distribucién diferencial
0 expresion conjunta dependiendo del subtipo de receptor y el tipo celular en el
que se encuentren, se pueden localizar tanto en la membrana presinaptica como

postsinaptica y se encuentran, ampliamente distribuidos en el sistema nervioso
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central (SNC) y periférico (SNP). Del receptor muscarinico se ha descrito 5
subtipos (M; a Ms), organizados segun su perfil farmacologico e interaccion con el
metabolismo celular; mientras que el receptor nicotinico se clasifica segun las
subunidades que lo conforman y modifica la permeabilidad de la membrana para

cationes (Feldman y cols., 1997; von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006).

Sinapsis colinérgica

Terminal presinaptica Célula postsinaptica

Receptor
»~~ nicotinico

Receptor
i muscarinico

Vel -
esicula g7
sinéptica‘ /;

Proteina G

Fig. 2. Representacibn esquemética de una sinapsis colinérgica. Muestra los principales
componentes a nivel molecular de este sistema de neuotransmision. Modificado de Abreu-Villaga y
cols., 2011.

El sistema colinérgico esta constituido por dos tipos celulares: interneuronas y
neuronas de proyeccion colinérgica. Las interneuronas colinérgicas se encuentran,
principalmente en el estriado, hipocampo y la corteza cerebral y mantienen niveles
tonicos de acetilcolina. Por otra parte, los nucleos de células de proyeccion
colinérgica (Fig. 3) incluyen el septum medial y la banda diagonal de Broca, que
proveen la mas importante inervacién colinérgica hacia el hipocampo, asi como el
nacleo basal magnocelular, en la rata (o nucleo basal de Meynert, en el humano)
gue proyecta hacia la corteza cerebral, la amigdala, nucleo accumbens, formacién
hipocampal y corteza del cingulo (von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006;
Mesulam y cols., 1983; Meeter y cols., 2004; Woolf, 1991).



Vias de proyecciones colinérgicas

Hipocampo

Bulbo
olfatorio

Coliculos
superiores

Cerebelo

Amigdala
N. Interpeduncular

Fig. 3. Esquema de los nucleos colinérgicos y sus proyecciones en una vista sagital del encéfalo
de rata. Ch 1: Nucleo del septum medial; Ch 2: Banda diagonal de Broca; Ch 3: Banda horizontal
de Broca; Ch 4: Nucleo basal magnocelular; Ch 5y Ch 6: Nacleos Tegmentales; Ch 7: Habénula y
Ch 8 Nucleo Parabigeminal. Adaptado de von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006; Mesulam y
cols., 1983 y Woolf, 1991.

Para que los procesos de aprendizaje y memoria se lleven a cabo con éxito, el
organismo debe ser capaz de: 1) detectar los estimulos, esto requiere sistemas,
organos, ceélulas, proteinas y cadenas de sefializacion intracelulares
especializados para codificar un tipo particular de estimulo como longitud o
frecuencia de ondas, moléculas solubles, etc., 2) percibir dicho estimulo, es decir,
integrar e interpretar la informacién como rojo, tono agudo, sabor dulce, etc.; 3)
asociar dos 0 mas eventos (estimulos, respuestas, consecuencias, etc.), es decir
identificar la relacion entre ellos con el fin de seleccionar y 4) generar la conducta
adecuada, ya sea orientacion, evitacion o no responder, lo que implica un
mecanismo motor (flagelos 0 musculos y un sistema para la regulacién de éstos a

través de nervios, flujo de iones, etc.).

En mamiferos, la neurotransmision colinérgica esta implicada en diversos
procesos cognoscitivos como el procesamiento sensorial, atencion, aprendizaje y
memoria (Abreu-Villaga y cols., 2011; Giocomo y Hasselmo, 2005; Hasselmo y
McGaughy, 2004; Hasselmo, 1999, 2006; Meeter y cols., 2004; Schneider y cols.,
2011). La evidencia obtenida mediante casos clinicos por ejemplo los pacientes
con demencia tipo Alzheimer que presentan una importante deficiencia en

8



memoria y se relaciona con una lenta, gradual y progresiva degeneracion del
sistema colinérgico en nucleos del mesencéfalo basal y disfuncidén colinérgica en
la corteza (Lendvai y cols., 2013; Terry y Buccafusco, 2003) y el uso de modelos
animales en los cuales se realizan lesiones electroliticas (Decker y cols., 1992),
por aspiracion, inyeccion de excitotoxinas (Hasselmo, 2006), inmunotoxinas
(Dougherty y cols., 1998), entre otras, asi como el uso de herramientas
electrofisiolégicas y farmacologicas, por ejemplo, la administracion de
escopolamina, un antagonista muscarinico no selectivo, impide la consolidacion
del aprendizaje asociativo, perjudica la conducta de exploracion y deteriora los
procesos de memoria explicita, espacial, de trabajo y de referencia (Givens y
Olton, 1994; Hasselmo y Stern, 2006; Klinkenberg y Blokland, 2010). De manera
complementaria, las estrategias encaminadas a mejorar la neurotransmision
colinérgica incluyen la administracion de agonistas directos como colina, arecolina

y nicotina (Impey y cols., 2013; Knott y cols., 2015; Stiver y cols., 2015).

Se ha demostrado que la via emergente del nudcleo basal magnocelular y sus
proyecciones hacia el sistema limbico y corteza cerebral, asi como el sistema
emergente del complejo formado por la banda diagonal de Broca y el nucleo del
septum medial que inervan hacia la formacion hipocampal, estan involucradas
tanto en procesos de aprendizaje como de memoria (Givens y Olton, 1994;
Hasselmo, 1999, 2006; Meeter y cols., 2004). La ACh en la formacion hipocampal
participa de manera fundamental para la consolidacion y recuperacion de la
informacion explicita, especificamente en la corteza entorrinal, el giro dentado,
CA1l, CA3y el septum medial (Meeter y cols., 2004). Distintos estudios indican que
niveles altos de ACh permiten la adquisicion de nueva informacién, en tanto que
niveles bajos permiten la filtracion de los recuerdos previamente almacenados
(Hasselmo, 2006; Hasselmo y Stern, 2006). Por lo tanto, la disrupcion en el
sistema colinérgico a nivel central, repercute directamente en el deterioro de la
memoria (Hasselmo, 1999), asi, la codificacion se ve afectada por la disminucion
de la acetilcolina, en cambio la consolidacion y la recuperacion pueden ser
perjudicadas por el aumento de ACh (Hasselmo y Stern, 2006; Klinkenberg y
Blokland, 2010).



1.1. Receptores nicotinicos

El receptor nicotinico es una proteina cuaternaria, pentamera, constitutiva
de la membrana celular que funcionalmente, se define como un canal i6nico
activado por ligando con un peso entre 280 y 290 KDa (Fig. 4), fue el primer
receptor para neurotransmisores en ser aislado (1970), purificado y caracterizado
quimicamente (1973); descrito por primera vez en el érgano eléctrico del Torpedo
marmorata una anguila eléctrica y es estimulado por la nicotina (Albuquerque y
cols., 2009; Colombo y cols., 2013; Feldman y cols., 1997; Gotti y cols., 2007;
Lendvai y Vizi, 2008; von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006).

El receptor esta conformado por cinco subunidades (alfa (a), beta (), gamma (y),
delta () y épsilon (¢€)), las cuales presentan cuatro segmentos transmembranales
y se clasifican de acuerdo a los genes a partir de los cuales se expresan, la
secuencia de aminoacidos que las conforman y a sus propiedades farmacoldgicas
y electrofisiologicas, asi mismo se han descrito subtipos de algunas subunidades
(Tabla 1), por ejemplo de la subunidad alfa se encuentran de la 1 ala 10 y de la
subunidad beta, de 1 a 4. La combinacion de subunidades permite una amplia
gama de subtipos funcionales del receptor nicotinico, para ello deben tener al
menos dos subunidades a (a1, a2, a3, a4, a6, a7 o a9), debido a que en éstas se
encuentra el sitio sensible (secuencia de aminoacidos en posiciones especificas)
al neurotransmisor, presentando cooperacién positiva, mientras que en las
subunidades a 5 y a 10 no se conservan los residuos necesarios para la
interacciébn con el agonista endd6geno. Segun la combinacion estructural del
receptor se pueden clasificar en dos grandes grupos: heteropentaméricos (del gr.
eteros: diferente, penta: cinco y meros: miembro) y homopentaméricos (del gr.
Omo: igual) (Albuguerque y cols., 2009; Colombo y cols., 2013; Feldman y cols.,
1997; Gotti y cols., 2007; Lendvai y Vizi, 2008; von Bohlen und Halbach y
Dermietzel, 2006).
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Receptor nicotinico

Sitio sensible a
acetilcolina

Ca2*

Fig. 4. Representacién esquemaética del receptor nicotinico. A) Cada una de las cinco subunidades
con cuatro segmentos transmembranales en alfa hélice (M1 a M4), con el extremo carboxilo y la
terminal amino en el espacio extracelular. B) La estructura proteica se pliega, dejando la hélice
anfipatica (M2) orientada hacia el canal, las hélices M1, M3 y M4 estan formadas principalmente
por residuos hidr6fobos y se orientan hacia la membrana y otras subunidades. C) La estructura
cuaternaria se forma con la interaccién de las 5 subunidades, formando un poro central que se
alinea con los lados polares la las hélices M2. Las partes superior e inferior en los anillos de
residuos de aminoacidos en reposo tienen carga negativa. D) El sitio sensible a acetilcolina se
encuentra en dos subunidades alfa y se genera una corriente catiénica por la activacion del
receptor. Modificada de Nelson y Cox, 2005.
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Por su localizacion en el organismo se distinguen dos subtipos de receptores:
muscular (a1, B1,y, dy €) y neuronal (a2, a3, a4, a5, a6, a7, a9, a10; B2, B3 y 4),
aclarando que la subunidad a8 no se ha descrito en mamiferos. Los subtipos del
receptor nicotinico predominantes en el encéfalo son el heterémero 0432 y el
homomero a7 (Albuquergue y cols., 1995, 2009; Chen y Patrick, 1997; Dani y De
Biasi, 2001; Toyohara y Hashimoto, 2010). Los receptores que contienen las
subunidades a9 y/o a10, comunmente son clasificados como a7 (Abreu-Villaga y
cols., 2011; Rahman y cols., 2008).

Tabla 1. Clasificacion y localizacion cromos6mica en humano y rata de las subunidades
del receptor nicotinico.

Especie I
Subunidad | Tipo Gen” Humano Rata 0
* (%)
Cromosoma aa | Cromosoma | aa

1 CHRNAL1 2¢g31.1 482 3923 457 93.9
2 CHRNAZ2 8p21 529 15p12 511 81.4
3 CHRNA3 15924 505 8924 499 95.1
4 CHRNA4 | 20q13.2-q13.3 | 627 3043 630 | 87.9
o (alfa) 5 CHRNA5 15024 468 8024 467 | 89.5
6 CHRNAG 8p11.21 494 16912.3 493 85.2
7 CHRNA7 15914 502 1922 502 94.0

8 CHRNAS Descrito en encéfalo de Gallus gallus (pollo
9 CHRNA9 4pl4 479 14pl1 479 91.2
10 CHRNA10 11p15.5 450 1932 447 90.0
1 CHRNB1 17pl13.1 501 10924 501 89.6
8 (beta) 2 CHRNB2 1021.3 502 2q34 500 | 95.5
3 CHRNB3 8p11.2 458 16912.3 464 85.8
4 CHRNB4 15924 498 8924 495 83.2
y (gamma) CHRNG 2033-934 517 9935 519 89.8
0 (delta) CHRND 2033-q34 517 9935 517 | 88.8
€ (épsilon) CHRNE 17p13-pl2 493 10924 494 | 87.6

"CHRN: Cholinergic receptor, nicotinic; A: alfa; B: beta; G: gamma; D: delta; E: épsilon.
*q: brazo largo del cromosoma; p: brazo corto del cromosoma.

Id (%): porcentaje de homologia entre las proteinas.

aa: numero de aminoacidos que forman la proteina.

La subunidad a4 esta formada por 627 aminoacidos (aa) en humanos y en ratas
por 630 aa; es expresada a partir del gen para el receptor nicotinico colinérgico
alfa 4 (CHRNA4) en humanos se localiza en el cromosoma 20 en q13.2-q13.3 y en
ratas se encuentra en 3943 (Goldman y cols., 1987; Monteggia y cols., 1995),
investigaciones con hibridacién in situ en monos Rhesus (Macaca mulatta), indican

que la distribucion de 04 es similar a la observada en roedores; con expresion en
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talamo, sustancia nigra pars compacta, el area ventral tegmental, corteza cerebral
(capa VI), hipocampo y nucleo caudado (Albuquerque y cols., 1995; Han y cols.,
2000). En cuanto a la subunidad a5, ésta cuenta con 468 aa en el humano y en la
rata presenta 467 aa; se localiza predominantemente en las capas Il, lll y VI de la
neocorteza, en la formaciéon hipocampal (capas IV y VI de la corteza entorrinal, en
el stratum radiatum, CA1 y CA3, la capa polimoérfica del giro dentado), la amigdala,
la sustancia nigra pars compacta y el area ventral tegmental. Interesantemente, en
el SNC la subunidad a5 puede ensamblarse con los heteromeros o432 y a3p4 y
asi, modificar las propiedades funcionales de ambos receptores, incrementando su
permeabilidad al Ca** y alterando la sensibilidad para algunos agonistas (Brown y
cols., 2007; Flora y cols., 2000; Wang y cols., 1996).

Por otra parte, la subunidad 2 esta conformada por 502 y 500 aminoacidos, en el
humano y la rata, respectivamente; expresada en corteza, talamo, sustancia nigra
pars compacta, area ventral tegmental, coliculos superiores e inferiores,
hipotdlamo, amigdala e hipocampo (Albuquerque y cols., 1995; Anand Yy
Lindstrom, 1990; Hidaka y cols., 2013). Finalmente, la subunidad a7 consta de 502
aa, tanto en el humano como en la rata; se distribuyen en las capas inferiores de
la corteza y en hipocampo (giro dentado, stratum oriens, CA2 y CA3), asi mismo
se han identificado en nucleos hipotalamicos, coliculos inferiores, septum medial,
ndcleo accumbens y en el caudado-putamen (Jiang y cols., 2015; Seguéla y cols.,
1993; Sinkus y cols., 2015).

El ensamble de las subunidades forma un poro central de 0.65 nm de diametro
gue sirve como canal para cationes pequefios. Los receptores nicotinicos son
altamente permeables al sodio (Na*), potasio (K*) y calcio (Ca*"). El flujo de Na*
es insaturable, es decir mantiene una tasa lineal en funcion de la concentracion
extracelular de Na* y en condiciones fisioldgicas es de 2 X 10 iones/s. En general
los receptores nicotinicos del sistema nervioso central son altamente permeables
al Ca*" (Feldman y cols., 1997). Dicha permeabilidad radica en la secuencia de
aminoacidos que conforman a las subunidades constituyentes del subtipo de

receptor, por ejemplo el homdémero a7 presenta una permeabilidad al Ca*",
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aproximadamente 10 veces mayor que al Na*, mientras que en promedio para
todos los receptores nicotinicos es de 1 (Seguéla y cols., 1993). Esto genera una
actividad biologica distinta entre los subtipos del receptor, siguiendo con el
ejemplo del receptor a7, su activacion en interneuronas del stratum radiatum del
hipocampo, causa despolarizacion en la célula postsinaptica y la generacion del
potencial de accion, pero no en las neuronas piramidales de CAl (Frazier y cols.,
1998). Adicionalmente, la activacion de los receptores a7 en interneuronas del
hipocampo y en células granulares en el cerebelo inducen importantes corrientes

transitorias de Ca®" (Didier y cols., 1995; Khiroug y cols., 2003).

La presencia prolongada de un agonista produce una desensibilizacion del
receptor que no permite el flujo de iones a través del canal, éste fenbmeno
concluye cuando se elimina el agonista. Los receptores nicotinicos presentan una
rapida desensibilizacién, sin embargo la acumulacién de Ca®** permite una
evaluacion indirecta de la actividad de estos receptores. Durante la continua
perfusion de un agonista (ej. nicotina), el nimero de canales i6nicos abiertos
(asociados a receptores nicotinicos) disminuye exponencialmente por la
desensibilizacion del receptor. Esta pérdida del nimero de canales en funcion del
tiempo se conoce como corriente descendiente (‘rundown”) y depende de la
corriente entrante de Ca®*; ademas de la rapida desensibilizacién se presenta una
inactivacion persistente o de larga duracion (>60 min). Por otra parte, la tasa de
recuperacion esta en funcién de la concentracion y el tiempo de exposicion al
agonista y de las subunidades que conformen al receptor, por ejemplo cuando la
subunidad a5 esta acoplada a un receptor a332 o a3p4 se incrementa la tasa de

desensibilizacion del receptor (Rowell y Duggan, 1998; Wang y cols., 1996).

Los receptores nicotinicos también se pueden clasificar segin su localizacion
celular, identificando cinco zonas primarias: cuerpo celular o soma, dendritas,
regiones axonicas preterminales, terminales axénicas y axones mielinizados; esto
también se relaciona con la conformacién del receptor, tipo celular y la estructura
neuroanatomica, por ejemplo en el hipocampo se ha encontrado la presencia de

a7 en el soma de interneuronas GABAérgicas del stratum radiatum y de neuronas
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piramidales (GABA y glutamatérgicas) de CA1l del hipocampo, mientras que el
receptor 0432 se ha localizado en dendritas de interneuronas GABAérgicas en el
stratum oriens y regiones axonicas preterminales de neuronas GABAérgicas de
CA1 del hipocampo, a su vez se ha encontrado que interneuronas GABAérgicas
tanto del stratum radiatum como stratum oriens expresan el receptor a334 en la

terminal presinéptica (Albuquerque y cols., 2009).

EnfocAndose en la posicion sindptica, se pueden clasificar como pre o
postsindpticos. Los receptores presinapticos comunmente localizados en las
varicosidades axonicas, pero relativamente alejados del sitio de liberacion para el
neurotransmisor, han sido ampliamente descritos en diferentes regiones del
encéfalo (Wonnacott, 1997). La activacion de estos receptores procede o coincide
con el arribo de un potencial de accion a la terminal axonica, indicando que
pueden aumentar la probabilidad de liberacion a través de un sistema de
retroalimentacion mediado por Ca®*, porque los niveles intracelulares de las
terminales presinapticas de éste ibn aumentan en presencia de receptores con la
subunidad a7 y finalmente, modulan la liberacion de otros neurotransmisores
como dopamina, GABA y glutamato (Kofalvi y cols., 2000; Sershen y cols., 1997;
Viziy cols., 1995).

Abundante evidencia experimental indica que los receptores nicotinicos con las
subunidades a7 y B2, se encuentran tanto en la presinapsis como en la
postsinapsis, asi como en posiciones no activas (Fabian-Fine y cols., 2001; Frazier
y cols., 1998). Muchas sinapsis contienen receptores nicotinicos presinapticos, sin
ser terminales colinérgicas, tales como glutamatérgicas o GABAérgicas; lo que
indica la participacion en la modulacién, pero no en la comunicacion sinaptica
directa de estas células (Albuquerque y cols., 2009; Fabian-Fine y cols., 2001;
Marchi y cols., 2015). Neuronas inhibitoria GABAérgicas en el hipocampo, pueden
ser excitadas por la actividad de receptores somatodendriticos (Frazier y cols.,
1998; McQuiston y Madison, 1999). Interesantemente, los receptores nicotinicos
presinapticos, pueden cambiar la direccion del transportador de colina, con un

efecto sobre la recaptura, lo que resulta en un mecanismo compuesto para la
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regulacion de la liberacion (Szasz y cols., 2005). Esto puede deberse a la razén
entre los gradientes de concentracién de Ca?" y Na*, asi, la relativamente alta
concentracion intracelular de Ca** desplaza el intercambio de Ca**/Na* para sacar
al Ca®"; provocando un incremento de Na* adyacente al transportador, si dicha
concentracion es suficientemente alta, la proteina puede cambiar la direccion de
transporte para liberar la molécula de colina en lugar de recapturarla (Abreu-
Villaga y cols., 2011; Lendvai y Vizi, 2008).

Los receptores nicotinicos participan de manera critica en diversos procesos
incluyendo el neurodesarrollo y procesos superiores como aprendizaje, memoria.
En este sentido, diversos estudios han demostrado que ocurren cambios en la
expresion de receptores nicotinicos durante periodos criticos pre y postnatales del
desarrollo neuronal y mantienen un papel imprescindible en muchos aspectos del
neurodesarrollo dependiendo de la region y el momento de su expresion
incluyendo mecanismos asociados con la heurogénesis, sinaptogénesis, migracion
y diferenciacién celular, por ejemplo, el papel del receptor a7 sobre el crecimiento
y diferenciacion neuronal y la formacién sindptica durante el neurodesarrollo esta
relacionado con el incremento de concentraciones intracelulares de Ca*, la
activacion indirecta de segundos mensajeros y a la induccién de la expresion de
genes de expresion inmediata (Abreu-Villaca y cols., 2011; Albuquerque y cols.,
1995). Asi mismo, durante el neurodesarrollo, las diferentes subunidades del
receptor nicotinico, se distribuyen de manera diferencial temporal y espacialmente
y se encuentran entre las primeras proteinas presentes en la membrana durante el
desarrollo del SNC. Los niveles de receptores nicotinicos se mantienen
constantes, incrementan o descienden en etapas y regiones especificas durante el
desarrollo y maduracion del SNC dependiendo de la composicién del receptor, por
ejemplo, durante el desarrollo del hipocampo niveles bajos de activacion del
receptor a7 y a3B4 y la subsecuente entrada de Ca®" a la célula activa
(fosforilacidn) el factor de transcripcion CREB, que puede promover la expresion
génica; por el contrario, si la estimulacion es intensa se activan canales
dependientes de voltaje para Ca* modificando la actividad de CREB vy por lo

tanto, la expresion génica (Albuquerque y cols., 2009).
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En el cerebro fetal humano se identifican receptores nicotinicos en el primer
trimestre de gestacion e incrementan de manera gradual a lo largo de la gestacion
(Falk y cols., 2002; Gotti y cols., 1997; Hellstrom-Lindahl y cols., 1998). Mediante
técnicas in vitro Atluri y sus colaboradores (2001) identificaron receptores
nicotinicos funcionales en la corteza cerebral de ratones desde el décimo dia de
gestacion (G10) (Atluri y cols., 2001). En la rata, las subunidades a3, a4 y B2 se
encuentran desde G11 en el mesencéfalo y rombencéfalo, pero la subunidad (4,
solamente se expresa en el rombencéfalo. Durante G12 se observan a3, a4 y p2
en el telencéfalo y en la union meso-dienceféalica, a4 y 2 en el diencéfalo. En G13
se identifican a3 y B2 en el area externa de la corteza cerebral y en la formacion
hipocampal; a3, a4 y B2 en el septum y en la union meso-diencefalica, mientras
gue B2 se expresa en los ganglios basales y el area preoptica; a3, a4, B2y B4 en
el diencéfalo. En el metencéfalo se observan niveles semejantes a los observados
el G12 para a3 y a4, pero incrementa la presencia de 2 y disminuye la expresion
de B4. En las zonas medioventral, lateral y caudal, pero no en la parte mediodorsal
del mielencéfalo se presenta alta expresion de a3, a4 y 32 y baja de 4 (Shacka y
Robinson, 1998; Zoli y cols., 1995).

Interesantemente, a partir de G15 las diferentes subunidades presentan patrones
de expresion especificos, por ejemplo en G15 no se observa expresion de la
subunidad a3 en la mayor parte del telencéfalo a excepcion del area preoptica, en
la habénula del talamo, en el hipotdlamo, en la parte ventral del mesencéfalo y
nacleos motores del metencéfalo y mielencéfalo. En G17, se localiza en la
habénula medial del tAlamo, nucleos hipotalamicos (arcuato y ventromedial) y en
el neuroepitelio del cerebelo. Y en G19 se identifica un patron similar. En el dia de
alumbramiento o postnatal cero (P0O) se observa casi el mismo patrén que en G19,
disminuyendo su expresion en la hipéfisis. En cuanto a la subunidad a4 en G15,
se expresa en la formacion hipocampal, el septum, el area preoptica, la habénula,
nucleos del talamo; presenta mayores niveles que a3 en el hipotdlamo y en el
mesenceéfalo. En G17 adicionalmente, se encuentra en la corteza cerebral,
amigdala, nucleo geniculado, coliculos superiores, locus coeruleus y en la capa de

células de Purkinje en el cerebelo. Mientras que durante G19 incrementa su
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expresion en la corteza cerebral, se localiza en las células piramidales del
hipocampo y mantiene bajos niveles en el mesencéfalo basal y dorsomedial, el
area preoptica y la amigdala, se encuentra en todos los nucleos talamicos e
incrementa su expresion en la habénula y en el tAlamo, mantiene su expresion en
los coliculos superiores, el locus coeruleus y en la capa de células de Purkinje en
el cerebelo, pero disminuye en el nlcleo arcuato y se observa en el nacleo rojo, la
sustancia nigra y el area ventral tegmental. En PO se incrementa la expresion de
ésta subunidad en la corteza cerebral, en el nicleo ventromedial del hipotalamo y
en el cerebelo, mantienen los niveles de expresion en los coliculos superiores, la
sustancia nigra, el area ventral tegmental, el ndcleo rojo y el locus coeruleus, pero
disminuyen en las células piramidales y granulares del hipocampo, en el
subiculum, la corteza entorrinal, el septum, el mesencéfalo, el &rea preoptica, la
amigdala y el talamo, adicionalmente se identifica en el bulbo olfatorio y los
nucleos de los 12 pares de nervios craneales. Mientras que durante PN1, se
observa expresion en el hipocampo y el septum, que incrementa durante PN7;
durante PN14, se observa alta concentracion de ARNm en la corteza que
desciende significativamente en PN28 (Shacka y Robinson, 1998; Zoli y cols.,
1995).

En cuanto a la subunidad B2, en G15 se encuentra ampliamente distribuida y
expresada en la corteza cerebral, la formacion hipocampal, el septum, ganglios
basales, distintos nucleos del mesencéfalo basal, el area predptica, el talamo e
hipotalamo. En G17 se aumenta la expresion en diversas areas de la corteza y
disminuye en la formacién hipocampal, el septum, los ganglios basales, el
mesencéfalo, el area preoptica, diversos nucleos del tdlamo e hipotalamo y se
encuentran niveles moderados en distintos nucleos de la amigdala, en los
coliculos superiores, el locus coeruleus y en la capa de células de Purkinje en el
cerebelo. En G19 se expresan niveles bajos en la corteza cerebral y niveles
medios en el bulbo olfatorio, las células piramidales del hipocampo, el septum, los
ganglios basales, mesencéfalo, el area preoptica, la amigdala, en el talamo,
hipotalamo, el area ventral tegmental, la sustancia nigra y en las células de

Purkinje del cerebelo, durante PO la expresion se mantiene en niveles moderados
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en la corteza, en las células piramidales y granulares del hipocampo, el subiculum,
la corteza entorrinal, el septum, el nucleo estriado, el nucleo accumbens, la
sustancia nigra y el area ventral tegmental, en el area predptica, la amigdala,
cerebelo, hipofisis, talamo, hipotalamo y en los nucleos de los 12 pares de nervios
craneales; adicionalmente en el séptimo dia postnatal (PN7) se observa baja
presencia de ARNm en la corteza cerebral e hipocampo que incrementa
significativamente en PN14. Respecto a la subunidad B4, en G15 no se observa
en corteza ni en la mayoria de los ndcleos talamicos, excepto en la habénula y el
neuroepitelio cerebelar. En G17, se presentan niveles bajos en la glandula
hipofisis y en el neuroepitelio cerebelar, pero niveles altos en la habénula medial;
mientras que en G19 incrementa la expresion en la hipofisis. En PO se encuentra
una distribucion casi idéntica en la mayoria de las areas del encéfalo, menos en el
cerebelo donde no se encontrd expresion de esta subunidad (Shacka y Robinson,
1998; Zoli y cols., 1995). Por otra parte, la subunidad a7 se ha identificado a partir
de G12 en hipocampo y 4&rea posterior del hipotdlamo e incrementa
significativamente en PN7. En PN29 se localiza en la corteza frontal, septum,
amigdala e hipocampo (Doura y cols., 2008; Shacka y Robinson, 1998). Dichas
variaciones en los patrones de expresién para las diferentes subunidades se
extiende hasta la etapa adulta (Doura y cols., 2008).

Por otra parte, los receptores nicotinicos participan de manera fundamental en
funciones cognoscitivas como aprendizaje, memoria de trabajo, memoria de
referencia y atencion, entre otros. Por ejemplo Lippiello y sus colaboradores
describieron la participacion del subtipo a4B2 en procesos de memoria en ratones
(Lippiello y cols., 1996). Administraron RJR-2403, un agonista selectivo a este
receptor. Encontraron que el RJR-2403 fue eficiente, para contrarrestar los efectos
amnésicos inducidos farmacolégicamente (mediante escopolamina) en un
paradigma de evitacion pasiva y mejorar el rendimiento en un laberinto radial de
sujetos con lesion excitotoxica (acido iboténico) en las proyecciones colinérgicas
del mesencéfalo. Asi mismo, el SIB-1765F, otro agonista para el mismo receptor,
mostré mejorar significativamente la atencién de ratas en una tarea de tiempo de

reaccion serial con 5 opciones. Por otra parte el AR-R17779, un agonista selectivo
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a los receptores a7, mejora el aprendizaje y la memoria de trabajo en ratas
evaluadas mediante un laberinto radial. En 2004 el grupo de trabajo de Young,
reportd que ratones knockout para el receptor a7, presentan deficiencia severa en
el proceso atencional en la tarea de eleccion con 5 opciones (Levin y cols., 1999;
Lippiello y cols., 1996; Young y cols., 2004). En una revision realizada por
Buccafusco en 2004, refiere que el receptor a7 es fundamental para el aprendizaje
y participa en algunos tipos de memoria, mientras que el receptor a2pB4 esta
involucrado en el proceso de evocacion (Buccafusco, 2004). Adicionalmente,
Doura y sus colaboradores en 2008, reportaron que la administracion crénica de
nicotina (6 mg/Kg/dia), consistentemente incrementa la expresion de estos
receptores en distintas areas neuroanatomicas, incluyendo corteza frontal,
amigdala e hipocampo, especialmente en el giro dentado y CA1 (Doura y cols.,
2008).
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2. Nicotina

La nicotina (1-metil-2-[-3-piridil]pirrolidina) es una amina terciaria compuesta
por una piridina y un anillo de pirrolidina (Fig. 5), es un alcaloide encontrado en las
hojas de tabaco (Nicotiana tabacum), una planta de la familia de las solanaceas.
Fue aislada por Posselt y Reiman en 1828, quienes describieron que constituye
aproximadamente el 5 % del peso total de las hojas secas de la planta. Es incolora
y volatil, se vuelve color pardo y adquiere un olor caracteristico al oxidarse, es
hidrosoluble y liposoluble. Cerca del 30 % de la nicotina no se ioniza y cruza
facilmente la membrana celular debido a su acidez (pH = 5.5-6.0) (Benowitz, 1990;

Benowitz y cols., 2009; Feldman y cols., 1997).

Nicotina

Fig. 5. Molécula de la nicotina.

Cuando el humo del tabaco es inhalado, ingresa a los pulmones desde donde se
absorbe por los bronquios y alveolos pulmonares y llega a los diferentes tejidos del
organismo con una biodisponibilidad de entre 80 y 90 %; una vez inhalada, tarda
en promedio 15 segundos en llegar al SNC y tras la absorcion tarda entre 7y 9
segundos, asi mismo cruza facilmente la barrera placentaria encontrando altas
concentraciones en el liquido amniético. Su vida media es de 2 horas y presenta
un pico de concentracion en plasma de 15 ng/ml. Es metabolizada en el higado
por la enzima CYP2A5 en ratones, CYP2A6 en humanos y por la familia
enzimatica CYP2B en ratas. Finalmente, se oxida para su degradacion,
produciendo cotinina, la molécula activa mas usada como biomarcador del

consumo de nicotina. Cerca del 75 % de la nicotina es biotrasformada en cotinina
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esta presenta una vida media de 16 a 18 h, interesantemente, en mujeres es de
entre 17 y 21 h, pero en mujeres embarazadas (con 16 a 40 semanas de
gestacion) la vida media de la cotinina se acorta hasta 9 h. Y posteriormente, es
eliminada a través de la orina, saliva, sudor, cabello y leche materna, en este
altimo fluido la nicotina se almacena en una razon con respecto al plasma de 2:9
después de fumar. Los componentes genéticos que metabolizan la nicotina, son
influenciados por factores como la dieta, raza, edad, sexo, embarazo,
padecimientos como disfuncién renal; uso de otras drogas (de abuso como
alcohol, cocaina, etc. y medicamentos), uso de hormonas esteroides e incluso el
mismo consumo de nicotina (Alsharari y cols., 2014; Benowitz, 1990; Benowitz y
cols., 2009; Blood-Siegfried y Rende, 2010; Dahlstrom y cols., 1990; Feldman y
cols., 1997; Yildiz, 2004).

La nicotina es un agonista colinérgico directo para los receptores nicotinicos, se
une principalmente, a un sitio activo de alta afinidad que no se encuentra en la
subunidad a (Buccafusco, 2004). Cuando la nicotina interactua con el receptor
mimetiza la accion de la acetilcolina sobre éste y presenta una constante de
afinidad (K;) variable, segun el subtipo de receptor (Tabla 2).

Tabla 2. Afinidad de la nicotina por los subtipos de receptor. Media + error

estandar. Basada en Cohen y cols., 2003; Decker y cols., 1995; Hauser y cols.,
2009; Lendvai y cols., 2013; Stauderman y cols., 1998; Wang y cols., 1996.

Subtipo de receptor K; en nM
a2B4 9900
a7 2800-5000
04p2 46+0.7
a3p2 54+0.6-14+2
a3p4 187 + 4
a3p4yd >6000
a1p1dy >20000

Ki: constante de afinidad
nM: Nanomolar

Esto genera heterogeneidad en la sensibilidad a la nicotina entre distintos tipos de
células, por ejemplo, en el hipocampo las interneuronas del stratum radiatum
pueden ser excitadas por el ligando, pero las interneuronas en la capa de células
piramidales no responden a la nicotina. Se ha identificado una alta sensibilidad a

nicotina en las interneuronas del hipocampo y en diferentes tipos de interneuronas
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en la corteza cerebral, especialmente en la capa 5 (Cohen y cols., 2003; Feldman
y cols., 1997; Hauser y cols., 2009; Lendvai y cols., 2013; McQuiston y Madison,
1999; Stauderman y cols., 1998).

La nicotina puede generar efectos similares a los observados por los antagonistas
nicotinicos, lo que indica un papel fisiologico para la desensibilizacion en los
receptores nicotinicos y no necesariamente, por la regulacion a la baja de los
receptores (Sharma y Vijayaraghavan, 2003; Zhou vy cols., 2001). La
desensibilizaciébn generada por nicotina presenta un rapido inicio y recuperacion
con duraciéon de entre 10 y 30 segundos, modificando la amplitud de la corriente
entrante de Ca®* y hay una inactivacién de larga duracién o persistente de los
receptores, que se produce inmediatamente después de la aplicacién del farmaco
y permanece hasta 60 minutos o0 mas. Las tasas de recuperacion dependen del
tiempo de exposicion y de la concentracién del agonista, asi como del tipo de
receptor, por ejemplo el a7 presenta una muy rapida desensibilizacibn como

respuesta ante la nicotina (Albuquerque y cols., 2009; Rowell y Duggan, 1998).

La nicotina presenta un amplio espectro de efectos dependientes de la dosis, por
ejemplo concentraciones bajas activan a los receptores nicotinicos generando
efectos estimulantes como alerta y excitacion, mientras que altas concentraciones
bloguean a estos receptores generando efectos depresores en el SNC o
ansioliticos. Sus efectos también pueden variar como resultado de la interaccién
con diferentes condiciones fisiologicas como ansiedad; o bien, seguin etapas de
desarrollo y niveles de maduracion del SNC por ejemplo los efectos reforzantes o
aversivos de la nicotina, mismos que se han estudiado mediante
autoadministracion y condicionamiento de aversion al sabor. Asi mismo, la nicotina
genera signos de abstinencia y genera efectos como estimulo discriminativos y
altera de manera bifasica diversos procesos cognoscitivos como atencién,
motivacion, aprendizaje y memoria (Alsharari y cols., 2014; Cohen y cols., 2003;
Impey y cols., 2013; Leite y cols., 2013; Levin y Simon, 1998; Pidoplichko y cols.,
2004; Shoaib y cols., 2002; Shram y cols., 2006; Stauderman y cols., 1998).

Estudios con humanos (fumadores y no fumadores) y animales de
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experimentacion, proveen clara evidencia de los efectos de la nicotina sobre los
procesos cognoscitivos tales como atencién, procesamiento y discriminacion de
estimulos, aprendizaje y memoria, en diversas especies (Impey y cols., 2013; Leite
y cols., 2013; Levin y Simon, 1998). En la tabla 3 se presenta un resumen de la
revision realizada por Levin y sus colaboradores en 2006, sobre los efectos de la
nicotina en el desempefio de roedores, asi como las tareas con las que se

evaluaron los procesos de aprendizaje y memoria.

Tabla 3. Efectos de la nicotina sobre el desempefio de roedores en distintas tareas para

evaluaron los procesos de aprendizaje y memoria (basada en Levin y cols., 2006).

Especie Tarea Efecto Referencia

Rata Adquisicién de patrones seriales | S.E. Attaway y cols., 1999
Rata Laberinto acuético de Morris Mejora Attaway y cols., 1999
Ratén Evitacion pasiva Mejora Ciamei y cols., 2001
Rata Laberinto radial Mejora Levin, 1992

Rata Laberinto radial Mejora Levin y Chen, 2004
Rata Laberinto radial S.E. Leviny Torry, 1996
Raton Laberinto acuatico Deterioro | Moragrega y cols., 2003
Rata Reconocimiento de objetos Mejora Pumay cols., 1999
Rata Laberinto acuatico de Morris Mejora Socci y cols., 1995
Raton Laberinto acuatico S.E. Vicens y cols., 2003
Conejo Parpadeo condicionado Mejora Woodruff-Pak y cols., 2000
Raton Eleccion de 5 opciones Mejora Young y cols., 2004

S.E.: Sin efecto significativo.

Aunque el papel de la nicotina como potenciador cognitivo es controversial debido
a que dosis agudas presentan efectos perjudiciales sobre mudltiples funciones
cognoscitivas, como lo sugiere un meta-analisis realizado por Heishman,
Kleykamp y Singleton, en 2010; referente a estudios con humanos, por ejemplo en
adolescentes, la nicotina reduce significativamente la actividad de la enzima que
sintetiza la acetilcolina e infusion cronica, causa periodos de isquemia e hipoxia
(Heishman y cols., 2010). No obstante, existe abundante evidencia de los efectos
benéficos sobre atencion (estado de alerta y orientacién) y funciones mnémicas
(memoria episddica, memoria de trabajo y de referencia). En contraste,
administracion cronica de nicotina en fumadores habituales presenta efectos
negativos en funciones cognoscitivas. Muchos estudios exploran estos efectos en

pacientes y reportan relacién entre fumar cotidianamente y el déficit cognitivo, el
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cual puede estar asociado a la modificacion en la expresion de receptores GABAg

en el hipocampo (Li y cols., 2002).

En 2004 Levin y Chen, reportaron que diferentes concentraciones de nicotina
disuelta en el tanque de agua de peces cebra (Danio rerio), producian mayor
porcentaje de ensayos correctos en una tarea de alternancia espacial ante bajas
concentraciones, pero deterioro de la respuesta ante concentraciones altas, lo cual
se interpreta como un efecto bifasico (mejora-deficiencia) sobre la memoria de
trabajo (Levin y Chen, 2004). Se ha demostrado que una dosis aguda de 0.2
mg/Kg de nicotina administrada de manera periférica antes de una sesion de
prueba en un laberinto radial, mejora significativamente la memoria de trabajo en
ratas adultas; la administracion cronica de nicotina también mejora la memoria de

ratas en tareas de evitacion pasiva y laberintos (Levin y cols., 2006).

En cuanto al proceso de atencién, especificamente en el modulo de orientacion,
evaluado mediante una tarea operante de deteccidén de sefales, se demostré que
bajas dosis de nicotina (0.00123 - 0.005 mg/Kg) causa un incremento en el
porcentaje de respuestas correctas (Rezvani y cols., 2002). No obstante la mejora
en atencion, inducida por la nicotina es dependiente de la cepa; Mirza y Bright
(2001) mostraron que el tratamiento con nicotina mejora el rendimiento de ratas
Sprague-Dawley, en la tarea de tiempo de reaccion serial con 5 opciones, pero no
en ratas Lister (Mirza y Bright, 2001). Por otra parte, el grupo de investigacién de
Shoaib, report6 en 2002, que ratones knockout para la subunidad B2, son
incapaces de discriminar las dosis bajas de nicotina (0.4 y 0.8 mg/Kg), pero si
pueden discriminar dosis altas (1.6 mg/Kg). Estos datos son evidencia de la
participacion de los receptores nicotinicos en los procesos de discriminacion,
aprendizaje asociativo y memoria (Murray y cols., 2011; Shoaib y cols., 2002). La
capacidad de la nicotina para mejorar algunos procesos cognoscitivos, pueden ser
resultado del incremento en la eficiencia de la comunicacion a nivel cortical
(Hasselmo, 2006). Por ejemplo, el incremento sobre la liberacion de
neurotrasmisores como ACh, dopamina, serotonina, glutamato y GABA, entre

otros y la modificacion en el metabolismo de hormonas tales como leptina, cortisol,
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estrogenos y progesterona, entre otras (Albuquerque y cols., 2009; Grassi y cols.,
1994). Se reporta mejora de la transmision excitadora de la corteza entorrinal
hacia CA3 (Giocomo y Hasselmo, 2005) y del giro dentado (Radcliffe y cols., 1999)
y en las proyecciones desde el talamo dorsal-medial hacia la corteza prefrontal

(Gioanni y cols., 1999).

Ahondando en los efectos de la nicotina, se ha demostrado que atenua déficits en
atencion y memoria asociados con la esquizofrenia, Alzheimer y Parkinson, asi
como el deterioro cognoscitivo asociado a la edad (Evans y Drobes 2009; Levin y
cols., 2006). Este tipo de investigaciones pueden dividirse segun su objetivo de
estudio en dos grupos principales: 1) el conocimiento de las bases neuroquimicas
de los sistemas cognitivos y las funciones en las que estd implicado el receptor
nicotinico y 2) las condiciones psiquiatricas en las que se considera probable una
alteracion en el sistema colinérgico como parte de la etiologia (Levin y cols.,
2006). No obstante, los efectos de la administracion de nicotina en un organismo
desarrollado o adulto, dista de lo observado cuando la exposicidbn ocurre de
manera prenatal, por ejemplo en adultos la nicotina acentia o mejora algunas
funciones de diversos neurotransmisores, pero cuando la exposicion a la nicotina
ocurre de manera prenatal dichas funciones son desensibilizadas durante la
infancia, nifiez, adolescencia y adultez (Blood-Siegfried y Rende, 2010; Slotkin y
Seidler, 2015).
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3. Exposicion prenatal a nicotina

El tabaquismo materno esta asociado con una variedad de efectos
patologicos en la descendencia en humanos, asi como la administracion prenatal
de nicotina en modelos animales, incluyendo aumento de la mortalidad vy
probabilidad de aborto, parto prematuro, retraso en el crecimiento del feto, bajo
peso al nacer, malformaciones en el sistema cardiovascular, menor maduracion
pulmonar, deficiencias motoras y sensoriales, alteraciones en la organizacion del
suefio, alta incidencia del sindrome de muerte subita, trastorno de déficit de
atencion con hiperactividad, ansiedad, agresividad, anormalidades sobre el
neurodesarrollo, efectos neuroteratogénicos, desorganizacion en el procesamiento
de estimulos, procesos de discriminacion visual, atencion, aprendizaje y memoria;
que persisten hasta la adolescencia y edad adulta (Abreu-Villaga y cols., 2003,
2004; Biederman y cols., 2009; Blood-Siegfried y Rende, 2010; Boychuk y
Hayward, 2011; Cornelius y Day, 2009; Dwyer y cols., 2008, 2009; Ernst y cols.,
2001; Falk y cols., 2005; Han y cols., 2000; Horst y cols., 2012; Key y cols., 2007;
Levin y cols., 1996; Mao y cols., 2008; Nasrat y cols., 1986; Oliveira y cols., 2010;
Phelan, 2014; Roy y cols., 2002; Slotkin, 2004; Stephan-Blanchard y cols., 2008).
Durante la gestacion, la nicotina cruza facilmente la barrera placentaria y durante
el periodo de lactancia, la nicotina es transferida al infante, a través de la leche
materna; la cantidad de nicotina transferida al recién nacido oscila entre 0.09 y
1.03 pg/Kg en funcion del peso corporal del infante, asi la dosis diaria recibida por
el infante es aproximadamente de 6 ug/Kg a través de la leche materna
(Dahlstrom y cols., 1990).

La mayoria de los estudios enfocados en la evaluacion de los efectos de la
exposicion prenatal a nicotina se realizan en roedores, debido a la similitud que se
mantiene entre el desarrollo gestacional de estas especies y el humano, sin
embargo, existen algunas diferencias fundamentales. El periodo de gestacion en
la rata dura 21 a 22 dias y las crias nacen con un nivel de maduracion equivalente
al segundo trimestre de gestacion en el humano; durante este periodo ocurren

eventos criticos para el neurodesarrollo incluyendo la expresion de los receptores
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nicotinicos (Dwyer y cols., 2008). Durante el segundo y tercer trimestre de
gestacion en el humano y 22 dias de gestacion en a rata, el desarrollo neurologico
progresa desde la medula espinal hasta el tallo cerebral, mesencéfalo y la corteza
cerebral. Las estructuras y sus funciones contindan desarrollandose durante los
primeros afios de vida postnatal en el humano y semanas en la rata, por ejemplo
el proceso de mielinizacion en la rata alcanza su pico maximo entre los dias PN30
y PN40, este evento indica la adultez en la rata (Blood-Siegfried y Rende, 2010;
Dwyer y cols., 2008).

Dentro del contexto del desarrollo apropiado del SNC, la activacion de un conjunto
determinado de receptores puede promover la replicacion neuronal, iniciar el
cambio de la replicacién a la diferenciacion, aumentar o retardar la formacion de la
conectividad (axogénesis y sinaptogénesis), promover o prevenir la apoptosis o
bien, permitir la migracion y localizacién celular en las poblaciones especificas
dentro de cada region cerebral (Slotkin, 2004). Cada uno de estos elementos
pende de la apropiada funcién de diferentes sistemas de sefializacibon como
factores troficos y neurotransmisores y es vulnerable a la interaccibn con

moléculas exdégenas como la nicotina.

La accién directa de la nicotina sobre los receptores colinérgicos, que estan
ampliamente distribuidos en el sistema nervioso fetal, puede apropiarse de la
sincronizacion e intensidad de las sefiales tréficas naturalmente mediadas por
acetilcolina, dando lugar a alteraciones sobre la replicacién y diferenciacion
neuronal, asi como sobre la conectividad sinaptica (Dwyer y cols., 2008; Slotkin y
Seidler, 2015). Los distintos elementos del sistema colinérgico participan
importantemente en el neurodesarrollo de mamiferos; la interaccién de la nicotina
con el sistema nervioso central durante el desarrollo, disminuye significativamente
la presencia de las moléculas de ARNm que codifican a la ChAT, VAChT y CHT y
modifica el patrén de expresién de los receptores colinérgicos: muscarinicos y
nicotinicos, por ejemplo, aumento del subtipo a4p2, comprometiendo la funcion de
la acetilcolina como factor neurotréfico (Abreu-Villaga y cols., 2004; Falk y cols.,
2005; Mao y cols., 2008; Slotkin, 2004; Yanai y cols., 1992). Los receptores o432 y
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a7 estan estrechamente relacionados con el crecimiento neuronal. En 2004 Slotkin
y sus colaboradores evaluaron los efecto de un tratamiento con nicotina (5 mg/Kg)
postnatal temprano (PN11-PN14) y tardio (PN21-PN24), encontrando una
disminucién significativa del receptor a7 en el tronco cerebral y cerebelo. Y que la
exposicion prenatal a nicotina (6 mg/Kg/dia, a partir de G4) genera deficiencias en
la formacidén axonica y sinaptogénesis, asociadas a cambios en la expresion del

receptor a7 (Slotkin y cols., 2004).

El efecto de la nicotina, depende de la dosis y el estado de maduracién durante la
exposicion; en modelos animales una dosis diaria de 1.5 mg/Kg, mantiene niveles
plasmaticos similares a los observados en fumadores (un paquete de 20 cigarrillos
al dia). La exposicion cronica durante el desarrollo embrionario afecta a muchas
funciones, mientras que la exposicion limitada a un momento especifico afecta
s6lo a las funciones especificas en desarrollo durante ese intervalo preciso. Es por
ello, que ante la exposicion a la nicotina durante periodos criticos del desarrollo
(prenatal y postnatal) los efectos varian en el grado de severidad sobre procesos
de induccion neuronal, migracion, diferenciacion, sinaptogénesis, apoptosis y
mielinizacion que se estan llevando a cabo especialmente en el hipocampo, la
corteza y el cerebelo (Blood-Siegfried y Rende, 2010; Jernigan y cols., 2011; Levin
y cols., 1996; Yanai y cols., 1992).

Multiples biomarcadores de dafio celular, indican que la exposicion prenatal a
nicotina, genera anormalidades en el desarrollo del sistema nervioso central que
persisten en etapas posteriores. En CA3 del hipocampo y giro dentado se
presenta disminucién significativa del tamafio celular que corresponde al menor
espesor de la capa celular y un aumento en la densidad neuronal, evaluado en
PN30. En la capa 5 de la corteza somatosensorial, se observa una reduccion en la
proporcion media del tamafio de las neuronas piramidales y un aumento de
células pequefias (no piramidales). Aunado a un aumento en el conteo de células
glia (Roy y cols., 2002; Slotkin, 2004).

En un estudio clasico se evalud la exposicion pre (G1-G21) y postnatal (PN2-

PN21) a 6 mg/Kg/dia de nicotina, los sujetos experimentales presentaron menor
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eficiencia que los controles sobre tareas operantes con programas de
reforzamiento de razon fija 10 e intervalo variable a 1 segundo; la evaluacién
conductual se realizé durante la edad adulta de los sujetos (PN98-PN187) (Martin
y Becker, 1971). En otro trabajo se encontré deficiencia selectiva sobre evitacion
de ratas macho adultas (PN60) expuestos a 0.5 mg/Kg/dia durante la gestacion
(G1-G20), pero no en hembras bajo las mismas condiciones (Genedani y cols.,
1983). En un estudio realizado en 1982, con cobayos expuestos a 3 mg/Kg/dia,
durante todo el periodo de gestacion, mismos que fueron evaluados (PN85-
PN107) en una tarea de discriminacion visual con un laberinto, mostrando
deterioro en el aprendizaje de la tarea (Johns y cols., 1982). Se encuentran
resultados semejantes sobre el aprendizaje y la memoria con laberinto radial
(Sorenson y cols., 1991; Yanai y cols., 1992). Estos efectos presentan diferencias
entre sexo, por ejemplo los machos son consistentemente mas sensibles a los
efectos de la exposicion prenatal a nicotina sobre la expresion del receptor a7 y
deficiencias neuroconductuales derivados de dicho tratamiento (Slotkin y cols.,
2004; Slotkin y Seidler, 2015).

Algunas diferencias individuales en los efectos aversivos de la exposicion prenatal
a nicotina, radican en los efectos sobre el sistema noradrenérgico. En un estudio
realizado por Levin y sus colaboradores (1996), evaluaron los efectos de la
exposicién prenatal a nicotina en ratas Sprague-Dawley, realizaron la infusién
mediante minibombas osméticas en una dosis de 2.0 mg/Kg/dia, a partir del dia
G4 hasta G20; evaluaron el rendimiento de los sujetos en un laberinto T con
alternancia espacial condicionada y demoras variables (0, 10, 20 y 40 s) entre los
ensayos durante el dia PN50. Encontraron un menor porcentaje de ensayos
correctos con la demora 0 s en los sujetos expuestos a nicotina al compararlos
con el grupo control y en la demora de 20 s, un incremento drastico en la
variabilidad de la conducta. Adicionalmente evaluaron la conducta en un laberinto
radial de 8 brazo y los efectos de agentes noradrenérgicos sobre el efecto de la
nicotina administrada de manera prenatal. Encontrando que los agonistas
noradrenérgicos, generan deterioro significativo en la conducta de los sujetos

control, pero no en los expuestos prenatalmente a la nicotina (Levin y cols., 1996).
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En mamiferos otro sistema de neurotransmision implicado en el neurodesarrollo y
procesos cognoscitivos relacionados con el sistema colinérgico, es el endocrino
(Main y cols., 2010), especialmente las hormonas esteroides, por ejemplo, la
administracion de nicotina prenatal reduce los niveles de la aromatasa del
citocromo P450 (P450arom) el paso enzimético en la biosintesis del estradiol a
partir de testosterona, en el encéfalo de ratas macho (Duffy y cols., 2010; von
Ziegler y cols., 1991), dicha interaccion se ha propuesto que afecta procesos
cognoscitivos como el aprendizaje y la memoria (Flood y cols., 1992). En este
sentido, resalta un hecho muy interesante respecto a la interaccion de estas
hormonas y la nicotina, ya que modifican la actividad de la enzima CYP2AG6, que
se encarga de metabolizar a la nicotina (Higashi y cols., 2007).

Adicionalmente, la administracion conjunta de estradiol y progesterona, dos
hormonas esteroides neuroactivas, revierten los efectos amnésicos de
antagonistas colinérgicos en un laberinto radial (Tanabe y cols., 2004). La infusién
de progesterona en el hipocampo dorsal de ratén, mejora la ejecuciéon en una
tarea de reconocimiento de objetos (Orr y cols., 2009). Adicionalmente, se ha
reportado que el tratamiento hormonal (estrégenos y progesterona) en mujeres
posmenopausicas, mejora la memoria de trabajo, verbal y episodica (Grigorova y
Sherwin, 2006; Yonker y cols., 2006). Sumado a lo anterior, el estradiol y la
progesterona tienen un efecto neuroprotector en humanos, modelos animales y
celulares, ante el dafio por excitotdxicidad (Vanoye-Carlo y cols., 2008) e isquemia
(Canal-Castro y cols., 2012). Sin embargo, la nicotina inhibe los efectos
neuroprotectores en CA1l del hipocampo de ratas, tras un episodio isquémico
(Raval y cols., 2009).
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4. Progesterona

La progesterona (pregn-4-ene-3, 20-dione) es una hormona esteroide
neuroactiva, sintetizada a partir del colesterol, un componente de la membrana
celular animal, este, en primera instancia es transformado en pregnanolona,
mediante la actividad de la cadena lateral del citocromo P450s.. y posteriormente
la enzima 3B-hidroxiesteroide dehidrogenasa-iso-merasa (33-HSD, por sus siglas
en inglés) toma como sustrato a la pregnanolona y sintetiza progesterona (P), con
la estructura caracteristica de 4 anillos de hidrocarburo en el esqueleto de la
molécula (Fig. 6). A su vez, sirve como precursor para otras hormonas como
testosterona y estrogeno (Baulieu y cols., 2001; German-Castelan y cols., 2014;
Robertson y Saraswati, 2014).
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Fig. 6. Molécula de la progesterona.
La progesterona activa multiples vias de sefializacion: la regulacion de expresion
génica después de unirse a su receptor intracelular clasico (RP), la interaccién con
componentes especificos en la membrana asociados a proteinas G (mPR,
PGRMC1 y PGRMC2) y la modulacion del receptor GABA, y la subsecuente
entrada de cloro a la célula (Baulieu y cols., 2001; Brinton y cols., 2008; Guennoun
y cols., 2015; Melcangi y cols., 1999; von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006).
El receptor clasico de progesterona se define como factor de transcripcion
activado por ligando (Fig. 7, A) y fue descrito en la década de 1970. En ausencia
de la hormona el receptor forma un complejo proteinico con moléculas chaperonas
como las proteinas de choque térmico o de calor (hsp: heat shock protein); hsp90,
hsp70 y hsp40. Este arreglo es una condicion sine qua non, para la activacion del

receptor. Los receptores intracelulares activados funcionan como factores de
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transcripcion, se unan a sitios especificos en el promotor para la transcripcion de
un gen, esto permite que el complejo ligando-receptor induzca o reprima la
transcripcion de un gen uniéndose a secuencias especificas de ADN aumentando
o disminuyendo la produccion de ARNm del gen diana en un tejido particular. El
receptor intracelular o factor de transcripcion activado por progesterona tiene tres
dominios: un dominio de unién al ligando, uno de union al ADN y uno de
transactivacion, cada uno de los cuales desarrolla etapas especificas en la
transduccion de la sefial. La uniéon de la progesterona al primer dominio permite el
desacoplamiento de las moléculas chaperonas y posteriormente la dimerizacion
del receptor, activandolo. El dominio de uniébn al ADN se une a secuencias
especificas de éste, llamados elementos de respuesta a la progesterona (ERPSs),
adyacentes a los genes diana, posteriormente el dominio de transactivacion
interactda con otros factores de trascripcion para regular la trascripcion de los
genes diana. Estos dos ultimos dominios juntos actian como el transmisor en la

via de la transduccién de la sefial (Brinton y cols., 2008; Levine y cols., 2001).

En el estado activo el complejo RP-P se une a elementos de respuesta especificos
para la progesterona en el promotor del gen (o genes) diana y con ello estimula o
inhibe la transcripcién. La union al ADN y la regulaciéon transcripcional, ademas
implican proteinas de coactivacion, que mejoran la actividad transcripcional sin
alterar la actividad basal del promotor o que inhiben al RP, como el coactivador del
receptor a esteroides 1y 2, proteina de union a CREB (cCAMP response element-
binding protein: proteina ligada a la respuesta de AMP ciclico), proteina de
interaccidn con el receptor, especificamente la que tiene un peso molecular de 140
kDa, asi como receptores a estrogenos (SRC-1 y SRC-2, CBP, RIP140, ER, por
sus siglas en inglés respectivamente). Los ERPs clasicos no son indispensables
para que la progesterona regule la expresion de algunos genes; dicha regulacion
puede estar mediada por mecanismos gendémicos alternativos como el factor de
transcripcion SP1 o bien, por mecanismos no gendomicos como la activacion de
cascadas de sefalizacion mediadas por segundos mensajeros (Brinton y cols.,
2008; Boonyaratanakornkit y Edwards, 2004; Levine y cols., 2001; Masuyama y
cols., 2001; Zhu y cols., 2003).
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Fig. 7. Receptor para progesterona. A) Representacion esquematica de la activacion de la
transcripcion por la progesterona. 1) La hormona es llevada a su sitio de accion mediante una
proteina portadora, 2) la progesterona atraviesa la membrana, 3) se une al receptor intracelular, 4)
el cambio conformacional en el receptor expone el dominio de unién al ADN, 5) dicho dominio se
une a una secuencia especifica en el ADN y el dominio de transactivacién se une a la ARN
polimerasa, regulando la transcripcion del gen. B) Representacion esquematica del ARNm que
codifica al RPmn. Muestra las regiones del receptor. Los nimeros sobre los rectangulos indican los
aminodcidos que flanquean las regiones funcionales. Traducido y adaptado de Brinton y cols.,
2008; Gilbert, 2000; Levine y cols., 2001.

En el SNC la accién de la progesterona es mediada principalmente por una o dos
isoformas del RP (Fig. 7, B), la proteina con la N-terminal corta (RP,) y la proteina
larga o completa (RPg), determinadas por dos promotores diferentes en el mismo

gen el PGR en humanos localizado en el cromosoma 11g22-g23 (con 8 exones) y
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en ratas en el cromosoma 8qgll (con 9 exones). Asi mismo, presentan actividad
funcional diferencial, por ejemplo el RPg activa la transcripcion de ciertos genes de
manera mas intensa que el RP,, mientras que RPa puede actuar como receptor
dominante bajo determinadas circunstancias; de esta manera algunos tejidos con
mayor proporcion de RPa con respecto a RPg pueden presentar una menor
respuesta a la progesterona mediada por este tipo de receptores (Brinton y cols.,
2008; Levine y cols., 2001; Vegeto y cols., 1993).

Numerosos estudios son consistentes en la descripcion de la distribucion de los
RPag €n el sistema nervioso central. La razon entre la expresion de las dos
isoformas, puede variar dependiendo del tejido como en el hipocampo y la
amigdala, las condiciones fisiolégicas y el sexo por ejemplo, en el hipotalamo de
ratas macho hay mayor densidad de RP, que RPg, pero en el cerebelo es mayor
la expresion de RPg. Es predecible que el hipotdlamo exprese alta densidad de
receptores para progesterona, considerando el sistema de retroalimentacion
negativa para la regulacion hormonal involucrada en la conducta sexual, de hecho
abundante evidencia indica que asi es, en particular nicleos como el area
predptica, el nucleo ventromedial y el nacleo arcuato; en el hipotalamo, nucleos de
la amigdala y CA1 del hipocampo se ha demostrado que el estrégeno estimula la
expresion de RP, al menos de manera moderada, no obstante esta regulacién no
se observa en otras regiones del SNC como en la corteza (incluyendo corteza
frontal), el giro dentado y CA3 del hipocampo, en el septum, caudado-putamen,
nacleo supraoptico y el cerebelo (Brinton y cols., 2008; Guennoun y cols., 2015;
Guerra-Araiza y cols., 2002, 2003; Kato y cols., 1994; Krebs y cols., 2000; Levine y
cols., 2001; Mann y Babb, 2005).

Los esteroides puede promover efectos no gendémicos, esta respuesta es mediada
por receptores con propiedades diferentes a los receptores intracelulares, como
resultado de la busqueda de este tipo de proteinas se ha encontrado otro receptor
a progesterona que esta localizado en la membrana celular es llamado mRP,
presenta siete segmentos transmembranales y tiene caracteristicas de un receptor

acoplado a proteina G (Fig. 8). Cuando la progesterona interacciona con este
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receptor, se desacopla de una proteina G que modifica la actividad de la adenilato-
ciclasa, afectando los niveles intracelulares de AMPc, asi mismo, media una
rapida respuesta de Ca®* produciendo una cascada de sefializacién no genémica.
Se han descrito cinco subtipos del mRP: a, B, y, 8 y €; de los cuales, las formas q,
B y y activan a una proteina G; disminuyendo los niveles de AMPc, mientras que
las formas & y € activan una proteina Gs aumentando la concentracion intracelular
de AMPc. Se han detectado las cinco isoformas en el SNC de diversas especies
como humanos, ratones y ratas (Fig. 9), pero con distribuciones diferenciadas; el
mRPa se ha descrito en el bulbo olfatorio, corteza cerebral (particularmente el
|I6bulo temporal), hipocampo, septum, estriado, talamo, hipotalamo, hipdfisis,
cerebelo y medula espinal; la forma B es altamente expresada en la corteza
cerebral, hipocampo, ndcleo caudado, sustancia nigra, talamo, hipotalamo,
cerebelo, cuerpo calloso y medula espinal. El mRPy muestra los niveles mas bajos
de expresion y se localiza en la medula espinal, en el plexo coroideo y en la
protuberancia, por otra parte la isoforma & es mayormente expresada en el
mesencéfalo, hipotdlamo, amigdala, cuerpo calloso y medula espinal y finalmente,
la isoforma € se encuentra predominantemente en la hipdfisis e hipotalamo
(Brinton y cols., 2008; Boonyaratanakornkit y Edwards, 2004; Guennoun y cols.,
2015; Meffre y cols., 2013; Pang y cols., 2013; Zhu y cols., 2003).

Adicionalmente, en los 90’s el grupo de investigacién de Meyer, purifico y realizd
una secuenciacion parcial de un componente proteico con alta afinidad en la
membrana celular de porcino, candidato a receptor de membrana para
progesterona. Selmin y sus colaboradores describieron un analogo de esta
proteina en ratas Sprague-Dawley, llamado 25-Dx, posteriormente renombrado
como componente 1 del receptor a progesterona acoplado a la membrana
(PGRMC1: progesterone receptor membrane component 1). Este componente no
funciona como un receptor tradicional, debido a que requiere estar unido a un
elemento de ARNm de serpentina, conocido como Serbpl, adicionalmente el
PGRMC1 no comparte homologia con otros receptores para progesterona; activa
cinasas y fosforila Akt. Asi mismo se describi6 una isoforma del PGRMC1,

conocida como PGRMC2 (progesterone receptor membrane component 2), la cual
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presenta diferencias estructurales en la N-terminal y en su ubicacion

cromosomica, sin embargo su funcion adn no esta clara (Brinton y cols., 2008;

Guennon y cols., 2015; Intlekofer y Petersen, 2011; Krebs y cols., 2000; Meyer y
cols., 1996; Selmin y cols., 1996).

mRP

Fig. 8. Representacion esquematica del receptor a progesterona con 7 segmentos
transmembranales (I-VII); acoplado a una proteina G. Los numeros reresentan los reciduos de
aminoacidos que conforman cada segmento de la proteina receptora. Modificado de von Bohlen
und Halbach y Dermietzel, 2006 y basado en Zhu y cols., 2003.

En humanos se encuentran ambos genes ortélogos: PGRMCL1 localizado en el
cromosoma Xg22-g24 y codifica a una proteina de 195 aa. Y PGRMC2 en el
cromosoma 4926 y codifica a una proteina de 223 aa. En ratas los genes
homologos se encuentran en el cromosoma Xgl2 y 2926 y codifican a una
proteina con 223 y 217 aa, respectivamente. Y ambos componentes se han
encontrado en diversas estructuras del SNC (Fig. 9), como en el bulbo olfatorio
especialmente en la corteza periforme; la formacion hipocampal particularmente
en giro dentado y las capas piramidales de CAl, CA2 y CA3; en la amigdala, el
septum, nucleos interpedunculares, coliculos superiores, sustancia nigra, el area
ventral tegmental, en la sustancia gris periacueductal, talamo y principalmente, en
el hipotalamo, no obstante la poblacién del componente 1 en todos los casos es
mayor que la del componente 2 (Guennoun y cols., 2015; Intlekofer y Petersen,
2011; Krebs y cols., 2000; Liu y cols., 2009; Meffre y cols., 2005).
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progesterona en el cerebro de rata
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Fig. 9. Distribucion de las dos isoformas del receptor a progesterona en la corteza, hipocampo,
amigdala, diencéfalo e hipdfisis de la rata. Muestra la localizaciéon en un diagrama coronal del
hemisferio izquierdo de la rata mediante técnicas de Western Blot, Northern Blot, RT-PCR e
hibridacién in situ. Basado en Brinton y cols., 2008; Guerra-Araiza y cols., 2002, 2003; Kato y cols.,
1994; Krebs y cols., 2000; Meffre y cols., 2013; Pang y cols., 2013; Zhu y cols., 2003.

Como neuroesteroide, la progesterona, puede ser sintetizada de novo en el SNC,
en neuronas o glia e interactia con sistemas de neurotransmision, por ejemplo
potenciando la actividad del receptor GABAa, al interactuar directamente con él,
independientemente de un efecto genémico (Baulieu y cols., 2001; Melcangi y
cols., 1999; Mellon y Griffin, 2002; von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006).
Aungue las funciones mas estudiadas de esta hormona estan relacionadas con la
regulacion de la conducta sexual y embarazo; recientemente se han descrito sus
efectos de regulacion y control sobre células cancerosas e interesantemente,
como neuroprotector (Brinton y cols., 2008; German-Castelan y cols., 2014; Mann
y Babb, 2005; Robertson y Saraswati, 2014). Una de principales observaciones
gue permitieron el descubrimiento de sus efectos como neuroprotector fue que las
hembras de diferentes especies de mamiferos, presentan consistentemente mejor
desempeiio y mayor rendimiento que los machos, después de sufrir un episodio

isquémico o traumatismo (Roof y Hall, 2000).
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4.1. Progesterona como neuroprotector

La progesterona participa en una gran variedad de funciones biolégicas
incluyendo la reproduccion, diferenciacion sexual, el metabolismo, el desarrollo del
cerebro, cognicion, especialmente en el aprendizaje y la memoria, entre otros
(Guerriero, 2009; Hammes y Levin, 2007). Evidencia reciente indica que la
progesterona tiene multiples funciones en el sistema nervioso central en la
regulacion cognoscitiva, emocional, neuroprotector, procesos antiinflamatorios,
antiapoptoticos, antioxidantes y antiexcitotéxicos por agonistas glutamatérgicos,
incrementa la actividad mitocondrial, promoviendo la cadena respiratoria,
neurogénesis, regeneracion, mielinizacion en el sistema nervioso periférico y en la
recuperacion funcional tras una lesidon cerebral traumética, asi como estabilizacion
de la barrera hematoencefélica, reduccion de edema cerebral y contrarresta el
estrés oxidativo (Baulieu y Schumacher, 2000; Brinton y cols., 2008; De Nicola y
cols., 2009; Espinosa-Garcia y cols., 2014; Irwin y cols., 2008; Johann y Beyer,
2013; Robertson y Saraswati, 2014; Roof y Hall, 2000).
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5. Justificacion

La integridad estructural y funcional del sistema colinérgico a lo largo de la
gestacion es fundamental para el 6ptimo proceso de desarrollo y maduracion del
SNC, comunicacion celular e integracion de la informaciébn en el organismo,
especialmente en el aprendizaje y la memoria. Los diferentes componentes del
sistema colinérgico interactian de manera especifica segun las estructuras
involucradas y la etapa del desarrollo; el papel de los diferentes subtipos de
receptores nicotinicos es crucial, debido a la permeabilidad diferencial para los
iones, en especial para el Ca®*, principalmente por la cascada de sefalizacion
intracelular que desencadena, como la activacion de CREB y la subsecuente
regulacion sobre la expresion génica, asi como a su participacion como
mediadores de factores tréoficos desde etapas tempranas. Los receptores
nicotinicos presentan afinidad diferenciada por distintas moléculas, como
acetilcolina y agonistas exégenos como nicotina. La exposicién prenatal a nicotina
en mamiferos es capaz de producir alteraciones neurofisioldgicas, conductuales y
cognoscitivas persistentes hasta etapas adultas, incluyendo al proceso de
aprendizaje asociativo como es la discriminacion de estimulos, derivada de
alteraciones morfolégicas, neuroquimicas y de conectividad en la corteza e
hipocampo, relacionados con la actividad de sefializacion intracelular como es la
entrada de calcio y la activacién de los receptores nicotinicos, especialmente, los
receptores formados por las subunidades a3, a4, a7, 32 y B4. Dichas alteraciones
presentan diferencias entre sexo, lo cual se ha asociado a los efectos de
hormonas esteroides como la progesterona, la cual, ha mostrado tener efectos
como neuroprotector ante dafio celular generado por isquemia e interaccién con
agentes neurotoxicos. Sin embargo, persiste la duda respecto a los efectos por la
exposicion prenatal a nicotina sobre la adquisicion de la discriminacion visual, la
memoria a corto plazo de esta tarea y especialmente, sobre el efecto de la
administracion  postnatal de progesterona, asi como los correlatos

neuroanatdmicos asociados a ambas interacciones.
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6. Objetivos

1. Analizar el efecto de la administracion prenatal de nicotina sobre el aprendizaje
asociativo en etapas adultas de la rata, a través de un paradigma de

discriminacioén visual.

2. Evaluar el efecto de la administracion prenatal de nicotina sobre la memoria a
corto plazo en etapas adultas de la rata, mediante la presentacion de demoras

variables (0, 2, 4, 8, 16 y 32 s) en un paradigma de discriminacion visual.

3. Describir el efecto de la administracion de progesterona en etapa adulta de la
rata, sobre los efectos de la exposicidn prenatal a nicotina en el aprendizaje

asociativo través de un paradigma de discriminacion visual.

4. Estudiar el efecto de la administracion postnatal de progesterona sobre los
efectos de la exposicion prenatal a nicotina en la memoria a corto plazo de la rata,

mediante la presentacién de demoras en un paradigma de discriminacion visual.

5. Analizar los efectos de la administracion prenatal de nicotina y de la
administracion de progesterona en etapas posnatales (adultez) sobre las

dimensiones y peso del encéfalo y su relacién con el aprendizaje asociativo.
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7. Hipotesis

1. La administracion prenatal de nicotina producirda un deterioro en el aprendizaje

asociativo de estimulos visuales en etapas adultas de la rata.

2. La administracion prenatal de nicotina producira un desplazamiento hacia la

izquierda de la curva de olvido en etapas adultas de la rata.

3. La administracion de progesterona durante la adultez revertird los efectos
negativos de la exposicion prenatal a nicotina, sobre el aprendizaje asociativo de

estimulos visuales de la rata adulta.

4. La administracion de progesterona durante la adultez revertira los efectos
negativos de la exposicion prenatal a nicotina, sobre la curva de olvido de la rata

adulta.

5. La administracién prenatal de nicotina, producira cambios en las caracteristicas
anatomicas del encéfalo y en estructuras relacionadas con el aprendizaje

asociativo de ratas adultas.
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8. Método

8.1. Sujetos

Se utilizaron 12 ratas hembra gestantes de la cepa Wistar (provenientes del
bioterio de la Facultad de Psicologia, UNAM) con 2 1/2 meses de edad y 35 de
sus crias macho. Todos los sujetos fueron mantenidos con acceso libre al agua y
al alimento, alojados individualmente (excepto durante la lactancia) con humedad
ambiental al 70 %, temperatura constante (21 + 1 °C) y bajo un ciclo luz-oscuridad
de 12-12 h; las luces se encendian a las 8:00 h y se apagaban a las 20:00 h. A lo
largo del estudio se realizaron todos los esfuerzos para evitar cualquier dafio
innecesario o sufrimiento a los animales y en todas las fases y procedimientos del
estudio se respetaron las normas de uso y cuidado de animales de laboratorio
(Norma oficial mexicana NOM-062-Z0O0-1999).

8.2. Farmacos

Se administré el agonista colinérgico no competitivo nicotina ((-) Nicotina
ditartrato) (Tocris Bioscience, EUA) en una dosis de 2.0 mg/Kg/dia, disuelta en
solucion salina (NaCl) isoténica al 0.9 % como vehiculo, administrada mediante
minibombas osmoticas de 1.0 ml (ALZET®) implantadas el séptimo dia de
gestacion (G7). La progesterona se administré via intraperitoneal (i.p.) en dosis de
1.0 mg/Kg, disuelto en 0.1 ml de aceite de sésamo como vehiculo a partir del dia
posnatal 41 (PN41) y hasta el dia posnatal 60 (PN60).

8.3. Materiales e instrumentos

Se utiliz6é un laberinto de dos opciones de acrilico negro, conformado por un
compartimiento de salida (40x14x25 cm), un compartimento de eleccion
(40x40x35 cm) y dos compartimentos meta (40x20x25 cm), estos ultimos divididos
por una pared de acrilico negro. El compartimiento de salida estaba confinado por
una puerta de guillotina para separarlo del compartimento de eleccién y equipado
con un foco de 4 W a 12.0 cm del suelo, a través del cual se present6 el estimulo
discriminativo. Cada compartimiento meta contaba con un dispensador para el
reforzador (comedero) ubicado a 3.0 cm a la derecha de la pared izquierda 'y a 2.0

cm sobre el suelo, en el cual se entregaba 1.0 g de alimento sélido como
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reforzador (arroz inflado sabor chocolate: Choco-Krispis®). La presentacion del
estimulo, la entrega del reforzador y el registro de las respuestas, se llevaron a

cabo por el experimentador.

8.4. Disefio experimental
El disefio experimental es de grupos independientes, los grupos de sujetos

y condiciones experimentales se resumen en el siguiente cuadro:

Tabla 4. Disefio experimental y definicion variables.

Condicién | VI;:Exposicion | VI: Administracion VDy: VD,: Evaluacion
prenatal a progesterona Evaluacion | neuroanatémica
nicotina PN41-PN60 conductual PN150
Grupo (n) G7-PN7 PN61
Control (11) No No Si Si
Nicotina (8) Si No Si Si
Progesterona (8) No Si Si Si
Nic+Prog (8) Si Si Si Si

Tabla 4. Muestra el disefio experimental. Los grupos, la variable independiente 1 (VI,)
administracion prenatal de nicotina durante dias de gestacion 7 a 21 (G7-G21) y
posnatales 1-7 (PN1-PN7), periodo que corresponde a la etapa de desarrollo fetal de la
rata. La variable independiente 2 (VI,) exposiciobn a progesterona durante los dias
posnatales 41 a 60 (PN41-PN60, adultez). La variable dependiente 1 (VD,) evaluacion
conductual: aprendizaje asociativo con estimulos visuales (discriminacion de luz y no-luz)
a partir del dia posnatal 61 (PN61, adultez) y curva de olvido con demoras de 0, 2, 4, 8, 16
y 32 segundos. Finalmente, la variable dependiente 2 (VD,) evaluaciéon neuroanatomica:
volumen y peso del encéfalo el dia postnatal 150 (PN150).

8.5. Procedimiento

8.5.1. Manipulaciones iniciales

Para la implantacion de la minibomba durante el dia de gestacion 7 (G7) se
anestesié a las madres gestantes con pentobarbital sédico (13.0 mg/Kg, i.p.). Se
hizo una incision de 4 mm en el lomo previamente afeitado, esterilizado y
anestesiado localmente con Xilocaina al 2 %. Posteriormente, se coloco la
minibomba osmotica a 6 mm de profundidad, se cerrd la herida con un punto de
sutura y se regreso la rata a su respectiva caja-hogar en donde se superviso la
recuperacion (Berger y cols., 2010). Las minibombas para los grupos
experimentales, liberaban 2.0 mg/Kg/dia de nicotina, concentracién equivalente a
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un paquete de cigarrillos al dia en humanos fumadores (Levin y cols., 1996), para
las hembras de los grupos control se realizé el mismo procedimiento quirdrgico,

sin embargo se implantaron bombas Unicamente con solucién salina.

Una vez que nacieron las crias se registrd6 el nimero de crias por camada, el
porcentaje de crias que fallecieron durante los primeros 7 dias posnatales y en
todos los sujetos de ambos grupos (sin nicotina prenatal (control, n=19) y
expuesto a nicotina durante la gestacion (nicotina, n=16)), se tomaron las medidas
de desarrollo. En PNO y posteriormente, una vez a la semana (cada 8 dias) se
registraron las dimensiones craneofaciales: longitudinal (desde la punta de la nariz
hasta la base del craneo) y la circunferencia del crdneo a la altura de los
auriculares, ambas en centimetros. Asi mismo, desde PNO hasta PN60 cada 24
horas (17:00 h) se registré el peso corporal en gramos y la talla desde la punta de

la nariz hasta la base de la cola en centimetros.

El peso corporal promedio durante los ultimos tres dias consecutivos (PN58-PN60)
previos al inicio de las manipulaciones conductuales en PN61, se consideré como
la linea base de peso. Posteriormente, se restringio la ingesta a 5.0 g de alimento
por cada 100.0 g de peso, con el fin de disminuir el peso corporal de los sujetos
experimentales al 90 % de la linea base, cuidando que éste no disminuyera por
debajo del 85 % vy realizando los ajustes pertinente de acuerdo a la tasa de
crecimiento de los sujetos. La restriccion en el acceso al alimento tiene el
propdsito de controlar el nivel de motivacion del sujeto para obtener el reforzador.
Desde el dia de nacimiento y a lo largo de todas las manipulaciones, los sujetos

fueron mantenidos en condiciones de acceso libre al agua.

A partir de PN 41, el grupo control fue dividido aleatoriamente en dos grupos: 1)
Control (n=11) y 2) Progesterona (Prog, n=8), al cual se le administré la hormona
durante tres semanas consecutivas (dias PN41 a PN60), previas al entrenamiento
en la tarea de discriminacion. El grupo con exposicion prenatal a nicotina se dividio
aleatoriamente en grupo: 1) Nicotina (Nic, n=8) y 2) Nicotina prenatal mas
progesterona posnatal (Nic+Prog, n=8) en el cual se administré la progesterona

durante los dias PN41 a PN60. Las evaluaciones conductual y anatdmica se
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llevaron a cabo durante la adultez a partir del dia posnatal 61 (PN61) y el dia

PN150, respectivamente.

8.5.2. Entrenamiento en discriminacion visual

Una vez que los sujetos experimentales alcanzaron la edad indicada (PN61)
se realizaron 2 sesiones de habituacion en el laberinto de dos opciones con el
objetivo de que las ratas exploraran y se familiarizaran con el instrumento.

Inmediatamente después inici6 la fase de entrenamiento en discriminacion visual.

El entrenamiento se llevo a cabo diariamente 6 sesiones por semana, las cuales
iniciaron a la misma hora. Cada sesion estuvo compuesta por 20 ensayos, en
cada uno de los cuales, se presentaba al sujeto uno de los dos estimulos visuales
(A: foco encendido (luz) o B: foco apagado (nho-luz)) en una secuencia
semialeatoria con la condicion de que cada estimulo no se presentara mas de 3
veces consecutivas. Las condiciones de asociacion entre el estimulo (A 0 B) y la
respuesta apropiada fueron contrabalanceadas con el fin de evitar un sesgo por

lateralidad.

Cada ensayo iniciaba colocando al sujeto en el corredor de salida, el cual se
encontraba cerrado y se presentaba el estimulo discriminativo (luz o no-luz de
acuerdo con la secuencia) durante un periodo aleatorio entre 2 y 5 segundos,
terminando éste periodo se abria la compuerta de salida, dando acceso al sujeto
al compartimento de eleccion y a los brazos meta; permitiendo que el sujeto
emitiera la respuesta correspondiente. El ensayo concluia una vez que el sujeto
consumia el reforzador o inmediatamente después de ingresar al compartimento
meta inadecuado. Terminado el ensayo, se regresaba al sujeto al compartimiento
de salida en donde permanecia durante un intervalo entre ensayos de 1 a 4
segundos y se repetia el procedimiento hasta completar 10 ensayos para el
estimulo luz y 10 para el estimulo no-luz. Cada sesion concluia una vez que
transcurrian 20 minutos o cuando el sujeto obtuviera 20 reforzadores, lo que
ocurriera primero. El criterio de adquisicién de la tarea para cada sujeto era de =

90 % de ensayos correctos durante 3 sesiones consecutivas.
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8.5.3. Pruebas con demoras variables

Las pruebas con demoras se iniciaron 24 horas después de que cada sujeto
cumpliera los criterios de adquisicion anteriormente descritos, cada sujeto recibio 3
sesiones de prueba con demoras, en las cuales se introdujeron aleatoriamente 6
ensayos con demoras variables (0, 2, 4, 8, 16 y 32 s) entre la presentacion del
estimulo (luz) y el acceso al compartimento de eleccidon, ademéas de omitir la
entrega del reforzador. Los ensayos con demora se intercalaron aleatoriamente
entre 14 ensayos idénticos a los presentados durante las sesiones de
entrenamiento para evitar un proceso de extincion. Asi mismo, entre las sesiones
de prueba con demora se presentaron sesiones de entrenamiento para que los

sujetos mantuvieran el nivel de discriminacion = 90 % de ensayos correctos.

8.5.4. Evaluacion de coordinacion fina

Adicionalmente, en el dia posnatal 120 (PN120) se realiz6 una evaluacion
de coordinacion fina en todos los sujetos de los diferentes grupos, misma que
consistié en pelar una semilla de girasol (Helianthus annuus), se registro el tiempo
desde el momento de acceso a la semilla hasta retirar por completo el pericarpo
(epicarpo) y sacar la semilla (pulpa) y los errores definidos como el nimero de

veces que el sujeto dejaba caer la semilla.

8.5.5. Evaluaciones neuroanatomicas

Concluidas las fases experimentales, en el dia PN150 los sujetos fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sédico (80.0 mg/Kg, i.p.), se les
realiz6 una perfusion transcardial con solucién salina al 0.9 % y formaldehido 4 %,
ambos en una razén de 100 ml por cada 100 g de peso del sujeto. Posteriormente,
los sujetos fueron decapitados, se extrajeron los cerebros y se registré su peso (g)
y volumen (cm®), asi mismo, se fotografiaron individualmente para el registro y

presentacion de los datos.

8.6. Analisis de los datos
Se utilizé una t de Student para grupos independientes, para comparar el
promedio de crias paridas por camada en el grupo control y el grupo expuesto a

nicotina, asi como el porcentaje de crias que murié durante los primeros 7 dias
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posnatales, como una medida de mortalidad y las medidas craneofaciales, los
datos del peso y la talla de las crias registrados en PNO. Las medidas de
desarrollo (peso corporal y talla) de PN1 hasta PN60 se agruparon en bloques de
5 dias y fueron comparadas mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos
vias, considerando los dias posnatales (bloques) como factor A y los grupos como
factor B; al encontrar diferencias estadisticamente significativas se realizd6 un

analisis post-hoc de Bonferroni.

En la adquisicion se considerd la latencia y el porcentaje de ensayos correctos
durante cada sesion, hasta observar una ejecucion > 90 %. Se registré el nUmero
total de sesiones necesarias para alcanzar el criterio de adquisicion en cada
grupo, esto se comparé mediante un ANOVA de una via para grupos
independientes; al encontrar diferencias estadisticamente significativas se aplico
un analisis de comparacion multiple de Tukey para identificar entre cuales grupos

se presentaban dichas diferencias.

En cuanto a los datos obtenidos durante la evaluacion con demoras se realiz6 una
correlacion de Pearson entre las demoras (0, 2, 4, 8, 16, 32 s) y el porcentaje de
ensayos correctos (entradas al brazo asociado a luz encendida) y otra con la
latencia de respuesta (tiempo transcurrido entre la apertura de la puerta y el
ingreso del sujeto a alguno de los brazos meta), para cada uno de los cuatro
grupos. Asi mismo, para la descripcion de las curvas de olvido de cada grupo, se
aplic6 un ajuste de decaimiento exponencial combinado con un ajuste lineal,

utilizando la siguiente ecuacion:
f=yO+a*exp(-b*x)+c*x

Dénde yO0 es el valor de la ordenada al origen; x es el valor y los parametros a, b y

¢ son estimados a partir de los datos en x.

Ademas, se realiz0 una regresion lineal para las curvas de olvido de cada grupo
para obtener los pardmetros de pendiente, valor maximo y minimo de la curva,

mediante la siguiente ecuacion:
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f=y0+a*x

Donde y0 es la ordenada al origen, a es el valor de la pendiente y x es el dato

estimado.

Los pardmetros fueron comparados entre si mediante un ANOVA de una via para
grupos independientes, en caso de encontrar diferencias estadisticamente
significativas se aplicO un analisis de comparacion multiple de Tukey.
Adicionalmente, a partir de ambas ecuaciones se obtuvo el punto de indiferencia
subjetiva para cada grupo. Finalmente, para comparar la latencia entre grupos se
utilizé un ANOVA de dos vias, considerando como factores a las demoras y a los
grupos; en caso de encontrar diferencias estadisticamente significativas se realizé

un andlisis post-hoc de Bonferroni.

Durante la evaluacién de coordinacion fina, se registré el tiempo que los sujetos
tardaban en pelar la semilla de girasol y el numero de errores. Estos datos se
compararon con un analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis y al encontrar

diferencias estadisticamente significativas se aplico un analisis post-hoc de Dunn.

Finalmente, se compararon los datos de peso y volumen del encéfalo, mediante

un ANOVA de una via para grupos independientes.

En todos los casos se consider6 un alfa de 0.05 %, para la significancia de los

resultados estadisticos.
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9. Resultados

9.1. Natalidad en el experimento y mortalidad de las crias por camada

En total las ratas madre dieron a luz a 45 crias macho y 58 crias hembra en
el dia 21 de gestacion, mismo que fue definido como el dia posnatal cero (PNO),
las madres de los grupos sin nicotina prenatal (Control, n=4) tuvieron entre 9 y 12
crias por camada (10.75 = 0.75 crias; media + error estandar) mientras que las
madres de los grupos con nicotina prenatal (Nicotina, n=8) alumbraron entre 2 y
18 crias por camada (7.5 + 2.13 crias), no se observaron diferencias entre el
numero de crias por camada (t10=1.035, p=0.3249), sin embargo al comparar el
porcentaje de crias que murieron durante la primera semana posnhatal, si se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (tu0=2.298, p<0.05); en el
grupo Control se encontré6 un porcentaje de mortalidad de 9.444 + 3.469 %

mientras que en el grupo Nicotina fue 65.67 + 16.81 % (Grafica 1).

Mortalidad de las crias

por camada
100 -
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20 A
T

Porcentaje de crias fallecidas durante
los primeros 7 dias posnatales

0 T
Control Nicotina

Grafica 1. Presenta el porcentaje de mortalidad de las crias durante los primeros 7 dias
posnatales de ambos grupos: control y con exposicion prenatal a nicotina. Media * error estandar
de la media (EEM). * p<0.05.
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9.2. Desarrollo

9.2.1. Dia posnatal cero (PNO)

Como medidas de desarrollo durante el dia de nacimiento (PNO) se
consideraron las dimensiones craneofaciales longitudinal, definida como la
distancia en centimetros (cm) entre la punta de la nariz y la base del craneo, la
circunferencia del craneo a la altura de los auriculares (cm), el peso corporal (g) y
la talla, definida como la distancia en cm entre la punta de la nariz y la base de la
cola para cada sujeto. Estos datos fueron comparados con una T de Student entre
el grupo sin nicotina prenatal (control, n=19) y el grupo expuesto a nicotina durante

la gestacion (nicotina, n=16).

En cuanto a las dimensiones craneofaciales, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (Grafica 2). En la medida
longitudinal se encontré una media y error estdndar de la media (EEM) igual a
2.221 + 0.04365 cm para el grupo Control e igual a 2.2244 + 0.04180 cm para el
grupo Nicotina, mostrando un valor de t(33=0.3713 con probabilidad mayor a 0.05
(p=0.7128) (Gréfica 2, izquierda). Tampoco se encontraron diferencias en la
circunferencia del craneo (tz3=1.286, p=0.2073); con media y EEM igual a 0.8632
+ 0.02321 cm para el grupo Control y a 0.9125 + 0.03146 cm en el grupo con

Nicotina (Gréfica 2, derecha).

Por el contrario, cuando se compararon las medidas corporales (Grafica 3) si se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos; para
el peso corporal (t33=6.537, p<0.0001), con media y EEM de 7.895 + 0.1301 g
para el grupo Control y de 6.750 + 0.1118 g para el grupo Nicotina (Gréfica 3,
izquierda). Mientras que en la talla se observo un valor de t(33=2.889 con p<0.01;
la media y EEM en el grupo Control fue igual a 5.574 + 0.1017 cm y en el grupo
con Nicotina prenatal fue igual a 5.138 + 0.1118 cm (Grafica 3, derecha).
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Gréfica 2. Medidas de desarrollo craneofacial durante PNO. A la izquierda la medida longitudinal y
a la derecha la circunferencia del craneo para ambos grupos. Media + EEM.
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Grafica 3. Medidas de desarrollo corporal durante PNO. A la izquierda el peso corporal de las crias
macho para ambos grupos en gramos y a la derecha la talla corporal en centimetros. Media +

EEM. ** p<0.01; *** p<0.001.
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9.2.2. Crecimiento: Ganancia de peso

El peso corporal de los sujetos del grupo control y del grupo nicotina,
incrementd diariamente. La grafica 4, muestra el peso de los sujetos desde PN1
hasta PN40 en bloques de 5 dias. Al comparar el peso corporal de los sujetos de
cada grupo con un andlisis de varianza de dos vias, considerando como primer
factor el grupo y como segundo factor el dia posnatal; se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (F)=67.88, p<0.0001) y entre los
blogues de 5 dias (F7)=2496, p<0.0001). El analisis post-hoc de Bonferroni, reveld
diferencias significativas (ver grafica 4) entre los grupos durante todo el periodo de
registro (p<0.001, p<0.01 y p<0.05).

Peso promedio en blogues de
5 dias postnatales
180 -

160 *%k%
—O— Control (n=19)

—@— Nicotina (n=16)

140

120

100

60

Peso corporal (g)

40

20 -

0 T T T T T T T T
1-5 6-10 11-15 16-20 21-25 26-30 31-35 36-40

Dias postnatales

Gréafica 4. Peso corporal de las crias (Unicamente machos) en bloques de 5 dias desde PN1 hasta
PN40. En las abscisas se muestran los bloques de 5 dias posnatales y en las ordenadas el peso
en gramos, los circulos blancos representan a los sujetos del grupo control y los circulos rojos
representan a los sujetos del grupo con nicotina prenatal. Media + EEM. * p<0.05; *** p<0.001.
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Posteriormente, se realizdé el mismo analisis para los dias PN41-PN60, entre los
cuatro grupos, identificando diferencias estadisticamente significativas entre ellos
(F(z=26.52, p<0.0001) y entre los bloques de 5 dias (F=368.9, p<0.0001), al
realizar el analisis post-hoc de Bonferroni, revelando diferencias especificas entre

los grupos (Grafica 5).
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Gréfica 5. Peso corporal de los sujetos en bloques de 5 dias desde PN41 hasta PN60. En las
abscisas se muestran los bloques de 5 dias posnatales (PN41-PN60) y en las ordenadas el peso
corporal en gramos. Media + EEM. Los diferentes simbolos indican diferencias entre grupos
observadas en el andlisis de Bonferroni: Control vs Prog (*), Control vs Nicotina (#), Progesterona
vs Nic+Prog (&) y Nicotina vs Nic+Prog (+). Los simbolos simples indican una p<0.05; los dobles
una p<0.01 y los triples una p<0.001.

9.2.3. Crecimiento: Incremento de talla
Semejantemente a lo observado en el peso corporal de los sujetos, la talla
incrementd diariamente durante los primeros 40 dias posnatales (Gréfica 6); la

grafica 6, muestra la talla de los sujetos desde PN1 hasta PN40. Al comparar los
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datos de los sujetos entre los grupos Control (n=19) y Nicotina (n=16) mediante un
andlisis de varianza de dos vias considerando como primer factor los grupos y
como segundo factor el dia posnatal, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (F1)=16.24, p<0.0001 y F7=334.7, p<0.0001), respectivamente, asi
mismo se encontré una interaccion significativa entre los factores (F=2.092,
p<0.05). Posteriormente, se realizdé un analisis post-hoc de Bonferroni, mostrando

deferencias entre los bloques de 5 dias en los diferentes grupos.

Al realizar el mismo andlisis estadistico para los datos de la talla corporal en
bloques de 5 dias durante PN41-PN60, entre los cuatro grupos, se identificaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (F3=52.70, p<0.0001)
y entre los bloques de 5 dias (F3=342.0, p<0.0001), al realizar el analisis de
comparaciones multiples de Bonferroni, se encontraron diferencias especificas

entre los grupos (Grafica 7).
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Gréafica 6. Talla corporal de las crias en blogues de 5 dias desde PN1 hasta PN40. En las abscisas
se muestran los dias posnatales (PN1-PN40) y en las ordenadas la talla en centimetros, los
circulos abiertos representan a los sujetos del grupo Control y los circulos rojos representan a los
sujetos del grupo Nicotina. Media + EEM. *** p<0.001.
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Grafica 7. Talla corporal de los sujetos en bloques de 5 dias desde PN41 hasta PN60. En las
abscisas se muestran los bloques de 5 dias posnatales (PN41-PN60) y en las ordenadas la talla
corporal en centimetros. Media + EEM. Los diferentes simbolos indican diferencias entre grupos
observadas en el andlisis de Bonferroni: Control vs Progesterona (*), Control vs Nicotina (#),
Control vs Nic+Prog (°) y Progesterona vs Nic+Prog (&). Los simbolos simples indican una p<0.05;
los dobles p<0.01 y los triples p<0.001.

9.3. Adquisicion de la discriminacion visual

Durante las sesiones de entrenamiento se observé un incremento gradual
en el porcentaje de ensayos correctos formando una curva de aprendizaje en
todos los grupos. En la grafica 8 se muestra el promedio del porcentaje de
ensayos correctos de los sujetos de los 4 grupos durante la fase de
entrenamiento. Por otra parte, la grafica 9 presenta la latencia, definida como el
tiempo que el sujeto tardaba en entrar a algun brazo meta, desde el momento en
tener acceso al compartimento de eleccion; durante las sesiones de
entrenamiento, se observa que en todos los grupos la latencia disminuyé conforme

incrementa la experiencia en la tarea.
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Grafica 8. Adquisicidn de la discriminacion visual. En las abscisas se muestran las primeras (P) y
Gltimas (U) 10 sesiones de entrenamiento y en las ordenadas el porcentaje de ensayos correctos
durante la sesién de 20 ensayos. Media £ EEM.
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Gréafica 9. Latencia en adquisicion de la discriminacion visual. En las abscisas se muestran las
primeras (P) y tltimas (U) 10 sesiones de entrenamiento y en las ordenadas se presenta la latencia
en segundos. Media + EEM.
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Asi mismo, los sujetos del grupo Control requirieron entre 47 y 60 (53.0 = 1.236)
sesiones de entrenamiento para alcanzar el criterio de adquisicion, a los sujetos
del grupo con Progesterona postnatal les tomé entre 35 y 50 (43.38 + 1.690)
sesiones, mientras que los sujetos del grupo Nicotina, tardaron entre 50 y 63 (56.0
+ 1.535) sesiones y en el grupo Nic+Prog tardaron un rango de entre 44 y 61
(52.88 £ 2.133) sesiones. Estos datos se compararon mediante un ANOVA de una
via, encontrando diferencias estadisticamente significativas, con F331)=10.55,
p<0.0001, posteriormente se realiz6 un analisis post-hoc de Tukey, revelando que
la diferencia se encuentra entre el grupo Control y el de Progesterona, pero no con
respecto a ninguno de los grupos con nicotina prenatal. El grupo Progesterona
mostré diferencias estadisticamente significativas con respecto a los sujetos
expuestos prenatalmente a nicotina con y sin progesterona (Grafica 10).
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Gréfica 10. Presenta el nimero de sesiones necesarias para alcanzar el criterio en la fase de
adquisicién de la discriminacion. Media + EEM. ** p<0.01; *** p<0.001.

9.4. Pruebas con demoras variables

Durante las pruebas con demoras se observa una tipica curva de olvido con
forme incrementa la duracién de la demora, tanto en el grupo control como en el
grupo con progesterona postnatal y los grupos con nicotina prenatal sin o con

progesterona postnatal. La grafica 11 presenta el promedio de tres sesiones de
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prueba para todos los sujetos de los cuatro grupos. Se realizé una correlacion de
Pearson entre las demoras (0, 2, 4, 8, 16 y 32 s) y el porcentaje de ensayos
correctos (entradas al brazo asociado a luz encendida), para todos los grupos se
encontraron correlaciones negativas en todos los grupos, mismas que fueron
significativas en el grupo Control (r=-0.817, p<0.05), Progesterona (r=-0.890,
p<0.05) y Nic+Prog (r=-0.901, p<0.05); sin embargo, no fue significativa en el
grupo Nicotina (r=-0.729, p=0.0997).

Promedio de la ejecucion en
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Gréfica 11. Porcentaje de ensayos correctos en ensayos con demora. En el eje de las abscisas se
presentan las diferentes demoras en segundos y en el eje de las ordenadas el porcentaje de
ensayos en los que el sujeto ingreso al brazo asociado a luz (foco encendido). Media + EEM.

Asi mismo, se aplicoO un ajuste de decaimiento exponencial combinado con un
ajuste lineal, utilizando la ecuacion f=yO+a*exp(-b*x)+c*x (Grafica 11) para la

descripcion de las curvas de olvido de cada grupo, a partir de éste se obtuvieron
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los parametros (Tabla 5) y a su vez se calculé el valor estimado del punto de

indiferencia (Tabla 6).

Tabla 5. Parametros de la curva.

Grupo Pardmetro
a B C y0
Control 501.5103 0.027 7.4826 -402.1797
Progesterona 119.3009 0.0612 1.49 -18.6918
Nicotina 70.642 0.2573 0.0925 31.2736
Nic+Prog 44,3511 0.2573 -1.2929 59.6489

Pardmetros obtenidos del ajuste de decaimiento exponencial combinado con un ajuste
lineal (f=yO+a*exp(-b*x)+c*x).

Tabla 6. Punto de indiferencia

Punto de indiferencia estimado por
Grupo ajuste
Combinado Lineal
Control 12.11 12.93
Progesterona 15.9 14.93
Nicotina 5.25 5.76
Nic+Prog 10.03 7.48

Valores calculados a partir del ajuste de decaimiento exponencial combinado con un
ajuste lineal (f=y0+a*exp(-b*x)+c*x) y a partir del ajuste lineal (f=y0+a*x).

Adicionalmente, se realiz6 una regresion lineal mediante la ecuacion f=y0+a*x,
para las curvas de olvido de cada sujeto por grupo para obtener los parametros de
pendiente, valor maximo, minimo de la curva y un segundo valor estimado del
punto de indiferencia (Tabla 6). Estos pardmetros se compararon con una ANOVA
de una via; la pendiente para el grupo Control fue de -3.447 + 0.6416, en el grupo
Progesterona fue de -3.0729 + 0.5634, para el grupo Nicotina -77976 + 1.6121 y
para Nic+Prog -6.7857 = 1.6774; se identificaron diferencias estadisticamente
significativas en la pendiente (F31)=4.060, p<0.05), por lo que se realizd un
analisis de comparacién mdultiple de Tukey, el cual revelé diferencias entre el
grupo nicotina con respecto al grupo control y al grupo progesterona (Grafica 12).
Sin embargo, no se encontraron diferencias entre grupos para el valor maximo ni
minimo (F,31)=1.518, p=0.2292). Por otra parte, la grafica 13 muestra el promedio
de la latencia en tres sesiones con demora para los sujetos de los cuatro grupos.
Se observa un incremento de la latencia en funcion del incremento de duracion de

la demora, lo que se confirmé al realizar una correlacién de Pearson entre ambas
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variables para los distintos grupos (Control; r= 0.789, p=0.0617; Progesterona:
r=0.861, p<0.05; Nicotina: r=0.962, p<0.01 y Nic+Prog: r=0.841, p<0.05).

Pendiente del valor maximo
al punto de indiferencia

Control Progesterona Nic Nic + Prog
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Grafica 12. Pendiente desde el valor maximo al punto de indiferencia obtenido con el ajuste lineal
(f=yO+a*x). Media + EEM. * p<0.05.
Promedio de la latencia en
3 sesiones de prueba
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Grafica 13. Latencia promedio de los ensayos con demora en tres sesiones de prueba. En el gje
de las abscisas se presentan las demoras en segundos y en el eje de las ordenadas la latencia en
segundos. Media + EEM.
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9.5. Coordinacion fina

Al analizar el tiempo que los sujetos tardaron en pelar la semilla de girasol
con un ANOVA de una via, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (F(31)=9.012, p<0.001), posteriormente se realizé un analisis post-
hoc de Tukey, para identificar las diferencias especificas, las cuales fueron entre el
grupo Nicotina y cada uno de los otros tres grupos (Control, Progesterona y
Nic+Prog); los datos se muestran en la gréfica 14. La media para el grupo Control
fue de 28.26 segundos con un error estandar de la media igual a 5.429 segundos
mientras que para el grupo con Progesterona, Nicotina y Nic+Prog, fueron de
34.68 + 5.820, 74.76 £ 13.74 y 21.94 + 2.368 s, respectivamente (Gréfica 14). Por
otra parte, el numero de errores, definidos como el niumero de veces que los
sujetos dejaban caer la semilla fue comparado con un analisis no paramétrico de
Kruskal-Wallis, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(H(0.05,11,8,8,8=10.26, p<0.05), posteriormente se realiz6 un analisis post-hoc de

Dunn, encontrando diferencias entre los grupos Nicotina y Nic+Prog (Grafica 15).
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Grafica 14. Tiempo para pelar la semilla de girasol. En las abscisas se muestran los grupos control
(n=11), Progesterona (n=8), Nicotina (n=8) y Nicotina prenatal con progesterona posnatal(n=8). En
las ordenadas se presenta el tiempo en segundos. Media + EEM. **p<0.01, ***p<0.001.

62



Coordinacion fina

Errores
4 -
*

3 -
0
o
o
o
S 2
o
)
£
S
Z

1o

0 '

Control Progesterona Nicotina Nic+Prog

Grafica 15. Numero de errores al soltar la semilla de girasol. En las abscisas se muestran los
grupos Control (n=11), Progesterona (n=8), Nicotina (n=8) y Nic+Prog (n=8). En las ordenadas se
presenta el numero de errores. Media £ EEM. *p<0.05.

9.6. Caracteristicas neuroanatémicas

El volumen del encéfalo fue medido en cm?® por desplazamiento de liquido
en una probeta de 20 ml, en el grupo Control se observdé una media y error
estandar de la media igual a 1.973 + 0.03835 cm?, en el grupo Progesterona fue
de 2.013 + 0.05154 cm®, en el grupo Nicotina fue igual a 1.95 + 0.04629 cm®y en
el grupo Nic+Prog 1.975 + 0.05261 cm?®. Al comparar los datos con un ANOVA de
una via para grupos independientes, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (F31)=0.2849, p=0.8359).

El peso del encéfalo en el grupo Control fue de 2.175 + 0.03073 g, en el grupo
Progesterona 2.228 + 0.02455, para Nicotina 2.176 + 0.0435 g y para Nic+Prog
2.185 + 0.03454 g; el ANOVA no mostro diferencias significativas (Fs,31)=0.5089,
p=0.6791).
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Adicionalmente, en la figura 10 se muestra la fotografia del cerebro de un sujeto

representativo de cada grupo.

Control Progesterona

Nicotina NictProg

Fig.10. Encéfalos. Se presta la fotografia de un encéfalo representativo de cada grupo. La barra de
escala representa 1 cm.
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10. Discusion

Este estudio se realiz6 para analizar los efectos de la nicotina prenatal
sobre el proceso de aprendizaje asociativo, memoria a corto plazo y macro
estructuras neuroanatdémicas, asi como el efecto de una administracion cronica de
progesterona durante la adultez, sobre los efectos de la exposicion prenatal a
nicotina en ratas Wistar macho. Los resultados observados en este trabajo en
relacion con el desarrollo de los sujetos, es congruente con los datos reportados
por otros autores como Mao y sus colaboradores en 2008; quienes estudiaron en
ratas albinas el efecto de la administracion de nicotina durante la gestacion hasta
el nacimiento (G21) de manera temprana, media y tardia (a partir de G3, G9 y
G15, respectivamente). El periodo medio coincide con el usado en la presente
investigacion. Estos datos se suman a la abundante evidencia sobre el retraso del
crecimiento pre y postnatal a consecuencia de la exposicion prenatal a nicotina
(Mao y cols., 2008), asi como con los resultados del grupo de trabajo de Abreu-
Villaga en 2004; quienes reportan datos similares. Adicionalmente, en 2010,
Eppolito y sus colaboradores no encontraron diferencias entre el peso corporal de
ratas Long-Evans prefiadas, a las cuales se les implantaron minibombas
osmoéticas durante la gestacion de sus crias, con nicotina en una dosis baja o alta
de 0.96 y 2.0 mg/Kg al dia, respectivamente (Eppolito y cols., 2010). La exposicion
a nicotina durante la lactancia no afecta el peso corporal de ratas Wistar madres,
al menos durante los primeros 21 dias de lactancia, aunque disminuye significativa
y gradualmente la ingesta de alimento durante los ultimos 3 dias de lactancia. En
el dia 21 se disminuye aproximadamente 10 gramos; esto coincide con un pico de
leptina en suero cercano a 2.5 ng/ml, mientras que en el grupo control se encontré
un promedio cercano a 1.6 ng/ml (Oliveira y cols., 2010) ésta molécula se
transfiere a la cria a través de la leche, lo cual, aunque puede estar relacionado
con menor peso de las crias expuestas a nicotina durante PN21, no explica la talla
y peso inferior al nacer. Lo que indica que el bajo peso de las crias expuestas
prenatalmente a nicotina, no depende de desnutricién por parte de la madre, sino
de las alteraciones producidas por la interaccion entre la molécula y los procesos

de desarrollo y maduracién del sistema, no solo del encéfalo, sino de todo el
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organismo; mismo que podria explicar los datos de la alta tasa de mortalidad en
las crias expuestas a nicotina prenatalmente, observados en el presente estudio
(Abreu-Villaga y cols., 2003, 2004; Biederman y cols., 2009; Blood-Siegfried y
Rende, 2010; Nasrat y cols., 1986; Oliveira y cols., 2010; Phelan, 2014; Roy y
cols., 2002; Slotkin, 2004). Interesantemente, no se encontraron diferencias en las
medidas craneofaciales, esto no indica un apropiado desarrollo en esta area, sino
un efecto negativo en la proporcion del cuerpo con respecto a la cabeza, en los
sujetos expuestos a una dosis de 2.0 mg/Kg/dia de nicotina durante la gestacion;
estos resultados pueden deberse a la actividad de los receptores nicotinicos

durante la formacion del tubo neural (Roy y cols., 2002; Slotkin, 2004).

El dafio celular, en la conectividad y funcionalidad del sistema colinérgico,
especialmente en la corteza cerebral e hipocampo como resultado de la
exposicidn prenatal a nicotina, persisten en etapas posteriores (Roy y cols., 2002;
Slotkin, 2004) y puede afectar diferentes procesos, tales como el procesamiento
sensorial, atencién, aprendizaje y memoria (Abreu-Villaca y cols., 2011; Giocomo y
Hasselmo, 2005; Hasselmo y McGaughy, 2004; Schneider y cols., 2011) y
circuitos asociados a dicho sistema de neurotransmision, por ejemplo el sistema
emergente del complejo formado por la banda diagonal de Broca y el nucleo del
septum medial que inervan al sistema limbico, principalmente a la formacion
hipocampal (Meeter y cols., 2004). De hecho, existe abundante evidencia respecto
a los efectos de la exposicion prenatal a nicotina sobre los procesos de
aprendizaje y memoria (Albuquerque y cols., 2009; Genedani y cols., 1983; Johns
y cols., 1982; Levin y cols., 1996; Martin y Becker, 1971; Sorenson y cols., 1991,
Yanaiy cols., 1992).

Cuando la nicotina interfiere en el proceso normal de desarrollo, altera la actividad
de diferentes sistemas de neurotransmision, incluyendo la acetilcolina, implicada
en procesos de proliferacion, maduracion, diferenciacién y sobrevivencia celular,
asi como otros neurotransmisores como glutamato, GABA y serotonina
(Fabian-Fine y cols., 2001; Li y cols., 2002; Levin y cols., 2006; Marchi y cols.,

2015; Sershen y cols., 1997; Vizi y cols., 1995), provocando disminucion de ésta
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amina en diferentes areas del encéfalo, mismo que podria afectar el estado de
animo de los sujetos, promoviendo conductas agresivas; por ejemplo el trabajo de
Xu y sus colaboradores en 2001, quienes administraron nicotina (6 mg/Kg/dia)
durante la gestacion (G4-21) de ratas y midieron su efecto sobre la union de
Blparoxetina con el transportador de serotonina, encontrando una disminucién de
ésta con respecto al grupo control; lo que indica una menor cantidad de terminales
serotoninérgicas en corteza cerebral (Xu y cols., 2001); la disminucion de
serotonina en la corteza frontal esta relacionada con agresividad (Rosell y Siever,
2015). En el presente trabajo se observo, pero no se midi6 mayor agresividad
durante las mediciones diarias de peso y talla en las crias expuestas a nicotina,
asi como mayor reticencia a la habituacion al contacto con el experimentador; en
este sentido son pocos los estudios que miden dichas caracteristicas
conductuales, probablemente por limitaciones metodolégicas, pero deberia

considerarse en las evaluaciones de este fendbmeno.

Como se menciond, los receptores nicotinicos se encuentran tanto en la
membrana presinaptica como postsinaptica, asi como en posiciones no activas
para la comunicacion celular directa (Fabian-Fine y cols., 2001; Frazier y cols.,
1998); e interesantemente, en 1985 se reportd que la afinidad de la nicotina
(®"Nicotina) en el encéfalo fetal de ratas (G17 y G20) es similar a la observada en
el tejido nervioso adulto, tanto en localizacion como en la concentracidon
(Sugiyama y cols., 1985). Esto genera una amplia gama de interacciones
biolégicas que puede potenciar los efectos de la acetilcolina y por consiguiente de
la nicotina en el tejido nervioso, no solo sobre la modulacidén de otros sistemas de
neurotransmision, sino por los efectos sobre el neurodesarrollo que prevalecen
hasta la adolescencia y adultez; en este sentido Slotkin y Seidler en 2015,
reportaron que ratas hembra Sprague-Dawley expuestas prenatalmente a nicotina,
presentaban un incremento significativo de receptores nicotinicos durante la
adolescencia (PN30), especialmente, en la corteza frontal y parietal, en el
hipocampo y en el estriado, pero disminuye drasticamente la densidad durante la
adultez (PN150), particularmente en el hipocampo. Realizaron la misma

evaluacion en machos adultos (PN150), sin embargo no encontraron mas que una
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tendencia consistente a presentar menor densidad en dichas estructuras, excepto
en el hipocampo, en donde se observd lo contrario, un incremento (no
significativo) de receptores nicotinicos (Slotkin y Seidler, 2015). Estas diferencias
en el patron de expresion de receptores nicotinicos en funcion de la edad y
dependiente del sexo, no son las Unicas que se han reportado por ejemplo, los
machos son consistentemente mas sensibles a los efectos de la exposicion
prenatal a nicotina sobre la expresion del receptor a7 vy deficiencias
neuroconductuales derivados de dicho tratamiento (Slotkin y cols., 2004; Slotkin y
Seidler, 2015), lo que deja ver el papel de otros factores que interactian entre si,
generando los efectos postnatales de la exposicion prenatal a nicotina, lo cual
puede estar asociado a los efectos de hormonas esteroides como estrogeno y
progesterona (Slotkin y Seidler, 2015).

Aungque la mayoria de los estudios sobre los efectos de la progesterona estan
enfocados a su papel como regulador de la conducta sexual y embarazo, se ha
descrito que tiene efectos como neuroprotector ante dafo celular generado por
isquemia e interaccién con agentes neurotéxicos (Brinton y cols., 2008; German-
Castelan y cols., 2014; Mann y Babb, 2005; Robertson y Saraswati, 2014). Asi
mismo, puede interactuar con otros sistemas de neurotransmision como GABA,
potenciando la actividad del receptor GABAA (Baulieu y cols., 2001; Melcangi y
cols., 1999; Mellon y Griffin, 2002; von Bohlen und Halbach y Dermietzel, 2006),
mediante una de sus multiples vias de accion, mismas que se sustentan en la
diversidad de proteinas o receptores que presentan sensibilidad a la hormona,
como el receptor intracelular o factor de transcripcion activado por progesterona
(RP) o componentes especificos en la membrana asociados a proteinas G (mPR,
PGRMC1 y PGRMC?2), afectando los niveles intracelulares de AMPc, la activacion
de CREB vy la expresién génica o bien, mediando una rapida respuesta de Ca?*
productora de una cascada de sefializacion no gendmica (Baulieu y cols., 2001,
Brinton y cols., 2008; Guennoun y cols., 2015; Melcangi y cols., 1999; von Bohlen
und Halbach y Dermietzel, 2006). Todo esto, repercute en multiples funciones no
reproductivas como la regulacion cognoscitiva, emocional, procesos de

neuroproteccion, antiinflamatorios, antiapoptoticos, antioxidantes y
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antiexcitotoxicos e incrementa la actividad mitocondrial, promoviendo la cadena
respiratoria; asi como neurogénesis, regeneracion, mielinizacion en el sistema
nervioso periférico y en la recuperacion funcional tras una lesion cerebral
traumatica, asi como estabilizacion de la barrera hematoencefalica y la reduccion
de edema cerebral (Baulieu y Schumacher, 2000; Brinton y cols., 2008; De Nicola
y cols., 2009; Espinosa-Garcia y cols., 2014; Irwin y cols., 2008; Johann y Beyer,
2013; Robertson y Saraswati, 2014; Roof y Hall, 2000).

Se ha observado que el sistema colinérgico interactda con el sistema endocrino en
mamiferos (Main y cols., 2010), no solo por compartir areas de distribucion para
sus receptores, incluyendo la formacion hipocampal, particularmente en el giro
dentado, CAl y CA3; la amigdala, el septum, area ventral tegmental y la corteza
(Albuquerque y cols., 1995, 2009; Brinton y cols., 2008; Guennoun y cols., 2015;
Guerra-Araiza y cols., 2002, 2003; Han y cols., 2000; Kato y cols., 1994; Krebs y
cols., 2000; Levine y cols., 2001; Mann y Babb, 2005; Meffre y cols., 2013; Pang y
cols., 2013; Seguéla y cols., 1993; Wang y cols., 1996; Zhu y cols., 2003); sino por
los efectos de la administracion prenatal de nicotina, misma que reduce los niveles
de la aromatasa del citocromo P450 (P450arom) el paso enzimatico en la
biosintesis del estradiol a partir de testosterona, en el encéfalo de ratas macho
(Duffy y cols., 2010; von Ziegler y cols., 1991), dicha interaccién se ha propuesto
que afecta procesos cognoscitivos como el aprendizaje y la memoria (Flood y
cols., 1992). La administracion conjunta de estradiol y progesterona, dos
hormonas esteroides neuroactivas, revierten los efectos amnésicos de
antagonistas colinérgicos en un laberinto radial (Tanabe y cols., 2004). La infusién
de progesterona en el hipocampo dorsal de ratén, mejora la ejecuciéon en una
tarea de reconocimiento de objetos (Orr y cols., 2009). Adicionalmente, se ha
reportado que el tratamiento hormonal (estrégenos y progesterona) en mujeres
posmenopausicas, mejora la memoria de trabajo, memoria verbal y episddica

(Grigorova y Sherwin, 2006; Yonker y cols., 2006).

Las diferencias encontradas entre el nUmero de sesiones que requirié el grupo de

progesterona con respecto a los otros tres grupos, apoya la evidencia encontrada
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por otros autores respecto a la mejora cognitiva que genera la progesterona en
sujetos sanos. Por otro parte, el hecho de no encontrar diferencias entre los
grupos con nicotina prenatal con o sin progesterona postnatal con respecto al
grupo control, sugiere la participacion de distintas variables no consideradas. A
pesar de que se han reportado deficiencias en la discriminacion visual de roedores
expuestos a nicotina durante la gestacion, los estimulos usados en dichos
estudios, suelen ser patrones visuales o el color de las paredes en los
compartimentos meta, sin embargo al utilizar una luz relativamente intensa, los
sujetos si son capaces de discriminar el estimulo, indicando que la alteracion bien
podria generarse en el sistema sensorial, mas que en el proceso de aprendizaje
asociativo. Aunado a esto, al identificar el mismo patron en las curvas de
aprendizaje, se puede interpretar que los sujetos aprenden de la misma manera,
pero a ritmos distintos. Esto también se observa en la latencia para la respuesta
durante el entrenamiento en la tarea, al respecto es interesante la tendencia del
grupo Nicotina para presentar una menor latencia, sin embargo ésta no fue
estadisticamente significativa, es probable que esto se deba a la variabilidad de
los sujetos que consistentemente fue mayor que en los otros tres grupos. Segun
esta perspectiva, se podria encontrar una diferencia sobre el aprendizaje de la

tarea al realizar la misma evaluacién en ratas hembra.

Es importante considerar que puede disminuir el nimero de receptores en general,
pero mantenerse la poblacion de algin subtipo especifico relacionado con el
aprendizaje como el a7 (Young y cols., 2004), a4p2 (Lipiello y cols., 1996) o a2p4
(Buccafusco, 2004) o bien, la interaccion con otros sistemas de sefalizacion
(Albuquerque y cols., 2009; Frazier y cols., 1998; McQuiston y Madison, 1999) que
le permitan al organismo aprender la tarea de discriminacion visual. Quizas el
efecto como neuroprotector del receptor a7 o la mayor sensibilidad a la regulacién
a la alta (medida en conductancia y desensibilizacion) del receptor a2p34 al
interactuar con la nicotina (Albuquerque y cols., 2009).

En cuanto a los resultados de la fase con demoras, al no observar una correlacién

significativa, entre el porcentaje de respuestas correctas y las demoras en el grupo
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Nic, se presume un deterioro en la memoria a corto plazo en los sujetos de este
grupo. Efecto que no se observé en el grupo Nic+Prog, en donde ademas de ser
significativa, fue mayor que en el grupo control y el grupo s6lo con progesterona,
este dato no indica que los sujetos del grupo Nic+Prog recuerden mas tiempo la
informacion, sino que la perdida de la informacion mantiene una relacion con el
intervalo transcurrido entre la presentacion del estimulo y el momento para emitir
la respuesta y que dicha relacion es mayor que en los grupos Control y
Progesterona. De hecho, la respuesta del grupo Nic+Prog, disminuye por debajo
del nivel de azar, lo que indica que cuando la demora es larga (ej. 32 s), los
sujetos responden en el brazo asociado a luz apagada. Esto podria explicarse por
una sensibilidad diferencial entre los grupos ante distractores, por lo que resulta
fundamental evaluar la conducta de ratas segun este disefio, pero en tareas que
evallen el proceso de atencion. En especial, al considerar las alteraciones
funcionales, generadas en el sistema noradrenérgico por la exposicion prenatal a

nicotina (Levin y cols., 1996).

En el presente estudio no se realizd una evaluaciébn molecular ni celular, sobre los
receptores, pero al observar el patron de densidad descrito por Slotkin y Seidler
(2015) con una baja densidad en la corteza frontal y el hipocampo de ratas macho
adultas (PN60) y tomando en cuenta los resultados en la fase con demoras,
mostrados por el grupo Nic, podemos inferir un deterioro en los sistemas

neurobioldgicos que sustentan la memoria a corto plazo o de trabajo.

Considerando que en el presente trabajo los sujetos expuestos a nicotina
prenatalmente no presentaron diferencias estadisticamente significativas en la
adquisicion de la tarea, pero si presentaron alteraciones en el patron de respuesta
durante la evaluacibn con demoras, podemos especular sobre estrategias
alternativas usadas por los sujetos para el aprendizaje, pero cuya aplicacion al

evocar la informacidon no es suficientemente eficiente.

Los resultados encontrados por Shoaib y sus colaboradores en 2002, acerca de la
incapacidad de ratones knockout para la subunidad B2, para discriminar dosis

bajas de nicotina, pero que al administrar dosis altas no presentaban diferencias
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con respecto al grupo control (Shoaib y cols., 2002); aunada a la evidencia
presentada por diversos autores en cuanto a la afinidad de la nicotina por los
diferentes subtipos de receptores nicotinicos (Tabla 2) (Cohen y cols., 2003;
Decker y cols., 1995; Hauser y cols., 2009; Lendvai y cols., 2013; Stauderman y
cols., 1998; Wang y cols., 1996), la distribucion diferencial de las distintas
subunidades (Albuquerque y cols., 1995, 2009; Brown y cols., 2007; Chen y
Patrick, 1997; Dani y De Biasi, 2001; Flora y cols., 2000; Han y cols., 2000;
Seguéla y cols., 1993; Sinkus y cols., 2015; Toyohara y Hashimoto, 2010); asi
como el papel particular de cada una, sobre los procesos de aprendizaje y
memoria (Buccafusco, 2004; Levin y cols., 1999; Lipiello y cols., 1996; Young y
cols., 2004), la distribucion diferenciada temporal y espacialmente de las mismas
(Shacka y Robinson, 1998; Zoli y cols., 1995) y la identificacion temprana en el
desarrollo de receptores nicotinicos funcionales (Falk y cols., 2002; Gotti y cols.,
1997; Hellstrom-Lindahl y cols., 1998), nos repiten a la necesidad de realizar
estudios que abarquen los diferentes niveles de alteraciones generadas por la
nicotina durante el desarrollo y maduracion, no solo enfocandose en un nivel
molecular, histolégico u organizacional, sino incluyendo evaluaciones
conductuales, motoras, sensoriales y cognoscitivas mas sistematicas para
comprender los efectos a corto y largo plazo de la accion nicotinica sobre el

neurodesarrollo.

Por otra parte, la nicotina no sélo altera el sistema colinérgico o un grupo
determinado de proteinas, sino que afecta otros sistemas de sefializacién y ésta
afectacion puede ser bidireccional, por ejemplo en humanos, las hormonas
esteroides modifican la actividad de la enzima CYP2A6 (Higashi y cols., 2007), lo
gue modifica el metabolismo de la nicotina, especialmente durante el embarazo y
por lo tanto sus efectos sobre el sistema en desarrollo (Albuquerque y cols., 2009;
Benowitz, 1990; Benowitz y cols., 2009; Blood-Siegfried y Rende, 2010; Dahlstrom
y cols., 1990; Feldman y cols., 1997; Yildiz, 2004) entre muchos otros efectos. En
este sentido los resultados del presente trabajo pueden estar relacionados con la
interaccion de la nicotina con el receptor a7 durante la gestacion, asi como la

subsecuente desregulacion sobre las concentraciones de Ca?* intracelular y sobre
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las cascadas de sefializacion mediadas por Ca?** (Albuquerque y cols., 2009;

Rowell y Duggan, 1998).

El efecto de la progesterona para contrarrestar las alteraciones producidas por la
nicotina (administrada de manera prenatal), se observan en la evaluacion de
coordinacion fina, en donde llama la atencién que el incremento en la locomocién
de las ratas prenatalmente expuestas a nicotina, reportada por diversos autores,
no esta regulada o enfocada a metas especificas, al menos no lo necesario para
realizar esta tarea, segun lo sugiere el tiempo y el nUmero de errores para pelar la

semilla de girasol que presentaron los sujetos del grupo Nicotina.

A pesar de que diversos autores reportan cambios estructurales en la
neuroanatomia de sujetos expuestos a nicotina durante el desarrollo prenatal y en
etapas tempranas postnatales, interesantemente, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las mediciones encefélicas de peso y
volumen, lo que puede deberse a que esta medicion resulta poco sensible a las
alteraciones encefélicas generadas por la administracién prenatal de nicotina y/o
postnatal de progesterona, esto es claro al revisar los trabajos de otros autores
quienes sefialan que estas alteraciones se encuentran a nivel molecular,
neuroquimico y microestructural (Abreu-Villaga y cols., 2004; Blood-Siegfried y
Rende, 2010; Falk y cols., 2005; Mao y cols., 2008; Roy y cols., 2002; Slotkin,
2004; Slotkin y cols., 2004; Slotkin y Seidler, 2015; Yanai y cols., 1992).

Adicionalmente, en 1998, Zarrindast y sus colaboradores reportaron que la
administracion postnatal de nicotina genera niveles bajos de catalepsia y las dosis
de 0.5 mg/Kg o superiores, potencian la catalepsia inducida por Sulpirida en
ratones (Zarrindast y cols.,, 1998). En cinco de los sujetos expuestos
prenatalmente a nicotina (tres del grupo sdélo con nicotina y dos del grupo con
nicotina prenatal mas progesterona postnatal), se observé conducta tipo
cataléptica (rigidez muscular, ausencia de respuesta a estimulos, disminucion de
temperatura corporal, seguidas por agresividad e hiperactividad), los sujetos del
grupo Nic, presentaron esta conducta a la edad de tres meses (PN85, PN92 y

PN97, respectivamente) y los dos sujetos del grupo Nic+Prog entre seis y siete
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meses de edad (PN100 y PN103, respectivamente) en estos sujetos la conducta
tipo cataléptica se presenté con menor intensidad y duracién que en los sujetos
del grupo Nic. No se realizaron mediciones precisas ni analisis estadisticos, no
obstante resulta interesante este efecto en algunos sujetos de ambos grupos, lo

cual podria ser objeto de estudio para futuras investigaciones.

Considerando la alta tasa de mortalidad a causa del tabaco, por ejemplo en 2004
el 12 % de las defunciones en adultos mayores de 30 afos estuvieron
directamente relacionadas con el consumo de tabaco, mientras que el 7 % con la
comorbilidad asociada como tuberculosis, 12 % por otras infecciones respiratorias,
por alteraciones cardiovasculares (10 %), asi como el 22 % de todas las muertes
por cancer y 36 % de las defunciones por problemas del sistema respiratorio
(Gowing y cols., 2015) y especialmente, la tasa de mortalidad y morbilidad en
infantes (Abreu-Villaca y cols., 2003, 2004; Biederman y cols., 2009; Blood-
Siegfried y Rende, 2010; Boychuk y Hayward, 2011; Cornelius y Day, 2009; Dwyer
y cols., 2008, 2009; Ernst y cols., 2001; Horst y cols., 2012; Key y cols., 2007,
Levin y cols., 1996; Phelan, 2014; Roy y cols., 2002; Slotkin, 2004; Stephan-
Blanchard y cols., 2008); es indispensable generar estrategias para disminuir el
consumo de esta sustancia en la poblacion en general y puntualmente, en las
madres gestantes; asi como ahondar en los efectos de la exposicion prenatal a
nicotina mediante la investigacion con modelos animales que permita la
manipulacion de diferentes concentraciones de los componentes del tabaco,
particularmente de nicotina; la interaccién de esta condicién con la administracion
de otras moléculas, como hormonas esteroideas y no esteroides, aunado a la
evaluacion de los efectos a corto, mediano y largo plazo, no sélo en enfermedades
sistémicas, sino en los procesos cognoscitivos, desde la discriminacion de

estimulos hasta el aprendizaje y los diferentes tipos de memoria.
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11. Conclusiones

1.- La exposicion prenatal a nicotina afecta el desarrollo intrauterino de las crias,

generando bajo peso y menor talla al nacer.

2.- La exposicion prenatal a nicotina afecta negativamente el aprendizaje

asociativo y la memoria a corto plazo.

3.- La progesterona administrada durante la adultez, mejora el aprendizaje

asociativo en ratas.

4.- La progesterona revierte los efectos negativos producidos por la administracion

prenatal de nicotina sobre la memoria a corto plazo y la coordinacion fina.

5.- La nicotina administrada de manera prenatal no altera significativamente el
peso y volumen del encéfalo.
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