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3. RESUMEN

INTRODUCCION: El sistema serotoninérgico estd involucrado en un gran nimero de
funciones complejas del sistema nervioso central. El nucleo del rafé dorsal (DRN) es el principal
centro productor de serotonina cerebral. La actividad de las neuronas serotoninérgicas en las
distintas subdivisiones del DRN estd regulada por el autorreceptor 5-HT1a. Se desconocen los
cambios asociados con la edad en la transmision serotoninérgica del rafé¢ dorsal humano,
particularmente entre la capacidad de union al autorreceptor 5-HT1a, la activacion de la proteina
Gj acoplada y los cambios en el contenido tisular de 5-HT.

METODOS: Estudio postmortem. Se realizaron cuatro experimentos: 1) histologia, para
determinar la situacion neuroanatomica del DRN; 2) autorradiografia cuantitativa, para evaluar la
union al autorreceptor 5-HT1a por un agonista especifico marcado con tritio ([*H]8-OH-DPAT);
3) autorradiografia funcional, para evaluar la estimulacion de la proteina G; acoplada; y 4)
cuantificacion tisular de 5-HT y su metabolito 5-HIAA.

RESULTADOS: EI DRN se delimitd en cuatro niveles rostro caudales. A partir del nivel
2 se observo mayor union al autorreceptor 5-HTia y mayor estimulacion de la proteina Gj
acoplada. El recambio de 5-HT fue similar a lo largo del DRN. A mayor edad se encontré mayor
activacion de la proteina G;j en el nivel 2, con disminucién en el recambio de 5-HT.

DISCUSION: Existen cambios, a mayor edad, en la unién al receptor 5-HTia y la
activacion de la proteina Gi en niveles caudales del DRN. El metabolismo de 5-HT es menor en
el nivel medio-rostral. Los subnucleos DRc, DRv, DRvl y DRif del nivel 2 muestran gran
conectividad con regiones telencefalicas involucradas en funciones fisiologicas del ser humano.

CONCLUSION: Los cambios asociados con la edad en el sistema serotoninérgico pueden
subyacer y favorecer el desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos en la poblaciéon de adultos
mayores.



EVALUACION DEL SISTEMA SEROTONINERGICO EN EL NUCLEO DEL RAFE
DORSAL Y CAMBIOS ASOCIADOS CON LA EDAD EN EL HUMANO.

4. ANTECEDENTES

4.1. Nucleos del rafé

Los nucleos del rafé son colecciones de neuronas con limites citoestructurales poco
definidos. En el humano, se ubican a lo largo del eje rostrocaudal de la linea media dorsal del
tallo cerebral y estan estrechamente relacionados con la formacion reticular, dando lugar a lo que
algunos autores denominan la division media de la formacion reticular (Hornung, J.-P. 2003,
2012; Olszewski, J. and Baxter, D. 1954; Paterson, D. S.. Belliveau, R. A. ef al. 2004; Paxinos,
G. and Huang, X. F. 2013). Estos ntcleos contienen una poblaciéon neuronal heterogénea, con
distintas caracteristicas morfologicas, neuroquimicas y de proyeccion. Las neuronas
serotoninérgicas son el principal constituyente de los nticleos del rafé (Hornung, J.-P. 2003).

Los primeros estudios que establecieron las divisiones de los ntcleos del rafé se basaron
en las caracteristicas citoestructurales en modelos animales (Meesen, H. and Olszewski, J. 1949;
Taber, E., Brodal, A. et al. 1960) y, posteriormente, en el tallo cerebral humano (Olszewski, J.
and Baxter, D. 1954). Con base en su distribucion y proyecciones principales, los nucleos del rafé
se pueden dividir en dos grupos, cuya division comprende varios nucleos, con proyecciones
paralelas y complementarias entre si. A continuacién se describen ambos grupos en relacion
caudal a rostral, ya que este ultimo contiene los nucleos de interés para el presente trabajo
(Hornung, J.-P. 2003).

4.1.1. Grupo caudal

Esta constituido por tres nucleos y un grupo neuronal en la formacion reticular lateral, los
cuales representan un 15% del total de la poblacion de neuronas serotoninérgicas. Estas neuronas
se encuentran separadas del grupo rostral por un espacio en la mitad del puente con ausencia de
neuronas que contienen serotonina (Hornung, J.-P. 2003). El grupo caudal se extiende desde la
porcidon caudal del puente hasta la médula oblongada. Este grupo tiene conexiones neuronales
con otras areas caudales del tallo cerebral y con la médula espinal. Entre las funciones que
modulan se encuentra el control respiratorio, la funcidon cardiovascular, la termorregulacion y
analgesia (Kinney, H. C., Belliveau, R. A. et al. 2007). Los nticleos que conforman el grupo
caudal son: a) el nucleo del rafé magno (RMg), localizado adyacente a la linea media, por encima
del leminisco medial, a nivel del nucleo del facial; b) el nucleo del rafé¢ oscuro (ROb) que se
ubica cerca de la linea media, en toda la extension dorsal de la médula oblongada; y c) el nticleo
del rafé¢ palido (RPa), que representa el agregado neuronal mas pequefio (cerca de 1000
neuronas), y se ubica cercano a la linea media, entre la decusacion de las piramides y el leminisco
medial (Hornung, J.-P. 2003).

4.1.2. Grupo rostral

Este grupo, que representa el 85% de todas las neuronas serotoninérgicas encefalicas, se
ubica en el mesencéfalo y la porcidn rostral del puente, cuyas proyecciones al telencéfalo estan
implicadas en la regulacion de la atencion, cognicion, &nimo y funcion motora (Hornung, J.-P.
2003). Esta constituido por tres nucleos. El ntcleo caudal linear (CLi) se encuentra en la porcion
mas rostral del mesencéfalo, en el area del tegmento ventral, dorsal y caudal al nucleo
interpeduncular (Halliday, G. M. and Tork, I. 1986).
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El nucleo del rafé medial (MnR) se extiende desde el limite caudal de la decusacion de los
pedunculos cerebelosos superiores hasta el nucleo motor del trigémino. Estd dividido, a su vez,
en una regiéon medial (MnR propiamente) complementado en su mitad caudal por una regioén
paramedial, y de dos extensiones laterales en la formacion reticular: el nucleo pontis oralis (PnO),
dorsalmente, y el nucleo supraleminisco (Sul), ventralmente (Baker, K. G., Halliday, G. M.,
Halasz, P. et al. 1991).

Finalmente, el nucleo del rafé¢ dorsal (DRN) se localiza desde la porcién ventral del
mesencéfalo, a nivel del nucleo oculomotor, hasta la porcion rostral media del puente (Hornung,
J.-P. 2012). Cerca del 80% de la sintesis de serotonina de los ntcleos del rafé se produce en el
DRN, mientras que el 10 a 20% restante se produce en la porcion de la médula oblongada
(Hornung, J.-P. 2012). EI presente proyecto se enfoca en este niicleo, por lo que se realizard a
continuacion una descripcion detallada de su neuroanatomia, conectividad y funciones descritas.

4.2. Nucleo del rafé dorsal (DRN)

El DRN contiene la mayor poblacion de neuronas serotoninérgicas en el tallo cerebral
humano, de aproximadamente 165,000 neuronas (Baker, K. G., Halliday, G. M., Halasz, P. et al.
1991). Analisis de cortes histologicos con tincion de Nissl e inmunohistoquimica para PHS
(anticuerpo contra la tirosina hidroxilasa), han permitido localizar neuronas serotoninérgicas, en
distintas proporciones, en todas las subdivisiones anatomicas del DRN (Baumann, B., Bielau, H.
et al. 2002; Matthews, P. R. and Harrison, P. J. 2012; Underwood, M. D., Khaibulina, A. A. et al.
1999).

La mayoria de las neuronas serotoninérgicas del DRN se localizan en la mitad rostral,
distribuidos en las subdivisiones dorsal (DRd), ventral (DRv), interfascicular (DRif) y ventro-
lateral (DRvl) (Baker, K. G., Halliday, G. M. et al. 1990). Una delgada linea doble de células
conforma la subdivision caudal del DRN (DRc), el cual se extiende caudalmente hasta el nicleo
abducens. De forma lateral, las neuronas del DRvl son contiguas con aquellas del MnR en la
formacion reticular lateral (Hornung, J.-P. 2012).

4.2.1. Proyecciones del DRN

4.2.1.1. Proyecciones aferentes

Las proyecciones aferentes al DRN (y también al MnR), se originan de estructuras
telencefalicas del sistema limbico. Existen proyecciones glutamatérgicas aferentes originadas en
la habénula lateral, el nticleo interpeduncular, varios ntcleos hipotaldmicos, el area del tegmento
ventral, el nucleo del tegmento laterodorsal y la corteza del cingulo (Behzadi, G., Kalen, P. ef al.
1990; Peyron, C., Petit, J. M. ef al. 1998). Ademas, existe una inervacion GABAérgica abundante
al DRN (Wang, Q. P.. Ochiai, H. et al. 1992). Ambos nucleos (DRN y MnR) reciben
proyecciones de neuronas no colinérgicas del septum medial y de la banda diagonal de Broca
(Kalen, P. and Wiklund, L. 1989), la amigdala y el palido ventral (Behzadi, G., Kalen, P. et al.
1990; Peyron, C., Petit, J. M. et al. 1998).

El DRN tiene en si mismo (auto)inervacion serotoninérgica: se ha demostrado la
presencia de axones que provienen de neuronas serotoninérgicas del propio DRN o de otras
partes del complejo del rafé y existe evidencia de un mecanismo dendrodendritico de liberacion
de 5-HT. Esta autoinervacion serotoninérgica es fundamental para modular la sintesis y
liberacion de la misma 5-HT. (Andrade, R., Huereca, D. et al. 2015; Chazal, G. and Ralston, H.
J., 3rd 1987; Stamford, J. A., Davidson, C. et al. 2000).

4.2.1.2. Proyecciones eferentes



La division rostral del DRN tiene conexiones con distintas areas de la corteza cerebral, el
neoestriado, la amigdala, el septum lateral y la sustancia negra (Corvaja, N., Doucet, G. et al.
1993; Steinbusch, H. W.. van der Kooy, D. ef al. 1980; van der Kooy, D. and Hattori, T. 1980;
Waselus, M., Galvez, J. P. et al. 2006; Waterhouse, B. D., Mihailoff, G. A. et al. 1986), mientras
que la division caudal se proyecta al hipocampo, la corteza entorrinal y el locus coeruleus
(Datiche, F.. Luppi, P. H. et al. 1995; Imai, H., Steindler, D. A. et al. 1986; Kohler, C. and
Steinbusch, H. 1982). E1 DRN también mantiene conexiones con el talamo (Datiche, F., Luppi, P.
H. et al. 1995; Imai, H., Steindler, D. A. et al. 1986; Kirifides, M. L.. Simpson, K. L. ef al. 2001;
Kohler, C. and Steinbusch, H. 1982), el epéndimo y el 6érgano sub-comisural (Mikkelsen, J. D.,
Hay-Schmidt, A. et al. 1997), varios nucleos del tallo cerebral (Halberstadt, A. L. and Balaban,
C. D. 2007; Kirifides, M. L., Simpson, K. L. et al. 2001; Li, Y. Q., Takada, M. ef al. 1993;
Steininger, T. L., Wainer, B. H. et al. 1997; Thompson, A. M.. Moore, K. R. et al. 1995;
Underwood, M. D., Arango, V. et al. 1999), y la médula espinal (Kazakov, V. N., Kravtsov, P. et
al. 1993; Li, Y. Q., Takada, M. et al. 1993).

Gracias al gran sistema de conexiones neuronales, se ha demostrado que el DRN esta
involucrado en una gran cantidad de procesos fisiologicos y patologicos, en los que la serotonina
(5-HT) mantiene un rol preponderante (Hornung, J.-P. 2012). Es importante recapitular el rol
fisiologico de este neurotransmisor, para, posteriormente, enfocar la atencion a su modulacion en
el DRN.

4.3. Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) es un neurotransmisor del grupo de las
indoleaminas, implicado en la regulacion de multiples procesos fisioldgicos cerebrales y de
comportamiento (Brunton, L. L. 2018; Commons, K. G. 2016), incluyendo la ansiedad,
depresion, agresion, suefio, memoria y mecanismos de recompensa (Lucki, I. 1998). La sintesis y
almacenamiento neuronal de la 5-HT se localiza, principalmente, en las neuronas del rafé en el
tallo cerebral. La 5-HT ocupa un lugar destacado en la neurofarmacologia debido a su ubicuidad
cerebral, los procesos neurofisioldgicos en los que participa y al gran nimero de farmacos que
actian sobre las vias serotoninérgicas, desarrollados principalmente para el tratamiento de los
trastornos del estado de animo, entre otras (Purves, D. 2012).

La 5-HT se sintetiza a partir del triptéfano, aminoacido esencial que es absorbido por las
neuronas mediante un transportador de membrana, en una reaccion de dos pasos. Primero, el
triptofano es hidroxilado en una reaccion catalizada por la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH),
isoforma 2 (TPH2), que representa la enzima que limita la velocidad de la via sintética y es la
isoforma especifica localizada en el sistema nervioso. El resultado es 5-hidroxitriptéfano, el cual
posteriormente se convierte, mediante la L-aminodcido descarboxilasa aromatica (AADC), en 5-
HT (Brunton, L. L. 2018; Purves, D. 2012).

La 5-HT se acumula en granulos secretores presinapticos mediante un
monoaminotransportador vesicular (VMAT2). Los camulos de 5-HT son liberados de la neurona
serotoninérgica por exocitosis, en respuesta a un potencial de accion. Los efectos de la 5-HT
liberada en el espacio sinaptico son interrumpidos por la captacion neuronal mediante el
transportador especifico de 5-HT (SERT, serotonin transporter) (Purves, D. 2012). Posterior a la
recaptura en el espacio sinaptico, la 5S-HT sigue dos vias: 1) vuelve a ser almacenada en vesiculas
citoplasmicas por la VMAT2, o 2) es degradada mediante desaminacion oxidativa por la
monoaminooxidasa A (MAO-A), enzima localizada en la membrana mitocondrial externa. El
aldehido intermedio, 5-hidroxi-3-indolacetaldehido (5-HIAL), es metabolizado a 5-hidroxi-3-
acido indolacético (5-HIAA) mediante la enzima aldehido deshidrogenasa tipo 2 (ALDH2). Una
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via alterna es la conversion a 5-hidroxitriptofol (5-HTOL) mediante aldehido reductasa (ALDR)
o alcohol deshidrogenasa (ADH) (Brunton, L. L. 2018; Maximino, C. 2012).

La cantidad de 5-HT que es transportada o metabolizada se denomina recambio de 5-HT.
La cantidad total de 5-HT, denominada reserva metabolica (metabolic pool), en una neurona
serotoninérgica, no necesariamente disminuye al aumentar la descarga neuronal, ya que la
sintesis del neurotransmisor puede aumentar al mismo tiempo, logrando un equilibrio entre el
indice de liberacion y catabolismo. Por otro lado, la reserva metabdlica de 5-HT también puede
ser liberada y recapturada a ritmo constante. En ambos casos, la concentracion total de 5-HT no
mostrard cambios, sin embargo, el nivel de recambio de 5-HT ha sido marcadamente alterada. En
otras palabras, el recambio de 5-HT refleja fielmente la actividad funcional de las neuronas en las
que la 5-HT actaa (Korf, J. 1981). La tasa de recambio es un mejor indicador de la actividad
neuronal y de la concentracidn neurotransmisor-receptor, que los niveles tisulares del
neurotransmisor (Neff, N. H. and Tozer, T. N. 1968).

En resumen, en el sistema nervioso central, la 5-HT mantiene un papel fundamental como
neurotransmisor. La sintesis de hasta el 80% de 5-HT se localiza en el DRN y su liberacion se da
tanto en terminales sindpticas de los sitios de proyeccion eferente como a través de varicosidades
no sindpticas distribuidas a lo largo del axén serotoninérgico (Haggarty, S. J. and Perlis, R. H.
2017). La 5-HT liberada en el espacio sinaptico interactia con receptores especificos localizados
en la neurona postsinaptica. Las consecuencias fisioldgicas de la liberacion de 5-HT varian segiin
el area del cerebro, el elemento neuronal involucrado y los subtipos de receptores de S5-HT
expresados (Bockaert, J., Claeysen, S. et al. 2006). La 5-HT ejerce acciones directas de
excitacion e inhibicion incluso en un mismo grupo neuronal, pero con patrones temporales
distintos y de acuerdo con el tipo de receptor al que se acopla (Brunton, L. L. 2018; Filip, M. and
Bader, M. 2009). La 5-HT tiene diversas funciones, incluyendo hormona tisular, mitégeno,
neurotransmisor y neuromodulador (Fidalgo, S., Ivanov, D. K. ef al. 2013). Ademas presenta un
rol preponderante en el desarrollo cerebral: el sistema serotoninérgico es el primer sistema
neurotransmisor en desarrollarse en primates (Levitt, P. and Rakic, P. 1982) y modula aspectos
del desarrollo y diferenciacion neural temprano, incluyendo el crecimiento dendritico y la
sinaptogénesis (Mazer, C., Muneyyirci, J. et al. 1997; Wirth, A., Holst, K. et al. 2017).

4.4. Receptores de 5-HT

La gran cantidad de efectos fisiologicos desencadenados por la 5-HT se produce mediante
su accion en 14 subtipos de receptores distintos conocidos a la fecha, clasificados en siete
familias (5-HT; a 5-HT7), 13 de los cuales son miembros de la superfamilia de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR, G protein coupled receptors) y uno es inotrépico (5-HT3),
ligado a conductos i6nicos que modulan iones de Na* y K* (Berger, M., Gray. J. A. et al. 2009;
Hoyer, D., Clarke, D. E. et al. 1994).

Los GPCR comprenden la mayoria de los receptores para hormonas peptidicas,
neurotransmisores, prostanoides, odorantes e, incluso, la luz (Nichols, D. E. and Nichols, C. D.
2008). Estos receptores son una familia de proteinas heterotriméricas reguladoras y ligadas al
nucledtido de guanina, que ejercen su funcion mediante la activacion de segundos mensajeros.
Los GPCR ejercen un papel esencial en los procesos de sefializacion intercelular y en
mecanismos regulatorios (Gainetdinov, R. R., Premont, R. T. et al. 2004; Nichols, D. E. and
Nichols, C. D. 2008; Rodriguez-Puertas, R., Gonzalez-Maeso, J. et al. 2000).

En la tabla 1 se describen los diferentes receptores de 5-HT, su localizacion y las cascadas
transduccionales a las que estan acoplados para inducir sus efectos intracelulares. Los receptores
de 5-HT acoplados a la proteina G son los tipos 5-HT; y 5-HTs. La subfamilia 5-HT; esta
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compuesta por los subtipos 5-HT1a, 5-HTis, 5-HT1p, 5-HT1k, y 5-HTir, todos ellos acoplados a
la proteina Goi (Sosunov, A. A., Wu, X. et al). Su activacion conlleva la inhibicion de la
adenilatociclasa (AC) y posterior disminucion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
intracelular (Bockaert, J., Homburger, V. et al. 1987). Para una revision mas extensa, consultar
(Nichols, D. E. and Nichols, C. D. 2008).

En el cerebro intacto, las funciones de muchos receptores a 5-HT se asocian con
respuestas fisiologicas especificas, que varian de la modulacién de la actividad neuronal a la
liberacion de neurotransmisores y cambios en el comportamiento (Barnes, N. M. and Sharp, T.
1999). Las alteraciones en la funcién de estos receptores se asocian con numerosos trastornos
neuropsiquiatricos, como trastorno depresivo, trastornos de ansiedad, esquizofrenia, trastornos de
alimentacion, entre otros. Los fAirmacos que actian sobre receptores de 5-HT son efectivos en el
tratamiento de estas condiciones (Purves, D. 2012).

Es de relevancia que algunos receptores de 5-HT se expresan como autorreceptores. Estos
son receptores cuya funcion depende de la union a un ligando especifico liberado por la misma
neurona (McDevitt, R. A. and Neumaier, J. F. 2011). La activacion del autorreceptor modula la
actividad neuronal al inducir mecanismos de retroalimentacion, generalmente negativa, para
modificar la sintesis o liberacion de un neurotransmisor (Kuczynski, B. and Kolakowsky-Hayner,
S. A. 2011a; Raiteri, M. 2001). Los receptores a 5-HT también pueden expresarse en neuronas
no-serotoninérgicas postsindpticas, como heterorreceptores. Estos se definen como receptores
localizados en una terminal nerviosa que al activarse estimulan o inhiben la actividad neuronal o
de otros neurotransmisores postsinapticos diferentes a la 5-HT (Kuczynski, B. and Kolakowsky-
Hayner, S. A. 2011b; Meyer, J. S. 1997; Raiteri, M. 2001).

A continuacion, se detalla un receptor particular, 5-HTia, el cual es el principal
autorreceptor encontrado en los nucleos de neuronas serotoninérgicas del DRN.

Tabla 1. Subtipos de receptores de serotonina

Receptor Proteina G Mecanismo Localizacion
acoplada transduccional
5-HTia Goi/Gao Inhibe AC Autorreceptor somatodendritico en nucleos del rafé
Modula GIRK Heterorreceptor en regiones limbicas y neocorticales
5-HTs Gai/Go,o Inhibe AC Ganglios basales
5-HTp Gai/Goo Inhibe AC Ganglios basales
5-htig Goi/Go, Inhibe AC Corteza, caudado, putamen
5-HTir Goi/Go, Inhibe AC Hipocampo, corteza, nticleo del rafé dorsal
5-HTza Gog Activa PLC Corteza, ganglios basales
5-HT2g Gog Activa PLC Extracerebral, cerebelo
5-HT2c Gog Activa PLC Plexos coroides, corteza
5-HT; Inotrépico Excitacion postsinaptica Corteza, hipocampo
5-HT4 Acoplado a AC Activa AC Coliculos, hipocampo
5-HTsa Gai/Goo Inhibe AC No neuronal
5-htsg ? Desconocido ?
5-HTs Gay/Ga, Activa ACS Estriado, N. Accumbens, hipocampo
5-HT; Gas Activa ACS Hipotalamo, talamo, hipocampo, corteza

AC: Adenilato ciclasa; PLC: Fosfolipasa C; GIRK: Canal de K" rectificador interno ligado a proteina G
Modificado de: Gray JA & Roth BL. in: Handbook of Contemporary Neuropharmacology. 2007; Barnes NM & Sharp T. Neuropharmacology (1999); 38:1083-1152.

4.4.1. Receptor 5-HTa

El receptor 5-HT1a es uno de los receptores de 5-HT mejor caracterizados (Barnes, N. M.
and Sharp, T. 1999). La identificacion del agonista selectivo 8-hidroxi-(2-N,N-dipropilamino)-
tetralina (8-OH-DPAT) y la sintesis de [*H]-8-OH-DPAT, permitieron identificar el perfil
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farmacologico del sitio de unién al receptor 5-HTia (Gozlan, H., EI Mestikawy, S. ef al. 1983;
Hjorth, S., Carlsson, A. et al. 1982). Estudios farmacoldgicos y clinicos han demostrado que el
receptor 5-HT 4 muestra la mayor afinidad por la 5-HT dentro de la familia de receptores a 5-HT
(Banerjee, P., Mehta, M. et al. 2007; Nichols, D. E. and Nichols, C. D. 2008).

El gen que codifica el receptor 5-HT1a humano se localiza en el cromosoma 5 (5q11.2-
ql3) y no contiene intrones (Barnes, N. M. and Sharp, T. 1999). El receptor consiste en una
cadena polipeptidica tnica de 422 aminodcidos que se integra en la membrana plasmatica
mediante siete dominios transmembranales hidrofobicos de hélices a, con una terminal amino (N)
en la porcion extracelular y una terminal carboxilo (C) intracelular (Lanfumey, L. and Hamon,
M. 2004).

Estudios de inmunohistoquimica y autorradiografia han demostrado que la mayoria de las
neuronas serotoninérgicas en el DRN expresan el receptor 5-HT1a, tanto en ratas (Day, H. E.,
Greenwood, B. N. et al. 2004; Sotelo, C., Cholley, B. et al. 1990), como en humanos (Hall, H.
Lundkvist, C. et al. 1997; Ito, H., Halldin, C. et al. 1999; Marazziti, D., Marracci, S. et al. 1994;
Matthews, P. R. and Harrison, P. J. 2012). En el DRN, el autorreceptor 5-HTa se distribuye en la
membrana plasmatica del soma y las dendritas neuronales (Celada, P., Adell, A. et al. 2006). Por
lo tanto, la actividad de las neuronas del DRN esta regulada por los autorreceptores 5-HT 14 y la
recaptura de 5-HT del espacio sinaptico (McDevitt, R. A. and Neumaier, J. F. 2011; Stamford, J.
A., Davidson, C. et al. 2000). La activacion del autorreceptor 5-HT1a induce la supresion del
potencial de accion neuronal, esto disminuye la sintesis de 5-HT en el DRN y, en consecuencia,
su liberacion en el espacio sinaptico eferente (Polter, A. M. and Li, X. 2010; Sprouse, J. S. and
Aghajanian, G. K. 1987). Cabe mencionar que la inhibicion neuronal mediada por el
autorreceptor 5-HT1a muestra diferencias regionales dentro del DRN, siendo mayor en las
subregiones laterales y ventrocaudales del DRN (Commons, K. G. 2008).

El receptor 5-HTia esta acoplado a proteinas G inhibitorias (Gio)(De Vivo, M. and
Maayani, S. 1986). La unién de un agonista al receptor produce el intercambio de difosfato de
guanina (GDP) por trifosfato de guanina (GTP) en la subunidad o de Gino, lo que facilita la
inhibicidn de la acetilcolina (AC) y, finalmente, disminucion en la produccion de monofosfato de
adenosina ciclico (cAMP) y actividad de adeninafosfocinasa (PKA)(Polter, A. M. and Li, X.
2010). Por otro lado, el complejo formado por las subunidades By de la proteina G, una vez
desacoplado de la subunidad a, activa el canal de K rectificador interno ligado a proteina G
(GIRK, G protein-coupled inward rectifying potassium channel). Su activacion induce la
hiperpolarizaciéon neuronal, disminuyendo la excitabilidad y descarga neuronal (Andrade, R.
Malenka, R. C. et al. 1986; Kovoor, A. and Lester, H. A. 2002). En las neuronas del rafé dorsal,
la activacion del receptor 5-HTia también inhibe directamente las corrientes de voltaje
dependientes de calcio (Hensler, J. G. 2003). Ademas, la estimulacion del receptor 5-HTa puede
activar otras cascadas transduccionales, con efectos sustanciales, como la via de proteinas cinasas
activadas por mitdégenos (MAPK) y la via del fosfatidilinositol-3-cinasa/proteina cinasa B
(PI3K/Akt)(Barnes, N. M., Ahern, G. P. et al. 2021; Polter, A. M. and Li, X. 2010).

La activacion de los autorreceptores 5-HTia, con localizacion somatodendritica en las
neuronas del rafé dorsal, disminuye la sintesis de serotonina y su liberacion en regiones
terminales como el hipocampo y la neocorteza. Por lo tanto, la activacion de este autorreceptor
disminuye la neurotransmision mediada por 5-HT (Barnes, N. M., Ahern, G. P. ef al. 2021). Por
otro lado, en roedores, la activacion del autorreceptor 5-HTia induce actividad ansiolitica en
pruebas de comportamiento (Akimova, E., Lanzenberger, R. ef al. 2009; De Vry, J., Schreiber, R.
et _al. 2004). La activacion sostenida del receptor 5-HTia induce su desensibilizacion e
internalizacién en la membrana, lo que modula el tono serotoninérgico cerebral a largo plazo.
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Esto se traduce en disminucién de sintomas depresivos y ansiosos en humanos (Yohn, C. N.
Gergues, M. M. et al. 2017).

Como heterorreceptor, el receptor 5-HT1a se expresa en distintas regiones cerebrales,
especialmente del sistema limbico y la neocorteza (Pazos, A., Probst, A. et al. 1987a). Ademas, la
gran densidad de expresion en areas densamente inervadas por proyecciones serotoninérgicas y la
gran afinidad por la 5-HT, convierten al heterorreceptor 5-HTia en el principal receptor
inhibitorio cerebral (Carhart-Harris, R. L. and Nutt, D. J. 2017). Estos mecanismos repercuten en
distintas funciones fisioldgicas y de comportamiento en el ser humano. El receptor 5-HTa esta
implicado en el desarrollo temprano de regiones cerebrales que regulan el estado de dnimo y
ansiedad (Altieri, S. C., Garcia-Garcia, A. L. et al. 2013). En el humano adulto, el receptor esta
implicado tanto en comportamientos ansioso-depresivos y procesos cognitivos (Millan, M. J.
Agid, Y. et al. 2012; Ogren, S. O., Eriksson, T. M. et al. 2008) como en la regulacion del sistema
cardiovascular (Saxena, P. R. and Villalon, C. M. 1990), respuestas neuroendocrinas (Fletcher
A., Forster, E. A. et al. 1996), temperatura corporal (Overstreet, D. H. 2002), regulacién del
suefio (Bjorvatn, B. and Ursin, R. 1998), neurogénesis (Radley, J. J. and Jacobs, B. L. 2002) y
estado de 4&nimo (Sibille, E. and Hen, R. 2001).

4.5. Cambios en el sistema serotoninérgico del tallo cerebral: 5-HT y receptor 5-HT1a

4.5.1. Influencia de la edad en la 5-HT y el receptor 5-HT 1 en el tallo cerebral

En corteza cerebral humana, se han reportado concentraciones estables de 5-HT y su
metabolito (5-HIAA) durante el envejecimiento fisiologico (Mattson, M. P., Maudsley, S. et al.
2004; Morgan, D. G., May, P. C. et al. 1987; Wester, P., Hardy, J. A. et al. 1984). Sin embargo, a
mayor edad existe menor unién del agonista [°’H]8-OH-DPAT con el heterorreceptor 5-HTia
(Arango, V., Underwood, M. D. et al. 1995). Estudios en humanos han demostrado que la
expresion proteica, genética y los sitios de union a los receptores 5-HT1a, 5-HTigp y 5-HT2a,
disminuyen con la edad, especialmente en corteza cerebral (Meltzer, C. C.. Smith, G. ef al. 1998;
Rehman, H. U. and Masson, E. A. 2001). Resultados obtenidos de estudios con tomografia por
emision de positrones (PET), usando un antagonista especifico del receptor 5-HTia (WAY-
100635), indican que la union al receptor disminuye 10% por década en la neocorteza cerebral de
humanos (Moller, M., Jakobsen, S. et al. 2007; Tauscher, J., Verhoeff, N. P. et al. 2001).

Palmer y colaboradores sugieren que los niveles de 5-HT en el tallo cerebral se mantienen
estables con la edad, de manera similar a la neocorteza cerebral (Palmer, A. and DeKosky, S.
1998). Sin embargo, existen evidencias indicando disminucion en los niveles tisulares de 5-HT y
5-HIAA en el tallo cerebral (Bucht, G., Adolfsson, R. ef al. 1981; Carlsson, A., Adolfsson, R. et
al. 1980; Goldstein, M. 1980; Palmer, A. M. and DeKosky. S. T. 1993; Pare, C. M.. Yeung, D. P.
et al. 1969).

Los niveles cerebrales de 5-HT dependen de las células serotoninérgicas del tallo cerebral,
las cuales estan reguladas por la activacion de autorreceptores 5-HT1a a este nivel. En el tallo
cerebral humano se ha demostrado que la union al receptor 5-HTia disminuye con la edad
(Meltzer, C. C., Drevets, W. C. et al. 2001a). En hembras primates, este fenémeno se ha asociado
con la disminucion de estrégenos (Lu, N. Z. and Bethea, C. L. 2002; Pecins-Thompson, M. and
Bethea, C. L. 1999). Sin embargo, otros estudios no han encontrado asociacion entre la edad y la
capacidad de uniodn al receptor 5-HTia en el rafé dorsal (Parsey, R. V., Oquendo, M. A. et al.
2002; Rabiner, E. A., Messa, C. et al. 2002). Es importante considerar que el uso de técnicas
como la PET no permite la adecuada resolucion de estructuras cerebrales pequefias y profundas
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como el DRN (Lundberg, J., Borg, J. et al. 2007). En la figura 1 se exponen los cambios del
sistema serotoninérgico en la edad, de acuerdo con distintas metodologias de estudio.
Por otro lado,
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1986). Esta técnica
permitio, en la década de 1980, localizar y caracterizar el receptor 5-HT1a como autorreceptor en
el DRN (Gozlan, H., El Mestikawy, S. et al. 1983; Hjorth, S., Carlsson, A. et al. 1982; Pazos, A.,
Probst, A. et al. 1987a).

Estudios postmortem con autorradiografia cuantitativa mostraron disminucion en la unién
al receptor 5-HTia en el DRN de hombres (Dillon, K. A.., Gross-Isseroff, R. et al. 1991a;
Matsubara, S., Arora, R. C. ef al. 1991), mientras que las mujeres presentan mayor capacidad de
uniodn al receptor 5-HTia, en corteza frontal y el DRN (Arango, V., Underwood, M. D. et al.
1995; Boldrini, M., Underwood, M. D. et al. 2008). Por el contrario, en membranas neuronales
corticales, Palego y cols. (1997), identificaron disminucion en la capacidad de unién en mujeres,
mientras que los hombres presentaron disminucion en la afinidad al receptor, con relacion a la
edad (Palego, L., Marazziti, D. et al. 1997). En corteza frontal, Arango y cols. (1995) reportaron
que a mayor edad existe menor unioén del agonista [°H]8-OH-DPAT con el heterorreceptor 5-
HTia (Arango, V., Underwood, M. D. et al. 1995).

Con la técnica de autorradiografia se encontrd que en el DRN la unién al autorreceptor 5-
HTia disminuye con la edad en los subnticleos DRd, DRv, DRvl y DRif (Stockmeier, C. A.,
Shapiro, L. A. et al. 1996). En tejido humano de individuos sin enfermedades neuropsiquiatricas

13



se demostr6d que la unién al receptor varia de acuerdo al nivel y subnucleo analizado (Pazos, A.
Probst, A. et al. 1987b; Stockmeier, C. A., Shapiro, L. A. et al. 1996). Sin embargo, estas
diferencias no han sido estudiadas respecto a la edad.

Como se menciono anteriormente, la unién de un ligando al receptor induce cascadas de
sefalizacion intracelular, con distintas acciones resultantes. Es razonable considerar que la
capacidad para inducir vias intracelulares de sefalizacion también se modifica con la edad. Para
evaluar esta capacidad de induccién de vias de sefalizacion intracelulares, el ensayo de union de
[**S]GTPyS permite evaluar y cuantificar la activacion de las proteinas G acopladas a un receptor
particular (Sim, L. J., Selley, D. E. ef al. 1995).

Con esta técnica, Rodriguez-Puertas y cols. (2000) encontraron que, tanto la union al
autorreceptor 5-HT1a como su capacidad de estimulacion de la proteina Gj, muestran patron
anatémico similar, es decir, existe presencia de proteina G;i asociada con los receptores 5-HTa.
Sin embargo, los autores no correlacionaron los datos obtenidos con la edad de los sujetos ni la
capacidad de activacion diferencial en los distintos subnucleos del DRN (Rodriguez-Puertas, R.,
Gonzalez-Maeso, J. et al. 2000). Por otro lado, Serrats y cols. (2004) demostraron que el
porcentaje de activacion de la proteina Gj, acoplada al receptor 5-HT1a inducido por 5-HT fue
variable en distintas regiones cerebrales, siendo menor en el DRN a comparacion del sector CA1
del hipocampo, giro dentado y corteza entorrinal (potencia, pECs0=7.37+0.18 en CAl vs
7.06+£0.37 en el DRN, respectivamente). Dadas las caracteristicas neuroanatémicas y
farmacologicas demostradas en este estudio, los efectos inducidos por 5-HT en la activacion de
[*>*S]GTPyS pueden haber sido mediados por el receptor 5-HTa (Hover, D. and Schoeffter, P.
1991; Pazos, A., Probst, A. et al. 1987a). Esto refleja que la activacion diferencial de [*°S]GTPyS
en el DRN, a comparaciéon de otras estructuras supratentoriales, muestra diferencias en el
acoplamiento a la proteina Gj, lo cual puede estar relacionado con la eficacia del tratamiento
farmacologico en depresion y ansiedad (Serrats, J., Artigas, F. et al. 2004). La correspondencia
entre la cantidad de autorreceptor 5-HT1a en el DRN, su capacidad de activacion de las vias de
sefializacion intracelular a través de la proteina G; y los cambios asociados con la edad, son
importantes para entender la participacion del sistema serotoninérgico en los mecanismos
fisiopatologicos de distintas enfermedades neuropsiquidtricas y su respuesta a tratamiento
farmacologico.

En resumen, existe evidencia contradictoria sobre los niveles totales de 5-HT y del
autorreceptor 5-HT1a en el DRN humano. Con la edad existe disminucion de células
serotoninérgicas sin cambio en la 5-HT total del DRN. Esto puede deberse a un decremento en la
senalizacion del receptor 5-HT1a, ya sea acoplamiento inadecuado o activacion disminuida de la
proteina Gi acoplada. Sin embargo, al presente se desconoce si la capacidad de activacion de la
proteina Gj acoplada al autorreceptor 5-HT1a en el DRN humano también se modifica con la
edad. En estructuras supratentoriales se sabe que la activacion de la proteina G no siempre es
paralela a la union al receptor (Herkenham, M. 1987; Nijssen, P. C., Sexton, T. et al. 1992;
Rocha, L., Orozco-Suarez, S. et al. 2009a). Creemos que este es el vinculo faltante para entender
la regulacion de la neurotransmision serotoninérgica mediada por el autorreceptor 5-HTa y los
cambios con la edad. Los cambios progresivos en la regulacion de la neurotransmisiéon mediada
por el receptor 5-HT1a en el DRN durante el envejecimiento fisiolégico pueden predisponer al
desarrollo de uno, o mas, trastornos neuropsiquiatricos (Mattson, M. P. and Arumugam, T. V.
2018).

4.5.2. Cambios de la 5-HT y el autorreceptor 5-HTa en los nucleos del rafé humano en
condiciones patologicas

14



Los cambios relacionados con la edad en los niveles de 5-HT y el autorreceptor 5-HT 4 se
asocian con cambios en la funcidn cerebral y pueden ser factores de riesgo para el desarrollo de
enfermedades (Amenta, F., Zaccheo, D. ef al. 1991; Mattson, M. P., Maudsley, S. et al. 2004). La
alteracion del sistema serotoninérgico con la edad se relaciona con cambios en comportamientos
como el suefio, conducta sexual y estado de animo (Fidalgo, S.. Ivanov, D. K. et al. 2013;
Meltzer, C. C., Smith, G. et al. 1998).

Se sabe que pacientes con trastornos neuropsiquiatricos como enfermedad de Alzheimer,
Parkinson, depresion y trastornos de ansiedad, muestran disminucion en el componente
serotoninérgico del DRN y neocorteza cerebral (Fidalgo, S., Ivanov, D. K. et al. 2013; Rehman,
H. U. and Masson, E. A. 2001). En modelos animales, la edad, el estrés oxidativo y trastornos
neurodegenerativos afectan el rafé dorsal a través de degeneracion de fibras serotoninérgicas
(Daubert, E. A. and Condron, B. G. 2010). En pacientes con enfermedad de Alzheimer existe
evidencia de la degeneracion de neuronas serotoninérgicas en el DRN y MnR, asociado con
pérdida de receptores a 5-HT en terminales eferentes (Rodriguez, J. J., Noristani, H. N. et al.
2012; Xu, Y., Yan, J. et al. 2012).

Estudios con tallo cerebral de personas suicidas indican que el contenido tisular de 5-HT
y el metabolito 5-HIAA en el DRN y MnR se encuentran elevados a comparacion de sujetos
control. Esto sugiere que la sintesis de 5-HT en estos nlcleos es mayor en sujetos que cometen
suicidio. Por otra parte, el recambio de 5-HT es menor en el tallo cerebral de sujetos suicidas,
mientras que en la corteza prefrontal de estos mismos sujetos se observaron niveles similares de
5-HT y 5-HIAA, independientemente de la edad. En resumen, en sujetos suicidas existe mayor
sintesis de 5-HT y menor recambio de 5-HT en los nacleos del DRN y MnR (Bach, H., Huang,
Y. Y. et al. 2014). El estudio morfométrico del DRN de sujetos que cometieron suicidio indica
aumento en el area y mayor densidad neuronal del DRN, con disminucion en el tamafio de las
neuronas serotoninérgicas. Sin embargo, en el mismo estudio, los cambios observados en tejido
de pacientes con depresion mayor se asociaron con la disminucion del area del DRN, sin
diferencias en la densidad o tamafio neuronal (Matthews, P. R. and Harrison, P. J. 2012).

El aumento de la sintesis de 5-HT en el tallo cerebral de los sujetos suicidas podria
deberse a un decremento de la unién y/o funcionalidad del receptor 5-HTia. Al respecto, hay
estudios en tejido postmortem en los que se evalud la union de agonistas al autorreceptor 5-HT1a
en los nucleos del rafé humano en diferentes condiciones (Tabla 2). Hay estudios que indican
disminucién en la unidn al autorreceptor 5-HT1a en el rafé dorsal de sujetos que cometieron
suicidio, algunos de ellos con depresion mayor (Arango, V., Underwood, M. D. et al. 2001;
Boldrini, M., Underwood, M. D. et al. 2008). Por el contrario, hay evidencias que sugieren que,
en sujetos con depresion y que cometieron suicidio, la union al receptor 5-HTia se encuentra
aumentada en la totalidad de los nucleos del rafé (Dillon, K. A., Gross-Isseroff, R. et al. 1991a;
Stockmeier, C. A., Shapiro, L. A. et al. 1998). Las discordancias pueden deberse al tamafio
pequetio de las muestras, lo que impide homogeneizar conclusiones respecto a los cambios del
receptor 5-HT1a, probablemente debido a que no se considerd que la edad de los sujetos pudiera
ser un factor importante.

Otra condicion importante no estudiada atun es que la edad puede influir en la capacidad
de activacion de la proteina Gj acoplada en el DRN, donde mantiene un rol como autorreceptor y
sitio fundamental para la regulacion serotoninérgica cerebral.
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Tabla 2. Estudios de union al receptor 5-HT1a en nucleos del rafé humano mediante autorradiografia in vitro

Estudio Muestras* IPM Area cerebral Ligando marcado Exposicion Resultados
Pazosetal. n=24 2-134h Varios a) [*H]5-HT (26.2 (760 dias 5-HT;: N. Rafé dorsal: 1(Intenso; Lateral>central)
1987 SENP Rafé: n=4 Ci/mmol; 2 nM)
4H:10M b) [*'H]8-OH-DPAT
Edad: 64.4 (15.3) (116 Ci/mmol; 2 nM)
(Rango 26-92) afios
Dillon et al. n=28 a) Suicidio: Cortes a nivel: [*H]8-OH-DPAT (171, 10 sem - [’'H]8-OH-DPAT: 11Rafe (n=5, DRN);
1991 SENP 22.99+£10.39 - Prefrontal 178,179 0 187 - Efectos del alcohol (n=4; 52.5+17.4 afios): |[*H]8-
a) Suicidio (n=14: (Rango 5- derecho Ci/mmol; 2 nM) OH-DPAT
Depresion 5) 45)h - Frontoparietal - Efectos del suicidio: Sin cambios en la unién a [*H]8-
9H:5M b) Control: derecho OH-DPAT. Correlacion negativa entre edad y union
Edad: 42.87£18.53  26.31£11.25 - Tallo cerebral especifica en hombres.
(Rango: 14-72) (Rango 8-
afos 48) h
b) Controles (n=14)
9H:5SM
Edad: 43.24+21.06
(Rango 15-81) afios
Stockmeier n=7 2042 Tallo cerebral a) [*H]8-OH-DPAT a) 1 sem [*H]8-OH-DPAT: 1Unién en DRN.
et al. 1996 SENP (Promedio + (135501472 b) 12 sem Nivel 1: DRv>DRif>DRd.
7H SEM; Rango Ci/mmol; 2 nM) Nivel 2: DRvI>DRv>DRif>DRd
Edad: 5543 11-24) h b) [*H]Paroxetine (16.6 Nivel 3: DRv>DRif>Drd
(Promedio £ SEM;  Alm: 1 afio 0 22 Ci/mmol; 0.35- Nivel 4: DRif>DRc¢
Rango 46-67) afios 0.38 nM) Edad: Correlacion negativa con densidad del receptor
en DRv (Nivel 2; p=-0.780, p=0.039).
PMI: Correlacion negativa con densidad del receptor
en DRd, DRv y DRif (Nivel 3; p=-0.905, -0.896 y -
0.875, p<0.022).
Stockmeier n=20 a) Suicidio: Tallo cerebral [*H]8-OH-DPAT 1 sem tDensidad de union en: DRN (5-30%), DRd (11-34%),
et al. 1998 a) MDD Suicidas 18+2 (SEM; (154.3 Ci/mmol; 2 nM) DRuvl (11-13%), en pacientes con MDD suicidas.
(n=10) rango 5-21)
H8:2M h
Edad: 50+6 (SEM;  b) Controles:
Rango 25-83) afios  17£2 (SEM;
b) Controles (n=10) rango 6-26)
H9:1M h

Edad: 52+5 (SEM;
Rango 27-82) afios
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Arango et n=20 a) Suicidio: Tallo cerebral a) [*H]8-OH-DPAT a) 2 sem Volumen de distribucion de 5-HTa:
al. 2001 SENP 15.8+7.7h (mesencéfalo: (125-162 Ci/mmol; 2 b) 4 sem DRN |Suicidas (40%; C: 42.2 £20.0 vs. S: 25.3 £ 13.7
a) Suicidio (n=10) b) Controles: DRN y MRN) nM) mm?, t=3.47, df=9, p=.007)
H6:4M 12.7+49h b) [*’H]CN-IMI (80 MRN | Suicidas (23%; C: 27.5+ 10.7 vs. S: 21.1 £
Edad: 44+18 afios Ci/mmol; 0.4 nM) 10.4 mm’, t=2.48, df=9, p=.038)
b) Controles (n=10) Concentracion de 5-HTi4: Sin diferencias
H6:4M Capacidad de union a 5-HTa:
Edad: 45+19 afios DRN [43% en suicidas (C: 3006.4 = 1516.3 vs. S:
1703.6 = 1005.1, t=3.82, df=9, p=.004)
MRN |34% en suicidas (C: 1254.8 = 501.3 vs. S:
824.7 + 489.2, t=2.56, df=9, p=.031)
Concentracion de union de SERT sin diferencias
Boldrini et  n=20 a) Suicidio:  Tallo cerebral [*H]8-OH-DPAT (125- 2 sem La union de 5-HT )4 varia a lo largo del eje
al. 2008 a) MDD Suicidas 158+22h (mesencéfalo: 162 Ci/mmol; 2 nM) rostrocaudal del DRN (Faes,14) = 11.08; p = 0.0002).
(n=10) b) Controles: DRN y MRN) 1Unidn a nivel -3 mm en MDD, mujeres con MDD (-3
H6:4M 127+£49h mm, Fe1,6)= 19.60; p = 0.0044) y hombres con MDD
Edad: 44.1+7.7 (-3 mm; Fe1,10) = 23.69; p = 0.0007)
afios 1Uni6n en mujeres control
b) Controles sanos lArea de unién en MDD vs controles
(n=10) lArea de unién en mujeres con MDD en todos los
H6:4M niveles rostrocaudales
Edad: 45.4+18.6 |Capacidad de uniéon en MDD (especialmente mujeres)
afios Sin efectos por pH cerebral, IPM o edad.

*H:M (Relacion Hombres:Mujeres), Edad: (media + Desviacion estandar) o Error estandar de la media (S.E.M.) cuando se indique; SENP: Sin enfermedad neuropsiquiatrica; IPM: Intervalo postmortem; Alm:
Almacenamiento; DRN: Nucleo del rafé dorsal; DRd: nicleo del rafé dorsal; DRv: niicleo del rafé ventral; DRif: nticleo del rafé interfascicular; DRvI: nicleo del rafé ventrolateral; DRc: nicleo del rafé caudal,

MRN: Nucleo del rafé medial; SERT: Transportador de serotonina; MDD: Depresion mayor;
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema serotoninérgico estd involucrado en un gran numero de funciones complejas
del sistema nervioso central. El nucleo del rafé¢ dorsal (DRN) es el principal centro productor de
serotonina para todo el cerebro. La actividad de las neuronas serotoninérgicas en las distintas
subdivisiones del DRN estd regulada, principalmente, por el autorreceptor 5-HT1a, del cual se
conoce la localizacidon, expresion proteica del receptor, la capacidad de unidon a farmacos y los
mecanismos de sefializacion intracelular. Se sabe que, con la edad, hay decremento en la unién
del autorreceptor 5-HT1a en el DRN (Stockmeier, C. A., Shapiro, L. A. ef al. 1998). Podemos
esperar que la actividad de la proteina G; disminuya con la edad a la par de la disminucién en la
unioén al receptor 5-HT1a en el DRN. Ademas, tras la disminucion del efecto inhibidor inducido
por el autorreceptor SHT1a, se espera que la concentracion tisular de 5-HT y su metabolito 5-
HIAA aumenten en el DRN. Sin embargo, no existen estudios que apoyen esta hipdtesis.

Por otra parte, se sabe que los cambios fisioldgicos asociados con la edad pueden estar
relacionados con el aumento en el riesgo o susceptibilidad para desarrollar enfermedades
neuropsiquiatricas, como la depresion. El sistema serotoninérgico ha sido implicado en estas
alteraciones, sin embargo, los mecanismos exactos no han sido elucidados. Con este trabajo se
pretende estudiar de manera integral los principales componentes del sistema serotoninérgico en
el DRN para establecer si los cambios por la edad pueden influir en mayor comorbilidad de
trastornos neuropsiquiatricos.

5.1. Pregunta de investigacion

(Existe correlacion entre la edad de sujetos humanos con la unién al autorreceptor 5-
HT1a, la capacidad de activacion de la proteina G; acoplada al mismo y el recambio de 5-HT, en
el nucleo del rafé dorsal?

6. JUSTIFICACION

La evidencia cientifica indica que el sistema serotoninérgico se modifica respecto a la
edad. En algunas personas, estos cambios en el sistema serotoninérgico se han asociado con el
desarrollo de trastornos neuropsiquidtricos. Se sabe que los niveles totales de 5-HT disminuyen
con la edad, en relacion con neurodegeneracion y disminucién en la produccion de 5-HT en los
nucleos del rafé. En el DRN, con la edad, el autorreceptor 5-HT1a, componente importante del
sistema serotoninérgico, también disminuye, tanto su densidad y, probablemente, su
funcionalidad. Se sabe que la densidad y union al receptor 5-HTa en los nticleos del rafé varia en
el eje rostrocaudal del tallo cerebral, tanto en tejido de sujetos sanos como en tejido de sujetos
con depresion y suicidio. Por otro lado, existen resultados contradictorios respecto a los factores
(como edad) que influyen en la capacidad de union al autorreceptor 5-HT1a y su capacidad de
activacion de la proteina G acoplada.

Hasta la fecha no existe un estudio que describa, de manera integral, los cambios
asociados con la edad en la transmision serotoninérgica del rafé¢ dorsal humano. Esta estructura
del tallo cerebral representa el principal centro neuronal serotoninérgico, participando con el
mayor porcentaje de sintesis de 5-HT y, mediante sus proyecciones eferentes, esta involucrado en
una gran cantidad de procesos fisioldgicos y patoldgicos. En el DRN, el autorreceptor 5-HT 4 es
el principal modulador de la sintesis y liberacion de 5-HT al resto del sistema nervioso.

Pocos estudios han analizado la capacidad de activacion de la proteina Gi acoplada al
autorreceptor 5-HT1a, con agonistas especificos (Serrats, J., Artigas, F. e al. 2004), y ninguno ha
estudiado la correlacion entre la densidad del autorreceptor, la activacion de la proteina Gj
acoplada y los cambios en el contenido tisular de 5-HT con la edad. Por otro lado, se sabe que los
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niveles de 5-HT en el DRN dependen de la activacion del receptor 5-HT1a. La relacion entre la 5-
HT y su metabolito, 5-HIAA, es un indicador importante del metabolismo de la neurona
serotoninérgica. Sin embargo, se desconoce la relacion entre el recambio de 5-HT y el estado
funcional del receptor 5-HT1a en el DRN y los cambios asociados con la edad.

En el laboratorio se cuenta con amplia experiencia en el empleo de procedimientos de
unién a receptores y otras técnicas farmacologicas, tanto en animales de experimentacion
(Meneses, A., Manuel-Apolinar, L. et al. 2004; Rocha, L., Ackermann, R. F. ef al. 1996; Rocha,
L.. Arida, R. M. et al. 2006; Tellez, R.. Rocha, L. ef al. 2010; Zavala-Tecuapetla, C. and Rocha,
L. 2013), como en tejido humano postquirirgico y postmortem (Banuelos-Cabrera, 1., Cuellar-
Herrera, M. et al. 2016; Cuellar-Herrera, M., Velasco, A. L. ef al. 2014; Martinez-Levy, G. A..
Rocha, L. ef al. 2016; Rocha, L., Alonso-Vanegas, M. et al. 2015; Rocha, L., Alonso-Vanegas,
M. et al. 2012; Rocha, L.. Lorigados-Pedre, L. et al. 2007; Rocha, L., Orozco-Suarez, S. et al.
2009b)

La habilidad y precision para identificar el autorreceptor 5-HTia en los distintos
subnucleos del rafé y su capacidad de activaciéon de cascadas transduccionales ampliard el
conocimiento de los mecanismos de transduccion de sefial asociados con el autorreceptor 5-HT1a
y la regulacién de sus funciones en tejido humano, asi como sobre el rol fisiologico de este
receptor y su involucro en procesos asociados con la edad. El estudio integral del sistema
serotoninérgico, mediante la correlacion del estado funcional del autorreceptor 5-HT1a con el
recambio de 5-HT y los cambios asociados con la edad, pueden favorecer el desarrollo de
hipotesis y blancos terapéuticos orientados al tratamiento y/o prevencion de enfermedades
neuropsiquiatricas cuya prevalencia correlaciona con la edad y la disfuncion del sistema
serotoninérgico cerebral.

7. HIPOTESIS

En el nucleo dorsal del rafé de sujetos humanos sin trastornos cerebrales aparentes, a
mayor edad existe menor capacidad de activacion de la proteina G; acoplada al autorreceptor 5-
HT1a, asocido con mayor contenido tisular y menor metabolismo de 5-HT en dicha estructura.

8. OBJETIVOS

8.1. Objetivo general

Evaluar los cambios con la edad en la neurotransmision serotoninérgica a nivel de la
unién al autorreceptor 5S-HT1A, la capacidad para activar su proteina Gi asociada, asi como el
recambio de 5-HT en el nucleo del rafé dorsal de sujetos humanos sin trastornos cerebrales
aparentes.

8.2. Objetivos especificos

Evaluar en los diferentes subnucleos del rafé dorsal humano, en relacion rostro-caudal:

e Launion de un agonista especifico al autorreceptor 5-HTa.

e La capacidad de activacion de la proteina G; acoplada al autorreceptor 5-HTa.

e El recambio de 5-HT a través de la evaluacion del contenido tisular de 5-HT y su
metabolito 5-HIAA en el DRN.

e Correlacionar los resultados obtenidos con la edad de los sujetos.
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9. METODOLOGIA

9.1. Disefio del estudio
Estudio postmortem, observacional, descriptivo y transversal.

9.2. Sujetos de estudio

Se obtuvieron tallos cerebrales completos de 15 sujetos (5 mujeres, 10 hombres) con
causas de muertes variables y no atribuibles a enfermedades neurologicas. El intervalo
postmortem, definido como el tiempo desde el momento del fallecimiento hasta la obtencion del
tejido, no superd las 24 horas (14.934+2.9 horas). El tejido se obtuvo a través del Servicio Médico
Forense (SEMEFO) de la Ciudad de México.

9.3. Manipulacion del tejido

El tejido cerebral se transporto6 a 4°C al laboratorio de Farmacobiologia del
CINVESTAYV, donde se almacen6 a -70°C hasta su procesamiento. El tiempo de almacenamiento
promedio (obtencion de la muestra hasta su corte) fue de 40.73+1.9 meses. Se obtuvieron cortes
axiales, seriados y en paralelo del tallo cerebral con grosor de 20 um, usando un criostato (Leica
1510).

Se obtuvieron 120 secciones de manera seriada y paralela, las cuales se montaron por
descongelacion en laminillas de vidrio previamente cubiertas con gelatina. Estas secciones se
utilizaron para los experimentos de autorradiografia e histologia. Posteriormente se procedid a
obtener 44 secciones seriadas (1.08 g de tejido aproximadamente) que se almacenaron juntas en
un tubo Eppendorf y se utilizaron para evaluar el contenido tisular de 5-HT y 5-HIAA. Este
procedimiento se repitid (recoleccion de 120 secciones para autorradiografia y 44 para contenido
tisular), hasta concluir el corte de todo el tallo cerebral. Las laminillas se mantuvieron a -20°C y
los tubos Eppendorf con tejido se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento.

El DRN se subdividi6 en cuatro niveles en relacion rostro-caudal, para analizar los
subnucleos especificos, de acuerdo con los estudios de Baker y colaboradores (Baker, K. G.
Halliday, G. M., Hornung, J. P. et al. 1991; Baker, K. G., Halliday, G. M. et al. 1990;
Stockmeier, C. A., Shapiro, L. A. et al. 1996). El nivel 1 correspondié al inicio del nucleo
oculomotor o 2.75 mm rostrales al istmo; el nivel 2 se encontrd a 1.7 mm rostral al istmo; el nivel
3 se ubicd a 0.5 mm rostral al istmo; y el nivel 4 se definidé a nivel del istmo. Debido a las
diferencias en el corte transversal entre el tallo cerebral y el encéfalo, en 8 casos no fue posible
analizar el contenido tisular del nivel 1 (Figura 2).
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Figura 2. Localizacion neuroanatomical de nacleo del rafe dorsal humano. E1 DRN se subdividio en cuatro niveles en relacion rostro-caudal, para analizar
llos subnicleos especificos, de acuerdo con los estudios de Baker ez al. (1990, 1991) y Stockmeier e al. (1996). A) El nivel 1 corespondio al inicio del
nucleo oculomotor o 2.75 mm rostrales al istmo; B) el nivel 2 se encontrd a 1.7 mm rostrales al istmo; C) el nivel 3 se ubicé a 0.5 mm rostrales al istmo;
'y D) el nivel 4 fue localizado a nivel del isimo. DRd: subdivision dorsal; DRv: subdivision ventral, DRvI: subdivision ventrolateral; DRil: subdivision
linterfascicular; DRe: subdivision caudal; Aq: Acueducto; CG: Sustancia gris periacueductal; mif: fasciculo longitudinal medial; 4: ntcleo troclear,
Madificado de: Nolte ), The Human Brain in Photographs and Diagrams, 4th Ed, 2013; Stockmeier ef af. (1996). Brain Res 727 (1-2): 1-12,

9.4. Procedimientos experimentales

9.4.1. Histologia

Para caracterizar y delimitar los subnucleos del DRN se utilizaron cortes seriados del tallo
cerebral. El andlisis microscopico del DRN con histologia convencional permite evidenciar la
morfologia neuronal y asegurar la presencia de neuronas en los cortes subsecuentes para los
métodos autoradiograficos. Un juego de secciones cerebrales por caso se proceso de acuerdo con
el método de Kliiver-Barrera (Kluver, H. and Barrera, E. 1953) modificado y contratefiido con
tincion de Nissl. El método de Kliiver-Barrera utiliza una tincion de ftalocianina de cobre (Luxol
fast blue) para resaltar las fibras de mielina. La contratinciéon con Nissl (Cresyl violeta), permite
tefiir los nticleos (soma) neuronal, otorgando mejor definicion morfolégica (Suvarna, K. S.,
Layton, C. et al. 2018).

Las secciones tisulares se fijaron con alcohol al 70% durante 12 horas. Posteriormente, se
tifieron con Luxol-Fast Blue durante 2 horas a 60°C, se enjuagaron con alcohol al 95% y agua
destilada, finalmente se utilizd carbonato de litio al 0.05% durante 30 segundos para la
diferenciacion y, finalmente, se lavaron con etanol al 70%. Una vez completada la diferenciacion,
se colocaron las laminillas en agua destilada y se contrastaron con tincidon especial de Nissl
durante 10 min. Se deshidrataron en alcoholes crecientes (95% y 100%), seguido de xilol. Todas
las laminillas se montaron con resina sintética Entellan (Merck) y se cubrieron con portaobjetos.

La identificacion de los nucleos del rafé dorsal se evaludé con microscopio Optico y se
compar6 con atlas citoarquitecturales del tallo cerebral humano (Olszewski, J. and Baxter, D.
1954). La localizacion neuroanatomica por este método sirvido como referencia para establecer los
limites de los nucleos en las laminillas de autorradiografia cuantitativa y funcional. Ademas, se
identificaron cuatro niveles del DRN, de acuerdo con Baker et al. (1990, 1991) y Stockmeier et
al. (1996). El objetivo fue evaluar la union al autorreceptor 5-HT 4, la estimulacién de la proteina
Gi acoplada y los niveles tisulares de 5-HT y 5-HIAA en cada subnucleo, de acuerdo al nivel y
por nivel total (la suma de los valores encontrados en todos los subnucleos pertenecientes al nivel
evaluado).
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9.4.2. Autorradiografia cuantitativa

La autorradiografia es un método para estudiar la unidon a receptores, la cual permite la
visualizacidn microscopica de la union de un ligando a un receptor de interés. Se utiliza un
ligando marcado, usualmente con tritio ([*H]), el cual se incuba junto con rebanadas del tejido a
analizar, para posteriormente obtener un autorradiograma, con el cual se puede localizar y
cuantificar la union al receptor de interés en una region anatomica pequena (Kar, S. and Hawkes,
C. 2007; Kuhar, M. J.. De Souza, E. B. et al. 1986). Con otros métodos, como la
inmunohistoquimica, se puede evaluar la expresion proteica de los receptores. Sin embargo, la
autorradiografia permite la evaluacion de la capacidad de unidén de un ligando al receptor, y no
solo su presencia en el tejido. De cada serie de cortes tisulares, se tomaron cuatro laminillas
representativas de cada nivel del DRN. Las condiciones experimentales se resumen en la Tabla 2
(Figura 3).

Un juego de secciones tisulares se lavd inicialmente con solucion amortiguadora (Tris
HC1 170 nM; pH 7.6) a temperatura ambiente durante 30 min, con el proposito de eliminar los
ligandos endogenos. Posteriormente, las secciones se incubaron durante 60 minutos en solucion
amortiguadora con un ligando especifico marcado con tritio ([?H]8-OH-DPAT; 2nM; actividad
especifica 124 Ci/mmol) para el receptor 5-HTia. La incubacion finalizd6 con dos lavados
consecutivos, de cinco minutos cada uno, en solucion amortiguadora. Finalmente, las secciones
se enjuagaron en agua bidestilada durante 3 segundos a 4°C y se secaron con aire frio. Otro juego
de secciones paralelas se procesé igual que lo antes descrito, excepto que se adicion6 8-OH-
DPAT (1uM), un ligando no marcado, durante la incubacién con [*H]8-OH-DPAT. La union
obtenida de este segundo ensayo en presencia del ligando no marcado se considerd la union
inespecifica. Los valores de union especifica se obtuvieron de la diferencia entre la union
inespecifica y la unién obtenida con [°’H]8-OH-DPAT.

Las laminillas se colocaron en magazines de plomo para autorradiografia junto con
estandares de tritio (ART-123A), y se pusieron en contacto con una pelicula sensible a tritio
(Kodak MR) a temperatura ambiente para su adecuada exposicion, bajo condiciones de oscuridad
durante 4 meses. Pasado este periodo, las peliculas se revelaron con revelador Kodak D19 y
fijador rdpido a temperatura ambiente. La densidad optica (OD) de los nucleos del rafé se
determin6d mediante un analizador de imagenes (Bioquant, Life Science, version 12.2.6, USA).
Para cada nucleo evaluado se obtuvo un promedio de 10 lecturas de la OD por muestra. Las OD
de los estandares se utilizaron para determinar los valores de radiactividad del tejido mediante
una curva estandar y los valores se convirtieron en fentomolas por miligramo de proteina
(fmol/mg de proteina), con base en la actividad especifica del ligando marcado (124 Ci/mmol), su
concentracion y el grosor de la rebanada (20 um).

Tabla 3. Condiciones para los experimentos de autorradiografia cuantitativa

Receptor Ligando Sol. amortiguadora | Incubacion | Exposicion Ligando Referencia
pH 7.6 (TA) (TA) inespecifico
5-HTia | [°H]8-OH-DPAT Tris HCI (170 mM) 60 min 8 semanas 8-OH-DPAT | Pazos et al.,
(2 nM; Actividad Tris Base (3.3 g/l) (1 uM) 1987
especifica: 124 CaCl, (4 mM)
Ci/mmol) Acido ascorbico (0.01%)

TA, Temperatura ambiente.
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Lavado Incubacion Terminacion Exposicion

Cubierta pelicula
Estandares de [‘1] (ART-123A
Pelicula sensible a [*H] (Kodak MR

Figura 3. Secuencia de autorradiografia cuantitativa para receptores

9.4.3. Autorradiografia funcional

El ensayo de union a [*>S]JGTPyS evalua el nivel de activacion de la proteina Gij estimulo
por un agonista al receptor acoplado a las proteinas Gio en cuestion. Las proteinas G son
complejos heterotriméricos constituidos por subunidades G, monoméricas y subunidades Gpy
diméricas (Oldham, W. M. and Hamm, H. E. 2008). Tras la activacion de un receptor por su
agonista, la subunidad G, monomérica se disocia de la subunidad Gg,. Posteriormente se realiza
el intercambio de GDP por GTP, con lo cual se desencadena la via de sefializacion intracelular a
través de segundos mensajeros (Harrison, C. and Traynor, J. R. 2003; Oldham, W. M. and
Hamm, H. E. 2008). El procedimiento experimental consiste en marcar a la proteina G; en su
estado activo por medio de la adicién de [*>S]GTPyS. El enlace y-tiofosfato del [**S]GTPyS
impide la hidrolisis de la subunidad G, por la GTPasa, por lo que las subunidades G, se
acumulan al no poder formar el complejo terniario con las subunidades Gg,. Finalmente, se mide
la radioactividad emitida por el isétopo radiactivo [**S] incorporado (Harrison, C. and Traynor, J.
R. 2003)(Ilustracién 4). En este estudio, el ensayo se realizdo con algunas modificaciones, de
acuerdo con lo descrito previamente (Sim, L. J. and Childers, S. R. 1997; Sim, L. J., Selley, D. E.
et al. 1995).

Por cada muestra de tejido, se utilizaron cuatro series de secciones tisulares paralelas. Las
condiciones experimentales se muestran en la figura 5. Inicialmente, las secciones se lavaron en
solucion amortiguadora a 25°C durante 10 min, seguido por una incubacién en solucidon
amortiguadora adicionada con GDP (2 mM) durante 15 min a 25°C. Posteriormente, cada juego
de secciones se proceso en uno de los siguientes ensayos:

a) Ensayo de unién basal. Evalaa la unién del ligando marcado [**S]GTPYS en presencia

de altas concentraciones de GDP y ausencia del agonista. Las secciones se incuban en
solucion amortiguadora adicionada con GDP (2mM) y [**S]GTPyS (0.04 mM).

b) Ensayo de estimulacion. Evalua la actividad del receptor inducida por un agonista, al
cuantificar el porcentaje de [*>S]GTPyS liberada tras la estimulacion del receptor. El
proceso es igual que el ensayo de union basal, excepto que se adiciona §-OH-DPAT
(100 uM) como agonista especifico para estimular al autorreceptor 5-HT .

c) Ensayo para bloquear la estimulacion. Evalua la especificidad de la activacion de la
proteina G asociada al receptor de interés, al bloquear la estimulacion de éste con un
antagonista especifico. El ensayo es igual que el de estimulacion, excepto se le agrega
WAY 100635 (10 uM) como antagonista especifico del autorreceptor 5-HT1a, con el
proposito de evitar la estimulacion del agonista.
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d) Ensayo de unién inespecifica. Evalia la uniéon de un ligando a otras moléculas
diferentes al receptor. Se realizé de acuerdo con lo descrito para el ensayo de la union
basal, pero con la adicién de GTPyS (10 uM) no marcado con el proposito de evitar el
marcaje de la proteina Gi por el [*>S]GTPyS.

Al final de cada ensayo, las secciones tisulares se lavaron dos veces en solucion
amortiguadora durante 2 min cada uno, a 4°C y, finalmente, en agua desionizada a 4°C durante 3
s. Las laminillas se secaron con aire seco y se expusieron en magazines de plomo para
autorradiografia funcional junto con estandares de ['*C] (American Radiolabeled Chemicals,
Inc.). Las secciones se expusieron a peliculas sensibles a [*°S] (Kodak MR), a temperatura
ambiente y bajo condiciones de oscuridad durante 2 semanas. Pasado este periodo, las peliculas
se revelaron con revelador Kodak D19 y fijador rdpido a temperatura ambiente. El analisis
densitométrico se realizd segiin lo descrito para la autorradiografia cuantitativa y los valores se
convirtieron en nanocuries (nCu) de [**S] por miligramo de proteina (nCu/mg proteina). La
estimulacion neta de la union del [*>S]GTPyS tras la estimulacion del receptor 5-HT1a se calculd
con la diferencia entre el valor la unién basal y la uniéon obtenida en presencia del agonista.

Evaluacién del autorreceptor 5-HT1a

[PH]3-0H-DPAT

Autorradiogragia cuantitativa
(Unién al receptor)

TR T

L L LT T PR R R A

Olras vias
. iransduccionales

Autorradiografia funcional
(Expresién de la proteina Gi Gip i,
acoplada al receptor) [PSIGTRYS

Figura 4. Evaluacion del autorreceptor 5-HTa por autorradiografia

9.4.4. Cuantificacion tisular 5-HT y 5-HIAA

Mediante la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) se
puede realizar la cuantificacion del contenido tisular de monoaminas en un homogeneizado. Este
procedimiento consiste en la separacion de los compuestos de una muestra mediante
interacciones fisicas y quimicas entre las moléculas. La concentracion de catecolaminas presentes
en la muestra es calculada a partir de los cambios en el voltaje producidos por la oxidacion de
estos utilizando una curva previamente calculada (Peat, M. A. and Gibb, J. W. 1983)

En condiciones fisioldgicas, los niveles cerebrales de 5-HT y el metabolito 5-HIAA se
mantienen constantes, debido a que la sintesis y degradacion de estas moléculas son iguales. Se
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denomina recambio a la cantidad de un neurotransmisor que es metabolizado o transportado fuera
de una célula (Korf, J. 1981). La tasa de recambio de 5-HT es un indicador confiable de la
actividad neuronal (Neff, N. H. and Tozer, T. N. 1968). Para determinar la correlacion entre la
estimulacion de la proteina Gi acoplada al autorreceptor 5-HT1A y el recambio de 5-HT, se
cuantificaron los niveles tisulares del neurotransmisor y su metabolito.

9.4.4.1. Extraccién de aminas

Para la evaluacion del contenido tisular de 5-HT y su metabolito 5-HIAA, se utilizo el
método descrito por Peat MA, et al. (1983). El tejido se identificd de acuerdo con el nivel de
seccion y se homogeneizd inmediatamente en 90 ul de acido perclorico (HC1O4; 0.1 M) en frio.
Los homogenados se centrifugaron a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C con una
microcentrifuga Beckman. El sobrenadante se filtro6 con filtros Nalgene de 0.45 pm (4 mm;
F2604) y se resuspendid en acido perclérico (0.1 M) en proporcion 1:250. La pastilla restante se
uso para determinar la cantidad de proteinas, de acuerdo con el método descrito por Bradford, et
al (1976).

El contenido tisular de 5-HT y 5-HIAA se analizd mediante un procedimiento de
deteccion fluorométrica por cromatrografia liquida de alta resolucion (High-performance liquid
chromatography, HPLC, por sus siglas en inglés), de acuerdo con el método descrito por
Clinckers et al. (2004). Brevemente, la fase movil consistio en buffer de acetonitrilo (95:5; pH
3.35) compuesto por: acetato de sodio (25 mM), EDTA disoédico (0.01 mM), acido citrico (25
mM) y acido 1-Octanesulfonico (I mM). Los homogenados se inyectaron de forma directa en el
automuestrador. Se utilizé un sistema de fase reversa consistente en una columna C18 (3 um) de
2.1 x 50 mm Atlantis (Waters®, U.S.) acoplado a una pre-columna (Nova-Pack, Waters®) por la
cual se hizo pasar la fase movil descrita anteriormente, utilizando bombas (Waters 515) a
velocidad de flujo de 0.35 mL/min. La detecciéon de 5-HT y 5-HIAA se realiz6 mediante un
detector electroquimico (Waters® modelo 2465, U.S.) a un potencial de 450 mV y temperatura
de 30°C, cuantificandose por medicion del area de cada pico comparada contra la curva estandar.
La curva estandar se realizo utilizado estandar de 5-HT (Sigma H9523, PM 212.68) y 5-HIAA
(Sigma H8876, PM 191.18). Se prepar6 una solucion de 100 uM de cada compuesto, al pesarse
0.5 mg de cada estandar y solubilizarlos en HC1O4 0.1M (1 mL). Posteriormente se realizd una
dilucion 1:100 (con 990 pL HCIO4 0.1 M), y, finalmente, diluciones para obtener
concentraciones de estandar de 500, 250, 100 y 50 nM. La cuantificacion se realiza por la
medicion del area bajo la curva (AUC, en inglés) al interpolar los datos obtenidos en la curva de
calibracion de los estandares. La curva de calibracion de los estandares se obtiene mediante una
regresion lineal.

9.44.2. Extraccion de proteinas

Con el propdsito de expresar el contenido tisular en mg de proteina, se procedio a
determinar los niveles proteicos de todas las muestras analizadas. Brevemente, el método de
Bradford consiste en la cuantificacion de la union de un colorante (Azul de Coomassie G-250) a
la proteina, comparando esta union con la de diferentes cantidades de una proteina estandar
(Albumina de Suero Bovino). La cuantificacion se hace midiendo la absorbancia en un
espectrofotometro, a 595 nm, y graficando la absorbancia contra la concentracion de proteinas,
obteniendo una curva de calibracion de la proteina estandar. Con esta curva de calibracion, se
puede interpolar la concentracion de proteinas en una muestra al medir su absorbancia a 595 nm.

Para realizar este procedimiento se prepararon alicuotas disolviendo 5 pL de la pastilla
suspendida en 45 puL de agua Milli-Q. A esta dilucion se le anadieron 250 pL del reactivo de
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Bradford y se cubrié durante 10 minutos antes de realizar la deteccion de absorbancia (Kruger, N.
J. 1994). A partir de la curva estandar se calculd la concentracion de proteina presente en las
muestras a partir de la absorbancia obtenida para cada una.

9.4.4.3. Recambio de 5-HT

El recambio de 5-HT representa la diferencia entre la cantidad del neurotransmisor que se
transporta y libera en el espacio sindptico y la cantidad que se sintetiza para reabastecer la reserva
celular (Curzon, G. 1981). El recambio de 5-HT representa la razon entre la cantidad de 5-HIAA
y 5-HT (5-HIAA:5-HT). Los valores altos representan mayor metabolismo de 5-HT, mientras
que valores por debajo de la unidad traducen menor metabolismo de 5-HT. La disponibilidad de
5-HT para el metabolismo intraneuronal depende del balance entre la liberacion de 5-HT y la
entrada de 5-HT al axoplasma por recaptura del neurotransmisor del espacio sinaptico (Barton, D.
A., Esler, M. D. et al. 2008).

9.4.5. Analisis estadistico

9.4.5.1. Tamafo de la muestra
Muestra a conveniencia. Se obtuvieron, de forma consecutiva, tallos cerebrales de 15
sujetos.

9.4.5.2. Andlisis estadistico

Los valores se expresan en Media + Error estindar de la media. El coeficiente de
correlacion de Pearson se calculd para establecer correlaciones significativas (p<0.05) entre la
densidad autorradiografica (unidon al receptor 5-HTia y estimulacion de la proteina G;) por
subnucleos, niveles neuroanatdmicos, concentracion tisular de 5-HT y 5-HIAA y la edad. Se
utilizaron los programas estadisticos STATA v. 12 (StataCorp LLC, College Station, TX, USA) y
Prism (GraphPad Software, Inc. CA, USA).

10. CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio cuenta con la aprobacion del comité de bioética del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV) y del Servicio Médico Forense (SEMEFO)
de la Ciudad de México. Los experimentos en tejidos de seres humanos se realizaron de acuerdo
con lo establecido en los articulos comprendidos en el Reglamento de la Ley General de Salud en
materia de control sanitario de la disposicion de 6rganos, tejidos y cadaveres de seres humanos, y
del Reglamento de la Ley General en Salud en Materia de Investigacion para la Salud.

11. RESULTADOS

11.1. Muestras

Se recolectaron 15 muestras de tejido de tallo cerebral, 5 muestras de mujeres y 10 de
hombres, con edad promedio de 33.6 (DE 16.2; rango 12-73) afos. La principal causa de muerte
fue por asfixia (n=5; 33.3%). El intervalo postmortem promedio entre la muerte y la diseccion del
tejido y congelacion fue de 14.93 (DE 2.9) horas (Tabla 2). Se realizaron cortes del tejido y se
montaron en laminillas para los procedimientos experimentales: 1) identificacion histoldgica del
DRN; 2) autorradiografia cuantitativa; 3) autorradiografia funcional, y 4) cuantificacion tisular de
5-HT y 5-HIAA.

26



Tabla 4. Casos analizados

Caso Edad Género 1P Causa de muerte
S2 29 M 18 Policontusion
S3 30 M 12-14 Lesion por proyectil de arma de fuego
S4 40 M 12-14 Lesion por proyectil de arma de fuego
S7 45 M 18 Asfixia
S8 73 M 15 Complicaciones de Diabetes Mellitus
S9 33 F 12 Traumatismo toracico

S10 36 M 12 Lesion por proyectil de arma de fuego

S11 12 F 14 Asfixia

S14 45 F 10 Desconocido

S16 25 M 18 Herida punzocortante en térax

S17 55 M 14-16 Trauma téraco-abdominal

S18 22 F 12 Trauma téraco-abdominal

S19 17 F 18 Asfixia

S20 16 M 18 Asfixia

S21 16 M 18 Asfixia

M: Masculino; F: Femenino; IP: Intervalo postmortem en horas.

11.2. Histologia

El DRN se observé en cuatro niveles rostro caudales de acuerdo con lo descrito por Baker
et al. (1990, 1991; Figura 2). El nivel 1 se localizd en el limite rostral del nucleo troclear (IV) o
2.75 mm rostral a la union entre el mesencéfalo y puente (istmo). El nivel 2 se defini6 hasta 1.7
mm rostral al istmo, el nivel 3 se localizé a 0.5 mm rostral al istmo y el nivel 4 se estudi6 a nivel
del istmo (Baker, K. G., Halliday, G. M., Hornung, J. P. ef al. 1991; Baker, K. G., Halliday, G.

M. et al. 1990).
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Figura 5. Nicleo del raf¢ dorsal humano. localizacion neuroanatomica y expresion del autorreceptor 5-1Tia v la proteina G acoplada. EI DRN se localizo con cortes histologicos
tefiidos con Luxol-Fast Blue (A, E. I. M). La union al autorreceptor 3-HT1a por autorradiografia cuantitativa sirvio para delinear los subniicleos DRd. DRv. DRvl. DRif'y DRe (B,
F. J. N). Los autorradiogramas en los que se evalud la union al autorreceptor 5-HTia (C, G, K. O) y la estimulacion de [PS]GTPyS (D, H, L, P) se modificaron a escala colorimétrica
usando Imagel (NTH. EL). El nivel 1 se localizé en el limite rostral del niicleo troclear (IV) hasta | mm rostral a la union entre el mesencéfalo y puente (istmo: A-D). 2) El nivel 2
se definio hasta 1.7 mm rostral al istmo (E-H). 3) El nivel 3 se localizo a 0.5 mm rostral al istmo (1-1). 4) EI nivel 4 s¢ observo a nivel del istmo (M-Q).

Aqy *: Acueducto: PG: Sustancia gris periacueductal.

Corroboramos la subdivision anatémica del DRN, de acuerdo con lo descrito previamente
por Baker et al. 1990. Esta subdivision sirvié como referencia y correspondié con la union al
receptor 5-HT1a, demostrada por autorradiografia cuantitativa. Con esto, confirmamos que existe
correlacion espacial entre la division neuroanatomica del DRN y la presencia de receptores 5-
HT1a en las neuronas que pertenecen a sus subnucleos.

11.3. Los niveles caudales del DRN presentan mayor union al autorreceptor 5-HT1a

Los niveles de unién a [*’H]8-OH-DPAT se analizaron por subntcleo y a lo largo del eje
rostrocaudal del DRN (Tabla 5; Figura 6). Los subnucleos mostrd tendencia a presentar mayores
valores de union al autorreceptor 5-HT1a en los niveles caudales del DRN. El DRd, el subnucleo

28



con mayor volumen reportado en la literatura (Baker, K. G., Halliday, G. M. et al. 1990), mostrd
niveles crecientes en la unién al autorreceptor: en el nivel 1 fue de 35.0+7.9 fmol/mg de proteina,
el menor valor encontrado, en el nivel 2 fue de 91.3+15.9 fmol/mg de proteina, y alcanzo la
maxima union en el nivel 3 (158.5+44.9 fmol/mg de proteina).

El subnucleo DRv mostré tendencia similar de unidon al autorreceptor 5-HTia en los
niveles caudales del DRN. En el nivel 1 encontramos el menor valor expresado (42.5+12.3
fmol/mg de proteina), mientras que aumentd a 134.3+23.8 fmol/mg de proteina en el nivel 2 y el
valor maximo se obtuvo en el nivel 3 (173.5428.6 fmol/mg de proteina).

El subnticleo DRvl, presente Ginicamente en el nivel 2, mostr6 la mayor densidad de unién
al autorreceptor 5-HT1a (194.1£33.5 fmol/mg de proteina) de todos los subntcleos del DRN.

El subnucleo DRif se observo en todos los niveles evaluados y mostr6 la menor union al
autorreceptor 5-HT1a en el nivel 1 (37.8+£11.5 fmol/mg de proteina). Los niveles de union fueron
aumentando, de tal forma que el nivel 2 mostrd 162.5+30.5 fmol/mg de proteina y en el nivel 3
alcanz6 la mayor unién (166.1£32.1 fmol/mg de proteina). La unién al autorreceptor disminuyo
levemente en el nivel 4 (111.2+£22.9 fmol/mg de proteina).

El subnucleo DRc se localizo en el nivel mas caudal del DRN, mostrando densidad de
union al autorreceptor 5-HT1a de 153.6+41.4 fmol/mg de proteina.

Al analizar por nivel total, la unidon al autorreceptor 5-HTia fue menor en el nivel 1
(38.45+8.33 fmol/mg de proteina) a comparacion de los niveles 2 (151.3+£21.4 fmol/mg de
proteina; ANOVA p<0.001), nivel 3 (158+£27.2 fmol/mg de proteina; p<0.0001) y nivel 4
(136.9+32.6 fmol/mg de proteina; p=0.2). La unién al autorreceptor 5-HT entre los niveles 2 y
3 no fue significativa (p=0.19). Por otro lado, la union al autorreceptor 5-HT1a fue mayor en el
nivel 2 y 3 a comparacion del nivel 4 (p<0.0001 y p=0.0055, respectivamente).

En resumen, a partir del nivel 2 del DRN se observé mayor unién de [*H]8-OH-DPAT al
autorreceptor 5-HT1a. Los niveles 2 y 3 mostraron la mayor unién al autorreceptor.

Tabla 5. Unién de [*H|8-OH-DPAT al receptor 5-HT14 en subnticleos del
rafé dorsal del mesencéfalo y puente humano

Subniicleo Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
DRd 35.0£7.9 91.3+15.9 158.5+44.9 NP

DRv 42.5+12.3 134.3+£23.8 173.5+£28.6 NP

DRuvl NP 194.14£33.5 NP NP

DRif 37.8+11.5 162.5£30.5 166.1£32.1 111.2422.9
DRc NP NP NP 153.6+41.4

Valores en Media + EEM, unidades en fmol/mg de proteina; NP: No presente en el nivel.
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Figura 6. Union al receptor 5-HT 4 en el rafé dorsal humano. La union

al autorreceptor se presenta por subniicleo y su expresion por nivel analizado del
DRN. Los niveles 2 y 3 mostraron mayor union al autorreceptor 5-HT 4.

11.4. Los niveles caudales del DRN muestran mayor estimulacion de la proteina G;

acoplada al autorreceptor 5-HT1a

Se evalu6 el porcentaje de estimulacion de la proteina Gi acoplada al autorreceptor 5-
HT;a mediante el ensayo de unién a [*>S]GTPYS. Se encontrd aumento no significativo en los
niveles caudales del DRN a presentar mayor porcentaje de estimulaciéon de la proteina Gj
acoplada al autorreceptor 5-HT1a (Nivel 3 y 4; Tabla 4; Figura 4).

El DRd mostré niveles crecientes en el porcentaje de estimulacion de la proteina Gj
acoplada al autorreceptor 5-HTa: en el nivel 1 fue de 45.0% +12.9%, en el nivel 2 fue de 54.5%
+10.1%, y alcanz6 el maximo porcentaje de estimulacion en el nivel 3 (64.3% +17.9%).

El porcentaje de estimulacion de la proteina Gi acoplada al autorreceptor 5-HTia del
subnticleo DRv mostr6 mayor valor respecto a los niveles caudales del DRN. En el nivel 1
presentd el menor porcentaje de estimulacion (44.7% £10.2%). Observamos aumento al 50.4%
+8.6% en el nivel 2 y el valor maximo se obtuvo en el nivel 3 (60.2% £16.9%).

El subntcleo DRvI, a pesar de presentar la mayor union al autorreceptor 5-HT1a, mostro
porcentaje de estimulacion de la proteina G; del 57.1% +9.4%.

Por otro lado, el subntcleo DRif presentd menor estimulacion de la proteina G; acoplada
al autorreceptor 5-HTia en el nivel 1 (43.8% +10.2%). En este subnucleo, el porcentaje de
estimulacion de la proteina G; acoplada al autorreceptor 5-HTa fue aumentando en los niveles
caudales, de tal forma que el nivel 2 mostr6 estimulacion del 52.9% +9.2%, en el nivel 3 fue del
60.7% +14.6%, y el mayor porcentaje de estimulacion se demostro en el nivel 4 (72.4% £14.9%).

El subntcleo DRc mostré alto porcentaje de estimulacion de la proteina Gi acoplada al
autorreceptor 5-HTia (70.1% +£15.2%). De interés resulta que los valores de union al
autorreceptor 5-HT1a y el porcentaje de estimulacion de la proteina Gi acoplada al autorreceptor
5-HTia fueron mayores en los niveles caudales del DRN. Sin embargo, no encontramos
correlacion estadistica entre ambos parametros en ningin subnucleo del DRN. A pesar de esto,
podemos inferir que, bajo estas condiciones experimentales, un porcentaje considerable de
autorreceptores 5-HT14 mantienen acoplamiento adecuado con la proteina Gj asociada.
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En resumen, a partir del nivel 2, se observd mayor estimulacion de la proteina G; acoplada
al autorreceptor 5-HT1a en el DRN. Esto traduce acoplamiento adecuado de la proteina G; al
receptor y funcionamiento estable de la neurotransmision serotoninérgica.

Tabla 6. Porcentaje de proteinas Gi activas y acopladas al autorreceptor 5-HT1a
en subnucleos del rafé dorsal del mesencéfalo y puente humano

Subniicleo Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
DRd 45.0+£12.9 54.5+£10.1 64.3£17.9 NP

DRv 44.7+10.2 50.4+8.6 60.2+16.9 NP

DRvl NP 57.1£9.4 NP NP

DRif 43.8+10.2 52.9+9.2 60.7+14.6 72.4+14.9
DRc NP NP NP 70.1£15.2

Valores en Media + EEM, unidades en porcentaje (%) de estimulacion; NP: No presente en el nivel.
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Figura 7. Estimulacion de la proteina G; acoplada al receptor

5-HT, en el rafé dorsal humano. En los niveles caudales de
cada subnticleo se observd mayor estimulacion de la proteina G;.

11.5. La concentracién tisular de 5-HT y 5-HIAA y el recambio de 5-HT son similares a

lo largo del DRN

Los niveles tisulares de 5-HT y su metabolito 5-HIAA fueron cuantificados con HPLC
por nivel analizado del DRN, en 14 de los 15 casos incluidos en el estudio (Tabla 5). En ocho
casos no fue posible analizar los niveles de 5-HT y 5-HIAA en el nivel 1 del DRN (8/14; 42.9%;
Ver métodos).

La concentracién de 5-HT y 5-HIAA en todos los niveles fue constante y similar. La
concentracion tisular promedio de 5-HT fue de 28.6 nM y del metabolito 5-HIAA de 17.5 nM en
el total del DRN. El recambio de 5-HT (5-HIAA/5-HT) promedio fue de 0.614 nM (EEM:
0.002). Esto traduce menor metabolismo de 5-HT en el DRN.

En resumen, los niveles tisulares de 5-HT y 5-HIAA, asi como el recambio de 5-HT se
mantienen constantes a lo largo del DRN. Sin embargo, el nivel de recambio de 5-HT obtenido
refleja menor metabolismo de 5-HT en el DRN.
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Tabla 7. Concentracion tisular de 5-HT y 5-HIAA por nivel
analizado del rafé dorsal

Nivel 1 Nivel 2*  Nivel 3*  Nivel 4"
5-HT 28.6+0.1 28.7£0.2 28.6+0.1 28.5+0.1
5-HIAA 17.4+0.1 17.5+0.1 17.7£0.1 17.5+0.1

Recambio de 5-HT
(5-HIAA/5-HT) 0.61+0.002 0.61+0.005 0.62+0.006 0.61+0.003

Media+EEM. Unidades en concentraciéon nanomolar [nM]. 'n=6; 'n=14.

11.6. La edad influye en la union al autorreceptor 5-HTia, la estimulacion de la
proteina G; acoplada al autorreceptor, la concentracion y recambio de 5-HT a nivel
del DRN

Se encontro relacion directamente proporcional entre la edad de los individuos y la unién
al autorreceptor 5-HTia en el subntcleo DRif del DRN (» = 0.5463; p = 0.043; Tabla 6). En los
demas subnucleos no se encontré aumento proporcional en la union al autorreceptor respecto a la
edad.

La estimulacion total de la proteina Gi fue mayor, a mayor edad, en el nivel 2 del DRN (r
= 0.6151; p = 0.015; Tabla 8). Por otro lado, en cada uno de los subnucleos del nivel 2 se
encontrdé mayor estimulacion de la proteina Gi conforme a mayor edad [DRvl (r = 0.6958; p =
0.004); DRd (r = 0.5784; p = 0.024); DRv (r = 0.437; p = 0.024); DRif (» = 0.5388; p = 0.038)].
Estos resultados indican que a mayor edad del sujeto existe mayor estimulacion de la proteina G;
acoplada al receptor 5-HTa en todos los subnticleos del nivel 2 del DRN.

El recambio de 5-HT en el nivel 2 del DRN mostré menor valor en relacion con mayor
edad (r =-0.6376; p = 0.019). Ademas, se encontré6 mayor concentracion tisular de 5-HT total en
el nivel 2 con el aumento de edad (» = 0.7388; p = 0.003). El resto de los niveles del DRN no
mostraron cambios con la edad en los valores del recambio de 5-HT. Esto indica disminucion en
el metabolismo de 5-HT en el nivel 2 del DRN.

En conjunto, los resultados muestran diferencias relacionadas con la edad en el sistema
serotoninérgico del DRN, a lo largo del eje rostro-caudal. Mientras que, a mayor edad, hay mayor
unién al autorreceptor 5-HTia en subnucleos caudales (DRif), la mayor estimulacion de la
proteina Gi acoplada al autorreceptor 5-HTia y el menor recambio de 5-HT se encuentran en el
nivel 2. Por lo tanto, el recambio de 5-HT disminuye con la edad en el nivel medio-rostral del
DRN (nivel 2), a pesar de la mayor estimulacién, a mayor edad, de la proteina G; acoplada al
autorreceptor 5-HTa.
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Tabla 8. Correlacion entre edad de los sujetos de estudio y los diferentes
parametros evaluados (unién al autorreceptor 5-HT1a, estimulacion de la
proteina Gi acoplada al autorreceptor 5-HT1a y niveles tisulares de 5-HT y
5-HIAA) en el nucleo del rafé dorsal

Edad vs Pearson r p n
Union al autorreceptor 5-HT1A
DRd -0.2286 0.413 15
DRv -0.1336 0.635 15
DRvl -0.2196 0.432 15
DRif -0.1319 0.639 15
DRc 0.1588 0.572 15
Nivel 1 0.03685 0.896 15
Nivel 2 -0.1318 0.640 15
Nivel 3 -0.3812 0.161 15
Nivel 4 0.2953 0.285 15

Estimulacién de [*S]GTPyS

DRd 0.401 0.138 15
DRv 0.4326 0.107 15
DRif 0.3035 0.272 15
DRc 0.1983 0.479 15

Nivel 1 -0.1913 0.573 11

Nivel 3 0.1265 0.653 15
Nivel 4 0.2453 0.378 15

Concentracion tisular de aminas

5-HT 0.1501 0.609 14
5-HT Nivel 1 -0.1939 0.713 6
5-HT Nivel 3 -0.125 0.670 14
5-HT Nivel 4 -0.4353 0.120 14
5-HIAA 0.177 0.545 14
5-HIAA Nivel 1 -0.6418 0.170 6
5-HIAA Nivel 2 -0.08322 0.777 14
5-HIAA Nivel 3 0.02688 0.927 14
5-HIAA Nivel 4 0.2267 0.436 14
Metabolismo de 5-HT 0.0317 0914 14
Metabolismo de 5-HT Nivel 1 -0.5592 0.249 6
Metabolismo de 5-HT Nivel 2 -0.6376 0019 14
Metabolismo de 5-HT Nivel 3 0.08402 0.775 14
Metabolismo de 5-HT Nivel 4 0.4008 0.156 14
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12. DISCUSION

En este estudio de tejido cerebral humano, analizamos el sistema serotoninérgico del
DRN, de acuerdo con la division neuroanatomica por subnucleos y niveles. Se evalu6 la
capacidad de union al receptor 5-HTa por un agonista especifico marcado ([°’H]8-OH-DPAT), la
capacidad de estimulacion de la proteina Gi acoplada al receptor 5-HTa, el recambio de 5-HT y
la influencia de la edad en estos parametros.

El DRN es un nucleo importante del rafé, implicado en funciones vitales y con
proyecciones eferentes distribuidas en gran parte del cerebro (Hornung, J.-P. 2003). Es el
principal centro serotoninérgico y su funcion esta regulada, en gran medida, por el autoreceptor
5-HTia y los niveles de 5-HT (Polter, A. M. and Li, X. 2010; Sprouse, J. S. and Aghajanian, G.
K. 1987; Stamford, J. A., Davidson, C. et al. 2000). Estudios previos han caracterizado la
densidad de union al receptor 5-HTia en los subnucleos del DRN humano (Arango, V.,
Underwood, M. D. et al. 2001; Benwell, M. E., Balfour, D. J. et al. 1990; Biegon, A., Kargman,
S. et al. 1986; Dillon, K. A., Gross-Isseroff, R. et al. 1991a; Hall, H.. Lundkvist, C. et al. 1997;
Hover, D., Pazos, A. et al. 1986; Marazziti, D., Marraccl, S. ef al. 1994; Palego, L., Giromella, A.
et al. 1999; Paterson, D. S., Belliveau, R. A. et al. 2004; Pazos, A., Probst, A. et al. 1987a) y
demostrado que la densidad del receptor varia de acuerdo al nivel y subnucleo analizado (Pazos,
A., Probst, A. et al. 1987a; Stockmeier, C. A., Shapiro, L. A. ef al. 1996). Sin embargo, ninguno
ha estudiado el sistema serotoninérgico (densidad de unidn, capacidad de activacion de la
proteina Gi y niveles tisulares de 5-HT/5-HIAA) en el DRN y su correlacion con la edad.

Se encontr6 que la edad influye de manera positiva en la unién al receptor 5-HT 4 en los
niveles caudales del DRN. Por otra parte, la estimulacion de la proteina G; acoplada al
autorreceptor es mayor en el nivel medio rostral (nivel 2), conforme incrementa la edad. Esto
ultimo se asocid con mayor nivel de 5-HT y menor recambio de 5-HT en este nivel.

Bajo estas condiciones experimentales, el intervalo postmortem no influy6 en la union al
receptor 5-HTia. Esto indica que el tejido utilizado estd en buenas condiciones y los resultados
son confiables. Por otro lado, el intervalo postmortem modificé la estimulacion de la proteina G;
en el subnucleo DRc, el subntcleo mas caudal, sin afectar el porcentaje de activacion de la
proteina G;j en el resto del DRN (ver més adelante).

12.1. Existe mayor union al autorreceptor 5-HT 1A en los niveles caudales del DRN

Este estudio confirma la distribucion subregional del receptor 5-HTia humano,
demostrada anteriormente a lo largo del eje rostrocaudal del DRN (Hornung, J.-P. 2012).
Encontramos diferencias significativas en la densidad de union al receptor 5-HTia entre
subnucleos y niveles analizados. En los niveles anatomicos analizados, los valores de densidad de
union en el nivel 1 fueron significativamente menores a comparacion de niveles caudales,
mientras que el nivel 3 present6d la mayor densidad de union total al receptor. En el estudio de
Stockmeier et al (1996), el nivel 1 (aproximadamente 2.75 mm rostral al istmo), mostré la menor
densidad de unién al receptor 5-HTia, mientras que el nivel 2 (1.75 mm rostral al istmo,
aproximadamente) mostrd la mayor densidad de union total (Stockmeier, C. A.. Shapiro, L. A. et
al. 1996). Las diferencias respecto a nuestros resultados pueden deberse a la definicion de limites
citoarquitectonicos entre subnucleos. En nuestro estudio analizamos los cortes por histologia con
el método de Kliiver-Barrera contrastado con Nissl, mientras que Stockmeier et al (1996)
utilizaron inmunohistoquimica contra TrpOH, para definir los grupos neuronales. Estudios
previos han demostrado buena correlacién neuroanatomica entre la presencia de neuronas
serotoninérgicas (evaluadas con inmunohistoquimica para PH8 y/o TrpOH) y la densidad del
receptor 5-HTia. Se ha descrito mayor proporcion de neuronas serotoninérgicas en niveles
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caudales del DRN, medido por morfometria e inmunohistoquimica para PH8 (Matthews, P. R.
and Harrison, P. J. 2012). En contraste, otros autores han demostrado que la mayor cantidad de
neuronas serotoninérgicas se encuentra en el DRd (61% del total de neuronas del DRN, 28% del
numero total de neuronas serotoninérgicas) (Hornung, J.-P. 2012). En nuestro estudio, no
realizamos inmunohistoquimica para evidenciar neuronas serotoninérgicas, y estd bien descrito
que la poblacion neuronal en el DRN es heterogénea (Baker, K. G., Halliday, G. M., Hornung, J.
P. et al. 1991), con coexistencia de somas neuronales no serotoninérgicos (Kiyasova, V.,
Bonnavion, P. et al. 2013), lo que pudo influir en la delimitacién entre subnucleos por
histoquimica convencional.

Por otro lado, la mayor expresion para el autorreceptor 5-HTia, cuantificada por
autorradiografia, se localizé en el subnlicleo DRvI. Este resultado concuerda con lo reportado
anteriormente (Stockmeier, C. A., Shapiro, L. A. et al. 1998; Stockmeier, C. A., Shapiro, L. A. et
al. 1996) y estd en relacion con la mayor presencia de neuronas serotoninérgicas
(inmunoreactivas a TrpOH) por mm?® (Baker, K. G., Halliday, G. M., Hornung, J. P. et al. 1991;
Baker, K. G., Halliday, G. M. et al. 1990). Los resultados reportados por Stockmeier et al (1998)
respecto a la mayor unién al autorreceptor, medida por autorradiografia, en los niveles medios del
DRN, definidos en su estudio como D y E, concuerdan con la presencia del subnucleo DRvl en
estos niveles. Mientras que en el estudio mencionado se reportan niveles de ~600 fmol/mg de
proteina, la union al receptor 5-HT1a en nuestro estudio fue significativamente menor (198.6
fmol/mg de proteina). La unica diferencia metodologica entre los estudios de union al receptor 5-
HT1A y el nuestro, es la actividad especifica del [°’H]8-OH-DPAT utilizado. Nosotros utilizamos
el agonista especifico (8-OH-DPAT) con actividad especifica de 124 Ci/mmol (PerkinElmer,
MA, USA), mientras que Pazos et al (1987) utilizé el marcador con actividad especifica de 116
Ci/mmol(Pazos, A., Probst, A. et al. 1987a), Dillon et al (1991) reportan diferentes valores de
actividad especifica (171, 178, 179 o 187 Ci/mmol) (Dillon, K. A.. Gross-Isseroff, R. et al.
1991a), Stockmeier et al (1996) reportd el uso del ligando con actividad especifica de 135.5 o
147.2 Ci/mmol (Stockmeier, C. A., Shapiro, L. A. et al. 1996), y, finalmente, Stockmeier et al
(1998) utilizaron el marcador con actividad especifica de 154.3 Ci/mmol (Stockmeier, C. A.,
Shapiro, L. A. et al. 1998). En otros estudios que evaliian el receptor 5-HT1a en el DRN, no se
reporta la actividad especifica del agonista marcado con tritio. Teoricamente, el uso de un ligando
radiactivo con actividad especifica alta puede aumentar, a modo de error sistematico, la densidad
de unidn total a un receptor particular (Yamamura, H. [., Enna, S. J. ef al. 1990). Los diferentes
métodos de sustraccion de la unidn inespecifica pueden explicar los valores de la densidad
autorradiografica reportados en los estudios previos y en el nuestro.

12.2. Hay mayor estimulacion de la proteina G; acoplada al autorreceptor 5-HT 14 en los

niveles caudales del DRN

Analizamos el marcaje de [**S]GTPyS inducido por un agonista en cortes rostrocaudales
del DRN humano por autorradiografia para visualizar la activacion de la proteina G; asociada
(Harrison, C. and Traynor, J. R. 2003). Encontramos que todos los subnucleos del nivel medio
(nivel 2), muestran mayor porcentaje de estimulacion de la proteina G; acoplada al autorreceptor
5-HTia conforme aumenta la edad.

En tejido humano postmortem, la cuantificacion autorradiografica de la proteina Gio
activada por el 8-OH-DPAT, agonista especifico del receptor 5-HTia, representa una técnica
efectiva para el estudio funcional y neuroanatdmico en areas pequefias del sistema nervioso
(Elliott, J. and Reynolds, G. P. 1999). Utilizamos el agonista especifico 8-OH-DPAT, cuya unién
al receptor 5-HTia ocurre unicamente durante la conformacion de alta afinidad cuando el
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receptor se encuentra acoplado a la proteina Gi. Este es el primer estudio en evaluar el estado
funcional de la proteina Gi acoplada al receptor 5-HT1a de forma integral por subnucleo y nivel
rostrocaudal del DRN humano.

Hasta la fecha, no hay estudios publicados que evalten, en tejido humano postmortem, la
estimulacion de la proteina Gj asociada al autorreceptor 5-HT1a en el DRN y sus cambios con la
edad. Rodriguez-Puertas y cols. (2000) describieron la densidad neta de estimulacion de la
proteina Gi en el DRN con patréon anatdmico similar a los ensayos de unidn para el receptor 5-
HTia en tejido humano (Rodriguez-Puertas, R., Gonzalez-Maeso, J. et al. 2000). En nuestro
estudio, ademads, se observo que el porcentaje de estimulacion de la proteina Gi fue mayor en los
niveles caudales del DRN, con patron neuroanatomico similar al ensayo de union al autorreceptor
(Tabla 4; Fig 4). A pesar de esto, en ningin subnucleo o nivel del DRN encontramos correlacion
entre la union al autorreceptor 5-HT 14 y la estimulacion de la proteina G; asociada.

Se encontrd disminucidon en la activacion de la proteina Gi conforme incrementa el
intervalo postmortem en el subnucleo DRc (r=-0.5876, p=0.021). El resto de los subnucleos no
mostraron esta correlacion. Un estudio en membranas corticales reportd que el tiempo de
almacenamiento de las muestras se relaciona con la disminucion en la unién basal a [**S]GTPyS
(Gonzalez-Maeso, J., Torre, 1. et al. 2002). En este mismo estudio, los autores no encontraron
correlacion entre la estimulacion neta de [*>°S]JGTPyS inducida por 8-OH-DPAT vy la edad. Los
resultados del presente trabajo confirman que la actividad de la proteina G; estd conservada en el
tejido humano postmortem, aun tras largos periodos de recoleccion postmortem en el laboratorio.
Ademas, los valores de unidn al autorreceptor 5S-HT1a no se vieron modificados por el intervalo
postmortem, lo que refleja la viabilidad del tejido y la confiabilidad de los resultados.

En el presente estudio, analizamos tejido de sujetos sin enfermedad neuropsiquiatrica
demostrada, sin embargo, desconocemos el historial clinico completo respecto al uso
farmacoldgico de sustancias que afecten el sistema serotoninérgico. La historia clinica y personal
de los sujetos de estudio respecto al consumo de farmacos pudo influir en la activacion de la
proteina G; en el DRN. Estudios en modelos animales han demostrado que, posterior a la
administracion cronica de agonistas farmacologicos, la desensibilizacion somatodendritica del
autorreceptor 5-HT 1 reside en la disminucion de la capacidad del receptor 5-HTa para activar a
la proteina Gj en el DRN, efecto que puede corresponder con la internalizacion del receptor y
desacoplamiento de la proteina G; (Hensler, J. G. 2003; Hensler, J. and Durgam, H. 2001).

12.3.  Niveles tisulares de 5-HT y 5-HIAA y recambio de 5-HT

La concentracion tisular de 5-HT y el metabolito 5S-HIAA fueron similares en todos los
niveles analizados. Por otro lado, el recambio de 5-HT, indice del metabolismo del
neurotransmisor, present6 niveles similares a lo largo del eje rostrocaudal del DRN, sin embargo,
su valor total fue significativamente menor a lo reportado previamente. En tallo cerebral de
sujetos control, Bach y colaboradores (2014) encontraron niveles de recambios de 5-HT de 15.3
pmol/mg de proteina (Bach, H., Huang, Y. Y. ef al. 2014). Se sabe que el nivel de 5-HT o 5-
HIAA disminuye en tallo cerebral de sujetos con depresion y suicidas. En el estudio no fue
posible determinar la historia clinica de depresion o trastornos neuropsiquiatricos en los sujetos
de estudio. Los niveles bajos del recambio de 5-HT pueden estar en relacion con disminucion en
la degradacion de la 5-HT en tallo.

12.4. Influencia de la edad en el sistema serotoninérgico del DRN
Estudios previos en tejido humano han descrito disminucion en la expresion proteica,
genética y los sitios de union a los receptores 5-HTia en corteza cerebral (Arango, V.,
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Underwood, M. D. et al. 1995; Arranz, B., Eriksson, A. et al. 1993; Burnet, P. W., Eastwood, S.
L. et al. 1995; Marazziti, D., Marracci, S. et al. 1994; Pasqualetti, M., Nardi, 1. et al. 1996). En
pocos estudios se ha evaluado la influencia de la edad sobre el estado morfolégico y funcional del
receptor 5-HTia en el DRN (Dillon, K. A., Gross-Isseroff, R. et al. 1991a; Stockmeier, C. A.,
Shapiro, L. A. et al. 1996). En nuestro estudio, encontramos que, a mayor edad, existe mayor
funcionalidad del receptor en los subnucleos DRd, DRv, DRvIl y DRif del nivel 2. Esto sugiere
que los nucleos del nivel 2 muestran mayor activacion del autorreceptor 5-HTia, lo que
disminuye la sintesis de 5-HT y el tono serotoninérgico de estos nucleos. Esto es importante, ya
que la mayoria de las neuronas serotoninérgicas del DRN se localizan en la porcion rostral,
constituida por los subnucleos DRd, DRv, DRif y DRvl (Baker, K. G., Halliday, G. M. et al.
1990). Las proyecciones eferentes de estos nucleos se dirigen al telencéfalo, particularmente la
corteza cerebral, neoestriado, amigdala, septum lateral y sustancia negra (Hornung, J.-P. 2012).
La disminucidn en la produccion de 5-HT, originada en estos subnucleos del DRN, a mayor edad,
puede estar relacionada con el desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos como depresion y
ansiedad, asi como trastornos del suefio (Hornung, J.-P. 2003). Estos trastornos son mas
prevalentes en poblacion adulta mayor.

Encontramos correlacion directamente proporcional entre la unidén al autorreceptor 5-
HTia y mayor edad en el subnucleo DRif. Esto contrasta con lo reportado por Stockmeier et al.
(1996), quienes encontraron que, a mayor edad, disminuye la unién al receptor 5-HT 14 en el nivel
2 (Stockmeier, C. A., Shapiro, L. A. et al. 1996). Los autores discuten que el rango de edad de los
sujetos incluidos en el andlisis es corto (46-67 afios) y no refleja los cambios asociados con la
edad previamente descritos (Dillon, K. A., Gross-Isseroff, R. et al. 1991a; Middlemiss, D. N.,
Palmer, A. M. et al. 1986). Ademas, el tamafio de muestra es pequefio (n=7). En el presente
estudio incluimos 15 muestras de sujetos sin enfermedad neurologica registrada, con rango de
edad de 12-73 afios (media 33.6). S6lo incluimos tejido de un individuo de 73 afos, lo cual puede
explicar la baja correlacion entre los parametros evaluados y la edad de los sujetos. El rango de
edad y el tamafio de la muestra pueden ser factores que permitan evidenciar correlaciones con los
niveles de union y funcionalidad del receptor 5-HT.

Con la edad existe disminucion de células serotoninérgicas sin cambio en la 5-HT total
del DRN. Esto puede deberse a un decremento en la sefializacion del receptor 5-HT1a, ya sea
acoplamiento inadecuado o activacion disminuida de la proteina G; acoplada.

12.5. Implicaciones clinicas

Cabe recordar que las proyecciones neuronales del DRN corresponden a axones con
varicosidades pequefias que, en la corteza cerebral, se distribuyen a lo largo de todas las areas y
capas, con mayor concentracion en la capa IV neocortical y en las areas sensoriales primarias.
Estas varicosidades no forman sinapsis verdaderas, sino representan un sistema de transmision de
volumen, que contribuye a la regulacion de la actividad celular neocortical (Hornung, J.-P. 2003).

A comparacién de los niveles 2, 3 y 4, el nivel 1 mostrd6 menor estimulacion de la
proteina G; acoplada al receptor 5-HTia. Las neuronas serotoninérgicas de estos subnucleos
(DRd, DRv y DRIif) tienen proyecciones eferentes a estructuras telencefalicas involucradas en el
control emocional e implicadas en trastornos de ansiedad y depresion, que incluyen el nicleo
basolateral y central de la amigdala, el ntcleo de la estria terminal y la corteza prefrontal
ventromedial. Ademads, el subnucleo DRd envia proyecciones colaterales a estructuras
relacionadas que modulan el comportamiento de miedo y ansiedad, como el hipocampo y la
corteza entorrinal (Paul, E. D. and Lowry, C. A. 2013). La corteza prefrontal y del cingulo
reciben una gran cantidad de fibras nerviosas provenientes del DRN (Puig, M. V. and Gulledge,
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A. T. 2011). La menor estimulaciéon de la proteina G; acoplada al autorreceptor 5-HTia en el
nivel 1 del DRN puede contribuir con alteraciones en la neurotransmision del DRN a la corteza
prefrontal, favoreciendo el desarrollo de trastornos neuropsiquidtricos.

Se sabe que la activacion del autorreceptor 5-HTia en el DRN suprime la descarga
neuronal, disminuyendo la liberacion de 5-HT a nivel sinaptico en las proyecciones telencefalicas
(Polter, A. M. and Li, X. 2010), por lo que la disminucién en la densidad de autorreceptores en el
DRd, aunado a la capacidad disminuida para activar la via de sefializacion intracelular, supone
cambios en la liberacion de 5-HT en todos los sitios de proyeccion serotoninérgica.

De igual manera, es relevante la mayor estimulacion de la proteina G; acoplada al
autorreceptor 5-HT1a en el nivel medio rostral del DRN. Los subntcleos DRd, DRv, DRif y
DRvl, que forman parte de este nivel anatdmico, concentran la mayoria de las neuronas
serotoninérgicas del DRN. La mayor activacion del autorreceptor 5-HT1a induce la disminucion
en la sintesis de 5-HT, asi como su transporte y liberacion axonal. Este efecto, que aumenta a
mayor edad, puede favorecer el desarrollo de trastornos psicoemocionales, conductuales, de
suefio y memoria. Se sabe que, en pacientes jovenes con depresion mayor, hay disminucion en la
conectividad del DRN con la corteza prefrontal y del cingulo (Anand, A.. Jones, S. E. et al.
2019).

La depresion mayor es un trastorno que afecta a mas de 300 millones de personas a nivel
mundial (Smith, K. 2014). En México, se estima que 12.4% de la poblacion general experimenta
depresion, convirtiendo a la entidad en la cuarta causa de discapacidad y complicaciones médicas
(ENSANUT 2012). Sin embargo, De los Santos y Carmona encontraron prevalencia de depresion
(o algn sintoma depresivo) en el 74.3% de 5275 individuos con edad mayor a 60 afios,
encuestados por la Encuesta Nacional sobre Salud y Envejecimiento (ENASEM, 2012),(De los
Santos, P. V. and Carmona Valdés, S. E. 2018). Esto contrasta con la prevalencia reportada
previamente para la poblacion mexicana adulta del 4.5% en 2005 (Bello, M., Puentes-Rosas, E. et
al. 2005). La patogénesis y etiologia de la depresion es multifactorial y compleja (Luppa, M.,
Sikorski, C. et al. 2012). Ademas, la comorbilidad con trastornos de ansiedad es alta. Las
alteraciones en la regulacion serotoninérgica, con la participacion del autorreceptor SHT1a en el
DRN favorece el desarrollo de ansiedad y depresion (Yohn, C. N., Gergues, M. M. et al. 2017).

13. CONCLUSIONES

A mayor edad, la estimulacién de la proteina G; acoplada al autorreceptor 5-HTia es
mayor en el nivel medio-rostral del DRN, sin cambios en la unién al autorreceptor por un
agonista especifico. Asi mismo, el metabolismo de 5-HT es menor en el nivel medio-rostral, sin
alteraciones en los demas niveles. Estos cambios asociados con la edad en el sistema
serotoninérgico pueden subyacer y favorecer el desarrollo de trastornos neuropsiquiatricos en la
poblacién de adultos mayores.
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