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Resumen

Diversos estudios reportan una disminucion en la amplitud de los potenciales
evocados auditivos por la administracion de farmacos inhibidores de la
recaptura de la serotonina (5-HT), los cuales incrementa la concentracion
extracelular de la 5-HT, sugiriendo que este neurotransmisor juega un papel
importante en la modulacion de la actividad de la corteza auditiva. En las
neuronas de la corteza auditiva se han identificado mediante métodos de
inmunohistoquimica, la expresion de receptores 5-HT; y 5-HT;
serotoninérgicos. Sin embargo, el papel que tiene la serotonina en la corteza
auditiva aun no es claro. El objetivo del presente estudio consistio en investigar
el papel modulador de la 5-HT exdgena y enddgena sobre la transmision
singptica glutamatérgica en la capa ll/lll de la corteza auditiva de ratas
juveniles. Para ello, se realizaron experimentos con la técnica de fijacion de
voltaje en la configuracién célula completa en neuronas piramidales de las
capas ll/lll. Mediante herramientas farmacoldgicas se estudio el efecto de la
aplicacion de la 5-HT y un farmaco inhibidor de la recaptura de la 5-HT
(citalopram). La aplicacion de la 5-HT causé una reduccion de las corrientes
sinapticas glutamatérgicas (CPSESs), efecto dependiente de la concentracion
aplicada, con un efecto maximo de reduccion en la amplitud de las CPSEs de
31.90 £ 2.87% y una concentracion efectiva media (CEsg) de 1.035 pM. La
aplicacion de la 5-HT (5 uM) disminuyd significativamente las CPSEs en un 27
+ 3.4% con respecto al control, sin cambiar la relacion de pulso pareado,
sugiriendo que su efecto se localiza a nivel de la neurona postsinaptica. La
administracion conjunta de los antagonistas de los receptores 5-HT1a y 5-HT2a
(NAN-190 y Ritanserina, respectivamente), previnieron la reduccion en la
amplitud de las CPSEs por la aplicacion de la 5-HT, sugiriendo que ambos
receptores son activados por la 5-HT para modular la transmision sinaptica

glutamatérgica en las capas Il/lll de la corteza auditiva.

Por otro lado, la aplicacién del citalopram causé una reduccion de la amplitud
de las CPSEs en un 14 = 3.1 %. Este efecto fue bloqueado por la aplicacién

previa del antagonista del receptor 5-HT1a (NAN-190). Los resultados sugieren



que la administracion del citalopram incrementa la concentracion extracelular
de la 5-HT (5-HT enddgena) a una concentraciéon de 823 nM, concentracion
que activa Unicamente a los receptores 5-HT;a. En conclusion, los resultados
sugieren una diferencia en la modulacion de la transmision sinaptica
glutamatérgica por la 5-HT exdgena y endogena. La 5-HT exdgena activa a los
receptores 5-HTia y 5-HT,a para reducir la transmision sindptica
glutamatérgica. En tanto que el farmaco inhibidor de la recaptura de la 5-HT
(citalopram), incrementd la concentracion de la 5-HT enddgena para activar
Unicamente a los receptores 5-HT14 (823 nM), con la subsecuente reduccion de

la transmision sindptica glutamatérgica.

Introduccién

En el sistema nervioso central se encuentran numerosos sistemas de
neurotransmisores que regulan la actividad de los circuitos neuronales. Uno de
estos sistemas es el serotoninérgico, conformado por las neuronas de los
ndcleos del Rafe, las cuales pueden sintetizar, almacenar, liberar, recapturar y
degradar a la serotonina (5-HT). Estas neuronas emiten sus proyecciones a
todo el sistema nervioso central incluyendo la corteza cerebral . La amplia
distribuciéon de las proyecciones del sistema serotoninérgico lo involucran en
numerosas funciones fisiolégicas, entre las cuales se encuentran, funciones
cognitivas como el aprendizaje y la memoria @, la regulacién de ritmos
circadianos (como el ciclo suefio-vigilia) ¢, la conducta sexual ©, entre otras.
Ademas de estas funciones, se ha reportado que alteraciones en el sistema
serotoninérgico estan involucradas en diferentes trastornos psiquiatricos ©
como la depresion V' y esquizofrenia ®?. De hecho, en la corteza auditiva se ha
reportado que en sujetos con depresion mayor se reducen los niveles de la 5-
HT @Y Sin embargo, en la corteza auditiva existen pocos estudios que
ayuden a explicar la funcion del sistema serotoninérgico y la de sus receptores.
Un estudio reporta que la serotonina reduce la frecuencia de disparo de
potenciales de accién de las neuronas piramidales de la corteza auditiva de

ratas ‘?. Otro estudio realizado en nuestro laboratorio muestra que la
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serotonina inhibe la transmision sinaptica GABAérgica por activar a los
receptores 5-HT1a Yy 5-HT,a €n ratas con edades postnatales (25-30 dias) 2.
Por ultimo, otro estudio indica que la serotonina modula diferencialmente la
transmision sinaptica GABAérgica durante el desarrollo posnatal de ratas,
reduciendo la transmision sinaptica GABAérgica en etapas tempranas del
desarrollo a través de la activacidon de los receptores 5-HTia ¥y 5-HT2a €
incrementando la transmisién sinaptica GABAérgica en etapas juveniles-

adultas a través de la activacion de los receptores 5-HT3 9.

A pesar de ello, se desconoce como puede ser afectada la transmision
sinaptica glutamatérgica por la activacion de los receptores de la 5-HT. Por lo
que, en este estudio nos propusimos estudiar los mecanismos fisiolégicos que
ocurren en la modulacion de la transmisién sinaptica glutamatérgica por la
aplicacion de la serotonina exégena y por el incremento de la 5-HT enddgena
causada por la aplicacion del farmaco inhibidor de la recaptura de este
neurotransmisor (citalopram), en las capas Il/lll de la corteza auditiva de ratas
juveniles con edades postnatales de 25-30 dias.

Entre las incognitas que se resolvieron con el presente estudio se encuentran:
A) la 5-HT exdgena y enddégena reducen la transmision sinaptica
glutamatérgica a nivel postsinaptico. B) La 5-HT exdgena modula la transmisién
sinaptica glutamatérgica por activar a los receptores 5-HTi1a y 5-HT,a. C) El
incremento de la 5-HT enddgena causada por el citalopram reduce la
transmision sinaptica glutamatérgica por activar a los receptores 5-HT1a. D) Los
resultados del presente estudio también nos brindan una explicacién fisiologica
de coémo actian los farmacos antidepresivos como el citalopram, y que se
administran en la clinica. Para el caso de la corteza auditiva, algunos estudios
muestran que el incremento de la 5-HT enddgena causada por el citalopram
reduce la amplitud de los potenciales evocados auditivos en sujetos deprimidos
(101D " esto posiblemente se debe a la reduccién de la transmisién sindptica

glutamatérgica mostrada en este estudio.
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Marco tedrico
Antecedentes

La corteza cerebral

La corteza cerebral es una estructura compleja en donde los distintos sistemas
sensoriales se encuentran representados en areas conocidas como areas
sensoriales primarias. Desde el sistema auditivo hasta el visual, cada
modalidad sensorial posee un area cortical para su representacion. Ademas de
estas areas sensoriales primarias, la corteza cerebral posee multiples areas de
asociacion y de funciébn motora, que participan en la elaboracién de diversas
funciones como el aprendizaje, la memoria y el comportamiento *°, es decir, la
corteza cerebral es la region especifica del cerebro, que se encarga de
procesar e interpretar la informacion sensorial, de planificar y organizar los

16 En la corteza cerebral de los humanos

diferentes estados conductuales
también convergen los mecanismos tanto estructurales como funcionales del
lenguaje, la planeacion, ejecucion y otras funciones cognitivas que diferencian

a los humanos de otros mamiferos 7.

Los estudios sobre la corteza cerebral iniciaron desde el afio de 1869, con las
contribuciones de Maynert y Von Gehirne, y por Betz en el afio de 1874 19,
Estos autores establecieron las bases de que la corteza cerebral posee una
organizacién celular organizada en capas. Para 1878, Bevan Lewis describio a
la corteza cerebral, como un area que presenta una estratificacibn en capas

(seis capas) 9.

Posteriormente, para el afio de 1911, Ramoén y Cajal
empleando el método de Golgi, describié de manera detallada la organizacion
intrinseca de la corteza cerebral de los vertebrados y humanos incluyendo la
estructura y las conexiones de los distintos tipos neuronales, su organizacion
dendritica y las fibras de entrada y salida que comunican a la corteza cerebral

(para una revision ver Valverde, 2002) 9.

Las seis capas principales de la corteza cerebral son: capa | o capa plexiforme
externa; capas Il y Ill que contienen un tipo de células llamadas piramidales

pequeias, capa IV o capa granular interna; capa V o ganglionar que contiene
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neuronas piramidales grandes y, capa VI que contiene células en forma de
huso (fusiformes). También, en cada una de estas capas se encuentran
diferentes tipos neuronales. Por ejemplo, en la capa | se encuentran escasas
células, siendo todas ellas interneuronas, ademas, se observan una gran
cantidad de proyecciones dendriticas que provienen de las células piramidales
de las capas inferiores; las capas Il y Ill poseen neuronas piramidales de
tamafo pequefo; la capa IV contiene principalmente neuronas estrelladas o
neurogliformes; la capa V posee células piramidales grandes y la capa VI esta
conformada por variedades de células de forma irregular, polimorfas y

fusiformes (para una revision ver en Valverde, 2002) ®.

Las distintas capas de la corteza cerebral de mamiferos poseen una amplia
variedad de componentes celulares, sin embargo, de manera general, las
neuronas presentes en la corteza cerebral se clasifican en dos tipos: en
neuronas piramidales o neuronas excitadoras, que producen y liberan el &cido
glutdmico (neurotransmisor excitador en el sistema nervioso central) y, en
neuronas no piramidales o interneuronas, las cuales son inhibidoras, ellas
producen vy liberan el acido y aminobutirico (GABA), principal neurotransmisor
inhibidor en el sistema nervioso central. Este tipo de interneuronas presenta
una gran variabilidad y al menos en la corteza cerebral se han descrito 19
diferentes tipos de ellas.

Las células piramidales son células excitadoras y representan
aproximadamente del 70-80% de la poblacién neuronal ‘. Estas neuronas son
mas abundantes en las capas lI-lll, IV y V; el aspecto morfolégico es similar a
una piramide y poseen un tallo dendritico apical (dendrita apical) que inerva
principalmente a la capa | de la corteza. Ademas, estas neuronas poseen una
gran cantidad de dendritas basales con pequefias protuberancias llamadas
espinas dendriticas, en donde ocurren la mayoria de los contactos sinapticos
con otras neuronas ™. Diversas investigaciones reportaron que estas espinas
dendriticas son estructuras muy plasticas, ya que presentan cambios

estructurales y funcionales durante los procesos de aprendizaje y de memoria
(20-24)
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El otro 20-30% de las células que conforma la corteza cerebral corresponde a
las células inhibidoras o interneuronas ?Y. Este tipo de neuronas carecen de
espinas dendriticas y son las Unicas que se encuentran a lo largo de todas las
capas de la corteza (I-Vl) ©®. Las interneuronas de la corteza cerebral

(neocorteza) tienen una morfologia y funciones fisiolégicas muy variadas 527,

En los ultimos afios se ha sugerido que, a nivel sensorial, el balance entre la
excitacion e inhibicion es muy importante y cualquier anomalia o desbalance
entre ellos puede dar origen a un gran nimero de patologias ©®. Un
funcionamiento normal requiere, por lo tanto, de un equilibrio adecuado entre
las influencias excitadoras e inhibidoras. Ambos tipos neuronales (células
piramidales e interneuronas) establecen sinapsis entre si, modulando su
actividad a través de los neurotransmisores glutamato y GABA. Cualquier
funcién cognoscitiva que se realice, es el resultado de la compleja interaccién
entre estos circuitos neuronales. Ademas de ello, no solo se requiere de la
participacion del sistema excitador (GLU) y del sistema inhibidor (GABA) en un
circuito neuronal establecido, sino que se requiere de aferencias provenientes
de otras areas y que son necesarias para un funcionamiento adecuado. Entre
estas aferencias se pueden mencionar las serotoninérgicas, provenientes de
los nucleos del Rafe dorsal, las adrenérgicas (provenientes del locus coeruleus
y las de acetilcolina, de los nucleos basales del cerebro, que en conjunto,
modulan el flujo de informacion (GLU y GABA) a través de los circuitos

neuronales cerebrales.
La corteza auditiva

Brodmann, ubicé la corteza auditiva humana en el I6bulo temporal en una zona
llamada el giro de Heschl ®. Los estimulos sonoros llegan al nervio auditivo y
después a las células ciliadas, las cuales forman el ganglio espiral de Corti,
las aproximadamente 40,000 neuronas de este nldcleo mandan sus axones

hacia los nucleos cocleares, que se dividen en dorsal y ventral ©2.

El nucleo olivar es el siguiente paso, algunas fibras del nacleo coclear dorsal no

hacen sinapsis con el nacleo olivar, continla ascendiendo y se encuentra con
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la via ventral que también asciende, ambas forman un tracto llamado lemnisco
lateral. El lemnisco lateral conduce al coliculo inferior, para luego dirigirse al
cuerpo geniculado medial y por ultimo al area primaria auditiva o A1 G%. La via
auditiva tiene la caracteristica de ser tonotdpica ya que tiene un orden segun la

frecuencia que sus neuronas codifiquen ®Y.

La corteza auditiva esta dividida en seis laminas o capas horizontales que se
orientan de manera paralela a la superficie. La corteza auditiva recibe
aferencias glutamatérgicas de los nucleos intralaminares del talamo (nucleo
geniculado medial) que llevan la informacién sensorial del sistema auditivo ©*
33, Ademas, recibe informacién de otras areas sensoriales, como la corteza
visual y la somatosensorial, asi como de las cortezas asociativas ®*%%. La
informacion sensorial auditiva que proviene del talamo es recibida en la corteza
auditiva primaria, por las neuronas de la capa IV y estas a su vez envian dicha
informacion hacia las capas Il/lll. Las capas (llI-lll) estan compuestas de
circuitos principalmente locales que forman conexiones reciprocas con las
capas mas profundas (V-VI) y tienen un papel determinante en el
procesamiento e integraciéon de la informacion sensorial que reciben. Las
neuronas de las capas mas profundas (V y VI) contienen proyecciones que
conectan con otras areas dentro de la corteza cerebral, asi como proyecciones

hacia estructuras subcorticales como la amigdala ©®,

Aferencia glutamatérgica y conectividad de la corteza auditiva

El glutamato es el principal excitador en el sistema nervioso central, las
corrientes glutamatérgicas median la transmision de la informacion sensorial,
motora, la generacion de emociones, cognicion e incluso intervienen en la
formacion de memoria, El glutamato ejerce sus acciones en el sistema nervioso
central a través de sus receptores ionotrépicos (AMPA, NMDA y kainato) y
metabotropicos (mGlurl-8), los receptores ionotropicos AMPA y NMDA que son
permeables al sodio y al calcio, respectivamente, los cuales inducen a la
generacion de corrientes excitadoras postsinapticas, que producen la

excitabilidad de los circuitos neuronales auditivos ¢"39.
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Existe una aferencia glutamatérgica del talamo, predominantemente del nucleo
geniculado medial, hacia la corteza auditiva ©?. Una vez liberado, el glutamato
activa a las neuronas piramidales de la capa IV y estas a su vez a las neuronas
piramidales de las capas II/lIl “9. Tambien, la corteza auditiva recibe aferencias
glutamatérgicas de otras areas sensoriales como la visual.“**? En un estudio
realizado por Barbour y Callaway en el 2008“?), se muestran los patrones de
conectividad de las neuronas piramidales de la corteza auditiva, especialmente,
la conectividad de las neuronas piramidales de la capa Il/lll. Sus resultados
indican que al estimular una neurona piramidal de las capas Il/lll, estas se
pueden comunicar o establecer contactos sinapticos con otras neuronas
piramidales de la misma capa, asi como con neuronas de otras capas.
Notablemente, en este articulo se reportd que la conectividad de una neurona
piramidal de la capa Il/lll con otras neuronas piramidales se da en su mayoria,
a no mas de 200 micrometros de distancia. Al mismo tiempo, estos autores
reportan una alta conectividad entre las neuronas piramidales de la capa /Il

con neuronas piramidales de las capas IVy V (figuraly 2)

A Pyramid D20D B Stimulation Currents C Sample Traces
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: 3 ; /\/4 Response
: laser on \ﬂ"’/
N

Monosynaptic

Excitatory
Response
le”_ Monosynaptic
aml—" 6 £ Excitatory
/—\ ,/ Response
50 pm" white 20pA white SPA I_

20 ms

matter matter

Figura 1. Patrones de conectividad en la corteza auditiva de la rata. A: neuronas
piramidales de la capa Il/lll marcadas con biocitina. B: Estimulacion de la neurona piramidal
mostrada en la figura A y sus contactos sinapticos en cada una de las capas (I-VI de la corteza
auditiva de la rata. C: Amplificacién de las respuestas singpticas mostradas en la figura 1B.
Note que la estimulacién de una neurona piramidal de la capa II/lll induce corrientes sinapticas
glutamatérgicas en otras neuronas localizadas en las capas IV y V de la corteza auditiva.
Figura tomada de Barbour y Callaway, 2008.
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Figura 2. Conexiones sinapticas de las neuronas de la capa Il/lll de la corteza auditiva de
la rata. D: En cuadros negros y grises se muestran los sitios de contacto de una neurona
piramidal de la capa Il/lll de la corteza auditiva de la rata. Note que la mayoria de las
conexiones sinapticas se encuentran a distancias no mayores de 200 micrometros. E:
Resumen mostrando que el mayor nimero de conexiones sinapticas de una neurona piramidal

de la capa ll/lll ocurren en la misma capa. Figura tomada de Barbour y Callaway, 2008.

Por otro lado, la evidencia sugiere que en las primeras 3 semanas poshatales,
las neuronas piramidales de las capas Il/lll de la corteza auditiva de rata
presentan una maduracién de sus espinas dendriticas lo cual es un indicativo
de maduracion fisiolégica “¥. También se ha observado que, desde los 19 dias
postnatales, las propiedades intrinsecas como el potencial de membrana en
reposo Yy la excitabilidad (disparo de potenciales de accién) de las neuronas
piramidales de las capas Il/lll de la corteza auditiva de raton son estables y
permanecen sin cambios “°. La excitabilidad (disparo neuronal) y corrientes
sinapticas (sinapsis) de una neurona piramidal pueden ser moduladas por la

activacion de receptores metabotrépicos de neurotransmisores como la 5-HT
(46)
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Serotonina en el sistema nervioso central

Los receptores de la 5-HT estdn formados por siete segmentos
transmembranales hidrofébicos con un terminal amino extracelular y un
carboxilo intracelular “”. Se han identificado 14 tipos de receptores de la 5HT
los cuales se agrupan en siete familias diferentes: 5-HT;, 5-HT,, 5-HT3, 5-HTy,
5-HTs, 5-HTs y 5-HT7 “®*9). Solo el receptor 5-HT3 pertenece a los receptores
de ligando ionotropicos, todos los demas pertenecen a la superfamilia de los
receptores acoplados a proteina G. Estos juegan un papel clave en el
reconocimiento y traduccidn no solo de sefales como luz, olores, liberacién de
hormonas o de neurotransmisores, sino también, regulan la expresion de
proteinas, controlan la actividad enzimética, la funcién de los canales i6nicos, el

transporte de vesiculas, entre muchas otras funciones “®.

Un ejemplo de receptores metabotrépicos de la 5-HT son la familia 5-HT1 que
comprende de cinco tipos de receptores diferentes (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-
HTie y 5-HTig). El receptor 5-HT14 activa a las proteinas Gy, que inhiben la
excitabilidad celular por activar canales de K* e inhibir a canales de calcio y a la
enzima adenilato ciclasa. Por otro lado, la familia de los 5-HT, tiene tres
subtipos de receptores: 5-HT,a, 5-HT25 ¥ 5-HT,c. El receptor 5HT,a Se une a la
proteina Gq y activa la fosfolipasa C (PLC) aumentando el inositol trifosfato
(IP3), el diacilglicerol (DAG) y la actividad de la proteina cinasa C (PKC), la cual
fosforila canales iénicos, lo que produce una excitacién o inhibicion de la

actividad neuronal “&4,

En el cuadro 1 se enlistan cada uno de los receptores activados por la 5-HT y

se mencionan sus principales agonistas, antagonistas y vias de sefializacion

intracelular activadas.
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Cuadro 1. Receptores de la 5-HT y sus vias de sefalizacion

intracelular.
Familia del Subtipos  Expresion Agonistas Antagonistas Proteina G Accion
receptor en alaque se
corteza acopla
5-HT1 5-HT1A, 1B, 5-HT1A (%)-8- NAN-190 Giio (-) adenilato
1D, 1E,1F 5-HT1B OH- ciclasa
DPAT, (+) canales de K+
(-) canales de
calcio.
5-HT2 5-HT2A, 2B, 5-HT2A, (R)(-)- Ritanserina Gq (+) fosfolipasa C
2C 2C DOI (+/-) canales i6nicos
(+/-) transmision
singptica.
5-HT3 5-HT3 Tropisetron No se Canal cationico
acopla (Na*y Ca™)
5-HT4 5-HT4 Cisaprida GR 113808, SB Gs (+) adenilato
, BIMU 8, 204070, SB ciclasa
RS 203186, RS
67506, 23597-190, RS
ML 9604
10302
5-HT5 5-HT5A, 5B 5-HT5A Gio (+) canales leak
GIRK
5-HT6 SB 271046 Gs (+) adenilato
ciclasa
5-HT7 5-HT7 5-MeOT, Gs (+) adenilato
8-OH- ciclasa
DPAT
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Liberacion de serotonina

La transmisién sinaptica para los neurotransmisores como el glutamato y el
GABA consiste en la comunicacién desde una fuente hacia un objetivo
(terminal pre y post-sinaptica) separados ambos por un espacio de transmision
o hendidura sinaptica. Sin embargo, para los neurotransmisores como la 5-HT
y las monoaminas, se ha descrito que la transmision ocurre de forma extra-
sinaptica o por volumen, que se caracteriza por la difusibn de quimicos de
manera constante, lenta e inespecifica ®**Y. La 5-HT liberada en sitios extra-
sinépticos, difunde en el medio extracelular a volumenes diferentes, modulando
a toda neurona que posea receptores de la 5-HT ©?. Los axones
serotoninérgicos que inervan la corteza cerebral de la rata pueden dividirse en
dos grupos: Axones de tipo M provenientes de los nucleos del Rafe medial,
caracterizados por poseer grandes y esféricas varicosidades y axones tipo D,
qgue inervan desde el Rafe dorsal y se caracterizan por pequefias varicosidades

granulares o fusiformes ©2.
Modulacion de la liberacion de 5HT

Una vez liberada la 5-HT, ésta puede actuar modulando la actividad de la
misma neurona serotoninérgica a través de un auto-receptor, 0 bien,
modulando la actividad de las neuronas postsinapticas (piramidales y/o
interneuronas). Dicha modulacion ocurre cuando la 5-HT liberada activa a
alguno de sus receptores metabotropicos (5-HTq, 5-HT,, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTgs y
5-HT7), los cuales desencadenan diferentes vias de sefalizacién intracelular
para regular la actividad de los canales ionicos que participan en diversas
funciones celulares. Como ejemplo, se puede mencionar la regulacion del

disparo de potenciales de accién o la liberacion de algin neurotransmisor.

La liberacion de la 5-HT puede regularse por varios mecanismos que se

describen a continuacion:

A) Autorreceptores: Estos receptores estan localizados en la terminal de
donde se libera un tipo especifico de neurotransmisor y regulan la

liberacion de estos ®%. Se ha visto que la activacién de los receptores 5-
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B)

HTia, 5-HTis ¥ 5-HTip inhiben la liberacion de 5-HT en el ndcleo de

Rafe dorsal, la corteza prefrontal y el hipocampo ©°°6°"

, entre estos ,
uno de los méas estudiados por ser potencial blanco farmacolédgico de
tratamientos antidepresivos ©®, es el receptor 5-HT1a, que se encuentra
acoplado a proteinas Gi , y se expresa mayormente en la zona somato-
dendritica de las neuronas serotoninérgicas, “auto-receptor” 9.

Los receptores 5-HT;g se encuentran en la terminal presinptica y su
activacion promueve la disminucion de la liberacion de la 5-HT . Se ha
estudiado el papel de los autorreceptores de la 5-HT en la corteza
prefrontal, utilizando ratones transgénicos que no expresan el receptor
5-HTig. Los resultados indican que la concentracion de 5-HT extracelular
es modulada en ratones que expresan el receptor 5-HT1g hormalmente,
en cambio, en el modelo transgénico que no expresa el receptor, se
observa un aumento significativo de la concentracién de 5-HT después

de la administracién de un inhibidor de la recaptura de 5-HT ¢,

También, el agonista del receptor 5-HTig, el CP-93,129, inhibe la
liberacion de 5-HT en la corteza frontal y el hipocampo ventral de la rata,
sin embargo, en animales transgénicos no se muestran diferencias
significativas en los niveles basales de liberacién de la 5-HT, lo que
indica la probable participacion de otros subtipos de receptores de la 5-

HT para compensar la falta del autoreceptor en el modelo transgénico
(57)

Transportadores de la 5-HT: La concentracién de la 5-HT en la sinapsis
es modulada por transportadores de membrana ubicados en la neurona
presinaptica que, recapturan a la 5-HT después de su liberacion. Los
transportadores usan un gradiente de concentracion de Na*, CI", y K y
un potencial de membrana interno negativo para ejercer su funcién ©.
Los transportadores que recapturan selectivamente a la 5-HT,
introducen esta ultima a las neuronas: 5-HT, Na" y CI, y a su vez,

también transportan el K* hacia afuera de la célula ©.
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C) Monoamino-oxidasas: Después de la recaptura de la 5-HT, en el interior
de la neurona existen enzimas que oxidan a las monoaminas, como, por
ejemplo, la MAO A que oxida a la 5-HT, dopamina y norepinefrina en la

corteza, hipocampo y estriado de rata ©?.

Concentracion fisiolégica de la 5-HT en el cerebro de la rata

Estudios de microdidlisis realizados en ratas han encontrado una concentracion
de 5-HT en el liquido cerebroespinal (LCE) de 0.5 a 2.0 nM en el hipocampo, la
corteza frontal, el estriado y en los nicleos del Rafe ©¥. Sin embargo, esta baja
concentracion de la 5-HT en el LCE no representa la verdadera concentracion
fisiologica, pues los transportadores de serotonina recapturan la mayor parte de
esta después de la liberacion. Las concentraciones de 5-HT en la sinapsis son
mucho mas altas llegando al orden de puM para poder activar a todos los

receptores de la 5-HT ©9.

Por otro lado, utilizando la técnica de voltametria ciclica de escaneo rapido,
algunos trabajos muestran que, al aplicar un estimulo eléctrico en el nucleo del
Rafe dorsal de la rata, la concentracién extra-sinaptica de la 5-HT alcanza los
97 nM. Sin embargo, al aplicar 20 veces més el pulso a la misma intensidad, la
concentracion de la 5-HT alcanza los 2.0 uM, este cambio de nM a uM se dio
muy réapido (menor a 5 segundos) ©®. En modelos in vitro, se ha encontrado
que para activar a los receptores 5-HTi1a en rebanadas del ndcleo de Rafe
dorsal de ratas adultas, se necesitan concentraciones muy bajas en el orden de
1 nM ©) pero los receptores 5-HTia postsindpticos, pueden activarse a
concentraciones del orden pM en la corteza prefrontal de rata ©® y, para los
receptores con menor afinidad como el 5-HT,5, Sse requieren concentraciones
elevadas de hasta 100 um ©9).,
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Acciones de la serotonina en la corteza auditiva

Por medio de estudios de inmunohistoquimica se ha encontrado que la mayor
parte de la corteza cerebral de rata recibe inervacion de axones
serotoninérgicos mayormente en las capas I, Il y lll, debido a esta extensa y
densa inervacion se dice que el ndcleo de rafe toca a cada célula de la corteza.
("9 Todas las &reas sensoriales primarias del cerebro de la rata reciben una
gran inervacion serotoninérgica a los 12 dias postnatales y esta disminuye
marcadamente al término del primer mes de desarrollo Y. La ontogenia de las
proyecciones de las fibras serotoninérgicas en la rata puede ser dividida en tres
periodos en dias embrionarios: una fase inicial que incluye la elongacién del
axon (Dias E12-16), el desarrollo de vias especificas (E15-19) y el desarrollo
de los sitios terminales (dias E19-PN21). La inervacion de la corteza cerebral
por las fibras serotoninérgicas constituye un proceso prolongado que se
extiende desde los 19 dias de la edad embrionaria (E19) hasta el dia 21 de
edad posnatal (PN21) ®®. En estas edades (PN21) existe una alta densidad de
fibras serotoninérgicas en las capas I, Il y Il de la corteza auditiva de otros
mamiferos > ™. Por otro lado, los receptores de la 5-HT se encuentran
distribuidos ampliamente en toda la corteza cerebral, los receptores 5-HT1a Y 5-
HT.a se han encontrado expresados en las neuronas piramidales de las capas
I/l de la corteza auditiva de la rata “*™. Por ejemplo, Basura et al., en el
2008 reportaron que la expresion de los receptores 5-HT,a en la corteza
auditiva de la rata, incrementa entre los dias posnatales ocho al veintiuno.
Posterior a estos dias posnatales (PN28-35) los autores observaron una

disminucién en la expresion de estos receptores (figura 3).

Dado que la corteza auditiva recibe una inervacion serotoninérgica y algunos
de sus receptores se encuentran expresados en la corteza auditiva, es posible
encontrar acciones moduladoras en la corteza auditiva de la rata. Estas pueden
manifestarse como la modulacién de la frecuencia de disparo de potenciales de
accion, la modulacion de la liberacion de algun neurotransmisor (como ejemplo,
el neurotransmisor excitador glutamato), la modulacion de receptores
ionotrépicos (receptor—canal) y/o la modulacion de canales idnicos que

dependen del voltaje ™
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Figura 3. Expresién de los receptores 5-HT,, en la corteza auditiva de la rata. La expresion
del receptor 5-HT2A en la corteza auditiva de rata cambia a lo largo de los primeros 35 dias
postnatales, incrementando entre los dias 8-21 posnatales. Posteriormente existe una
disminucién en la expresion de los receptores 5-HT2A entre los dias posnatales 28-35 (tomado

de Basura et al., 2008).

La 5-HT ha mostrado tener efectos moduladores sobre la transmision sinaptica
excitadora en la corteza prefrontal medial, la corteza cingulada y la
frontoparietal de roedores incrementando los potenciales excitadores
postsindpticos y las corrientes excitadoras postsinapticas via activacion del
receptor 5HT,a ©9. En ratas de edad postnatal (entre 6-31 dias posnatales) la
serotonina induce el disparo ténico de neuronas piramidales de la capa V de la
corteza prefrontal '®. La serotonina también pude reducir corrientes de
glutamato AMPA en neuronas piramidales en la corteza prefrontal de la rata
postnatal (3-5 semanas) ”. Sin embargo, Deng y Lei (2007), mostraron que la
serotonina incrementa las corrientes GABAérgicas espontaneas en la corteza
entorhinal ®. Un resumen de las acciones serotoninérgicas en la corteza

cerebral es mostrado en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Acciones moduladoras de la 5-HT y sus receptores en la

corteza cerebral.

Modelo tExcitaci()n

‘Inhibicién

Articulo animal Zona Efecto

Agahanian y Merek CapaVde Potenciales post sinapticos inducidos
(1997) Rata(Adulta) la corteza por 5SHT(100uM)
Registro intracelulares medial
de prefrontal
actividad espontanea
(72)
Zhang (2003) CapaV de La 5-HT (10pM) induce el disparo de
Registro intracelular (74) Rata(juvenil) cortezapre neuronas piramidales de lacapaV
limbica
Cai et al (2002) Corteza La 5-HT reduce las corrientes AMPA de
Registro intracelular de Rata(Adulta) prefrontal neuronas piramidales.

corrientes espontaneas
y miniatura (73)

Schmitz et al (1998) Corteza La 5-HT (10-20 pM) reduce las
Registro intracelular de Rata(Adulta) entorhinal  corrientes excitadoras
corrientes excitadoras medial

en miniaturay con
estimulo (75)

Deng y Lei (2007) Rata (juvenil) Corteza La 5-HT reduce los potenciales de
Registro de potenciales entorhinal accion.
de accion (62)

Rao et al (2010) Rata (Juvenil) Corteza La 5-HT (50uM) produce una
Registro de potenciales auditiva disminucién en la excitabilidad en
de accion (76) corteza auditiva
Garcia-Oscos et al Rata Corteza La 5-HT(5uM) disminuye las corrientes
(2015) (Juvenil) auditiva GABAérgicas

Registro intracelular (70)

caceE e a» =

Otros estudios han mostrado que la frecuencia de los estimulos sensoriales,
asi como la modulacion ejercida por diferentes neurotransmisores pueden
reorganizar los campos receptivos, en los cuales se procesa la informacién
sensorial *%%. El papel de la 5-HT y sus receptores en la corteza auditiva no
esta claro. La mayoria de los estudios sobre la modulacién de la transmision

singptica por la 5-HT se ha concentrado en gran medida en la corteza
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prefrontal y en la corteza sensorial-motora, en donde se ha demostrado que la
aplicacion de la 5-HT induce tanto la inhibicion como la excitacion de las

neuronas corticales €82,
Funcion de la serotonina en la corteza auditiva

Hasta el momento, muy poco se ha estudiado sobre la influencia de la 5-HT
sobre la actividad sinaptica excitadora en la corteza auditiva, la regulacion
especifica de la actividad de la corteza auditiva por la activacion de los
receptores serotoninérgicos es en gran parte inexplorada. Existen varias
evidencias de la funcion de la 5-HT en la corteza auditiva, como, por ejemplo,
la deplecion de triptéfano, el aminoacido esencial precursor de la 5-HT, causa
un retraso en el proceso de deteccion automatica de los estimulos auditivos en
la corteza auditiva de humanos ®. También, diversos estudios reportan
incrementos en la concentracion de la 5-HT en la corteza cerebral auditiva de
roedores durante sesiones de formacion asociativa, en modelos animales de
ansiedad y de comportamiento defensivo ®¥. Por otro lado, se ha sugerido la
participacion de la 5-HT en la plasticidad auditiva producida por un
condicionamiento auditivo del miedo, el cual incrementa el estrés e incrementa

el nivel de la 5-HT cortical ©®.

En el caso del efecto de los antidepresivos en la corteza auditiva se ha
encontrado que la modulacion serotoninérgica mediada por el antidepresivo
Sertralina reduce los potenciales evocados auditivos en personas sanas ©®. El
tratamiento cronico con fluoxetina, otro inhibidor de la recaptura de serotonina
usado para tratar la depresion ha mostrado tener efectos negativos en la
plasticidad de la corteza auditiva al suprimir la potenciacién sinaptica a largo

plazo en ratas adultas ®.

Es de particular interés que los campos receptivos auditivos requieren del
balance apropiado entre la excitacion e inhibicion en un circuito neuronal, por
ello, se ha sugerido que el sistema serotoninérgico modula la transmision
sinaptica, a través de producir cambios en los sistemas glutamatérgico y/o
GABAérgico ®%) E| hecho de que la administracién de sertralina y la

25



fluoxetina (inhibidores la recaptura de la serotonina) disminuyen el tamafio de
los potenciales auditivos evocados sugiere que la serotonina podria reducir la
transmision sinaptica excitadora (glutamato) o incrementar la transmision
sinaptica inhibidora (GABA). Hasta el momento existen pocos estudios
realizados en la corteza auditiva que ayuden a explicar estos efectos.

Un estudio reporta que la serotonina reduce la frecuencia de disparo de
potenciales de accién de las neuronas piramidales de la corteza auditiva 2.
Otro estudio realizado por nuestro grupo de investigacion, muestra que la
serotonina inhibe la transmision sinaptica GABAérgica en ratas por activar a los

receptores 5-HTia y 5-HTon 2.

Ademas, este estudio menciona que la
serotonina modula diferencialmente la transmision sinaptica GABAérgica
durante el desarrollo posnatal, reduciendo la transmision sindptica GABAérgica
en etapas tempranas del desarrollo a través de la activacion de los receptores
5-HT1a ¥ 5-HT,a € incrementando la transmision sindptica GABAEérgica en
etapas juveniles-adultas a través de la activacion de los receptores 5-HT3. Sin
embargo, se desconoce como puede ser afectada la transmision sinaptica
glutamatérgica por la activacion de los receptores serotoninérgicos, o mas aun,
cuando la liberacion de la 5-HT sea incrementada como consecuencia de la
ingesta de inhibidores de la recaptura selectivos de la serotonina (por
aplicacién del citalopram, farmaco administrado en la clinica a pacientes

depresivos).

Por ello, en este trabajo se investigd la modulacién serotoninérgica sobre la
transmision sinaptica glutamatérgica en las capas Il/lll de la corteza auditiva de
ratas juveniles (25-30 dias). Para ello, se utilizd la técnica electrofisiol6gica de
Patch clamp en célula completa en neuronas piramidales de rebanadas de
cerebro de las capas Il/lll de la corteza auditiva de la rata. Mediante
herramientas farmacoldgicas se estudio el efecto de la aplicacion de la 5-HT y

el citalopram, especificamente sobre la transmision sinaptica glutamatérgica
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Planteamiento del problema

Dado que la serotonina tiene una amplia distribucién de sus proyecciones en el
sistema nervioso central y que participa en numerosas funciones fisiolégicas
entre las cuales se encuentran, la percepcion sensorial y las funciones
cognitivas como el aprendizaje y la memoria ©?, es de esperarse que la
serotonina y sus receptores modulen la transmisién sinaptica en la corteza
auditiva de la rata. De hecho, se ha planteado que la serotonina tiene
funciones importantes en el procesamiento e integracién de la informacién
sensorial a través de la modulacién de los campos receptivos auditivos ®, los

cuales sufren modificaciones con el tratamiento antidepresivo.

Estos campos receptivos dependen del balance de excitacion e inhibicion en un
circuito neuronal, por lo que se ha sugerido que el sistema serotoninérgico
modula la actividad de los circuitos neuronales auditivos a través de producir
cambios en la transmisién glutamatérgica y/o GABAérgica. Ademas, como se
menciono en el apartado de antecedentes, la administracién de sertralina y la
fluoxetina (inhibidores la recaptura de la serotonina) disminuyen la amplitud de
los potenciales auditivos evocados y, nos sugiere que, el neurotransmisor 5-HT
podria reducir la transmision sinaptica excitadora (glutamato) o el de

incrementar la transmisién sinptica inhibidora (GABA).

Hasta el momento se desconocen los mecanismos celulares por los cuales la
5-HT modula la transmision sindptica glutamatérgica. El presente proyecto se
inscribié dentro de esta linea de investigacion y estuvo dirigido a estudiar el
papel modulador de los receptores de la 5-HT, sobre la transmisién sinaptica
glutamatérgica en la capa Il/lll de la corteza auditiva de ratas juveniles de 25-30
dias postnatales. En la figura 4 se muestra mediante un mapa conceptual los

principales antecedentes y su relacidén con las preguntas de investigacion.
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Figura 4. Resumen de antecedentes y las preguntas de investigacion.
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Pregunta de Investigacion

¢la 5-HT y el farmaco citalopram reducen la trasmision sinptica
glutamatérgica en las capas Il/lll de la corteza auditiva de la rata en la edad
juvenil de 25-30 dias?

Si esto es asi ¢Qué tipo de receptor de la 5-HT reduce la actividad sinaptica
glutamatérgica en las capas Il/lll de la corteza auditiva de la rata?

Hipotesis
La serotonina y el citalopram reduciran la transmision sinaptica via activacion
de los receptores 5-HT; y 5-HT,. Si esto es asi, el efecto observado se

encontrara a nivel de la célula postsinaptica.
Objetivo general

Evaluar los efectos in vitro de la 5-HT exdgena y enddégena e identificar los
receptores que activa la 5HT para producir su efecto sobre la transmision

sinaptica glutamatérgica en las capas Il/lll de la corteza auditiva de rata.
Objetivos especificos

1. Realizar una curva concentracion—efecto de la 5-HT sobre la transmision
sinaptica glutamatérgica.

2. Determinar los receptores que activa la serotonina para producir su
efecto modulatorio en las capas Il/lll de la corteza auditiva de ratas
juveniles, aplicando antagonistas y agonistas de receptores
serotoninérgicos

3. Determinar si la aplicacion del inhibidor de la recaptura (citalopram)
modula las corrientes sinapticas glutamatérgicas de las capas Il/lll de la
corteza auditiva.

4. Determinar si la modulacion producida por la 5-HT vy el citalopram, se da
en la célula postsinaptica o presinaptica.

5. Determinar si existen diferencias entre los efectos producidos por la
serotonina exdgena y la 5-HT enddgena, causada por la inhibicién de la

recaptura de la 5-HT, sobre la transmision sinptica glutamatérgica.

29



Materiales y Métodos.

Preparacion

Se utilizo la preparacion de rebanadas de cerebro de la corteza auditiva de
ratas Wistar de edad juvenil (20-25 dias) descrita previamente por Atzori et al.,
(2005)®¥, Salgado et al., (2007)®® y Salgado et al., (2011)®®: Las ratas fueron
anestesiadas con isofluorano (marca Baxter) y posteriormente decapitadas, se
obtuvo el cerebro y se sumergioé en una solucion salina a 4°C, cuyo contenido
sera (en mM): 126 NacCl, 3 KCI, 1.5 MgCl,, 1.5 CaCl,, 25 NaHCOg3, y 11 glucosa
(pH 7.4 con NaOH, 300 + 5 mOsm/L; saturada con 95% O, y 5% CO,). Se uso
un vibratomo (Ted Pella, Reading CA) para obtener rebanadas cerebrales de
270uM de espesor, correspondientes a la corteza auditiva. Para ubicar la
corteza auditiva se utilizaron las coordenadas estereotaxicas del cerebro de
rata de Paxinos y Watson (2007)%, tomando como referencia la posicion del

hipocampo y la fisura rinal como lo muestra la figura 5.
Las rebanadas se sumergieron en la misma solucion fisiolégica (mencionada

anteriormente), cuando menos una hora antes de proceder a realizar los

registros electrofisiolégicos, a una temperatura de 30°C.
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Figura 5. Corte coronal de cerebro de rata. Se muestra la posicién de la corteza auditiva

primaria en rojo (Modificada de Paxinos y Watson, 2007).

Registros electrofisiolégicos

Para el registro electrofisioldgico, las rebanadas se mantuvieron en una cadmara
de inmersion o registro donde las células piramidales de las capas Il/lll se
visualizaron por medio de un microscopio de la marca Olympus BX61 con filtro
infrarrojo 'y con la Optica de contraste diferencial. Las neuronas se
seleccionaron de forma visual por su forma piramidal y por su dendrita apical
pronunciada.” Los registros electrofisiolégicos se realizaron usando micro-
electrodos de vidrio de borosilicato, fabricados por un “estirador’ de pipetas
(Sutter Instruments P97), ajustado para que los micro-electrodos tuvieran una

resistencia de 3-5 MQ en el bafio (solucion fisioldgica).
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Los electrodos se llenaron con una solucion denominada intracelular, cuyo
contenido es (en mM): 110 gluconato de potasio, 10 de cloruro de potasio, 0.5
de EGTA, 1 lidocaina N-etilboromuro (QX-314) para evitar el disparo de
potenciales de accion en la neurona registrada, 1 MgCl,, 10 acido 4-(2-
Hidroxietil) piperazina-1-etanosulfonico (HEPES), 1.5 de adenosina trifosfato de
magnesio (ATPMg,), 20 de fosfocreatina. La solucién se ajusté a un pH de 7.3

y una osmolaridad de 275 + 5 mOsm/L ©®.

Los registros se realizaron bajo la configuracion de “célula completa” (whole
cell, Patch clamp por sus siglas en ingles), en la modalidad de fijacion de
voltaje, para ello se utlizd6 un amplificador (Multiclamp 700B, Axon
Instruments). La resistencia de acceso fue monitoreada aplicando un pulso de
voltaje de -2 mV a lo largo de los experimentos. No se aceptaron experimentos

en donde se modificé la resistencia de entrada de las células en mas del 20%.

Los registros se digitalizaron y almacenaron en un disco duro de una
computadora de escritorio, la cual recibié los datos de los registros de una
interface analdgica/digital, Digidata 1440 (Axon Instruments). La frecuencia de
adquisicion de los datos fue de 10 KHz, para ello se utilizé el programa clamp
fit version 10.5 (Axon Instruments). Para estimular a las neuronas piramidales
de la corteza auditiva se utiliz6 un electrodo monopolar hecho de vidrio de
borosilicato y se llen6 con la misma solucién fisiolégica (extracelular) donde se
incubaron las rebanadas de cerebro. Estos electrodos se acoplaron a una
unidad de aislamiento (A365, WPI), la cual envié pulsos de corriente de 10
hasta 50 pA y con una duracién de 180 ms. Estos electrodos de estimulacién

se colocaron a no méas de 200 micrometros de la neurona de registro (figura 6).

Para estudiar la transmision sinaptica glutamatérgica, a la solucién intracelular
se le afiadié picrotoxina a una concentracion de 2 mM ©? esto para bloquear
los receptores del acido y aminobutirico (GABA). Con la finalidad de corroborar
gue solo se registraron corrientes sinapticas glutamatérgicas, en algunos
experimentos, se coloco en la solucion de registro (solucion fisiologica) el
DNQX (10 pM) y el acido kinurénico (2mM), los cuales son antagonistas

selectivos de los receptores AMPA y NMDA, respectivamente.
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Figura 6. Registro y estimulacién en rebanada. Posicion de los electrodos de registro y
estimulacién en la capa Il/lll de la corteza auditiva, en rojo se representan las neuronas

piramidales.

Técnica de pulso pareado

Para estudiar las corrientes postsinapticas excitadoras (CPSESs), o0 corrientes
sinapticas glutamatérgicas, se utilizo el protocolo de pulso pareado (Figura 7),
el cual consistio en la aplicacion de dos estimulos eléctricos idénticos
(duracion: 180 ps, intensidad: 10-50 pA), los cuales se separaron por un
intervalo de 50 ms y se repitieron cada diez segundos con los electrodos de
estimulacién anteriormente descritos. La aplicacion de cada uno de estos
estimulos eléctricos pareados permite registrar la amplitud de dos corrientes
singpticas. Aun cuando los estimulos son idénticos, en este protocolo, la
amplitud de las corrientes sindpticas varia. La relacion entre las amplitudes de
los dos sinapticos que se producen por la estimulacion eléctrica (relacion
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S2/S1), se us6 como un indice del estado de la probabilidad de la liberacion del

neurotransmisor glutamato.

De acuerdo con la teoria del Ca®* residual postulada por Katz y Miledi (1968),
cuando la CPSE inducida por el segundo pulso eléctrico fue mayor que la
inducida por el primer estimulo, se le denominé como facilitacion por pulsos
pareados (sigla PPF, del inglés “Paired Pulse Facilitation”); en caso contrario,
recibio la denominacion de depresion por pulsos pareados (sigla PPD, del
inglés “Paired Pulse Depression”). De tal forma que, cuando un
neurotransmisor (5-HT, por ejemplo) produce una facilitacion por pulsos
pareados, se infiere que la probabilidad de liberacion del neurotransmisor
glutamato se redujo y generalmente es aceptado como una evidencia de
inhibicion presinaptica. Mediante esta técnica se estudid el efecto de la 5-HT y
el citalopram sobre la transmision sinaptica glutamatérgica. En este estudio
también se examing: ¢ Cudles son los receptores de la 5-HT involucrados en la
modulacién de la transmision sinaptica glutamatérgica?, para ello se registraron
neuronas piramidales de las capas Il/lll de la corteza auditiva (como se

mencionod anteriormente).

Estimulo 1 | Estimulo 2

S0ms

g
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Figura 7. Esquema representativo de la técnica de pulso pareado. Se observa cémo se
midio la amplitud de las corrientes sinapticas generadas por los dos pulsos. El nivel basal se
tomo posterior al artefacto del estimulo y se midio la corriente al pico en picoamperios (pA)

(Tomada de Torres-Ramirez, 2015).

34



Disefio experimental

Con la finalidad de caracterizar el efecto de la 5-HT y el citalopram sobre la
transmision sinaptica glutamatérgica, se obtuvieron las amplitudes, medidas en
picoamperios (pA), de las CPSEs aisladas farmacolégicamente con picrotoxina
(1 mM), para bloquear la transmision sindptica GABAErgica; estas corrientes
fueron inducidas por medio de una estimulacién eléctrica con el protocolo de

pulso pareado (anteriormente descrito).

Para determinar dicho efecto, primeramente, se realiz6 una curva dosis-
respuesta de la 5-HT, utilizando concentraciones del orden nanomolar hasta
micromolar: 100 nM, 500 nM, 1 uM, 5 pM y 10 uM con el fin de conocer la
concentracion a la cual este neurotransmisor produce su efecto maximo sobre
las corrientes sinapticas glutamatérgicas que se registraron en una neurona
piramidal de las capas Il/lll de la corteza auditiva. Para ello, se midi6 la
amplitud de la primera corriente generada por el primer estimulo eléctrico bajo

tres condiciones experimentales diferentes:

1. En condiciones control, en ausencia de la 5-HT (se registraron las
corrientes sinpticas durante 5 minutos para establecer las

condiciones iniciales del experimento, linea basal) (ver figura 8).

2. Posteriormente se aplico la 5-HT, el tiempo de su aplicacion se
determind con base a la observacion del efecto maximo de la
serotonina a una concentracion de 10 pM. Para cada una de las
células que se registraron, solo se aplicé una concentracion de

serotonina.
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Figura 8. Representacion del curso temporal de un experimento. Se registraron las CPSEs
durante 10 minutos en condiciones control y posteriormente se aplic6 separadamente la
serotonina, el citalopram y/o los agonistas y antagonistas de los receptores de la 5-HT. Los
efectos de los farmacos se registraron por 20 minutos, esto se le hizo a cada neurona piramidal
registrada, cada circulo corresponde a la amplitud promedio de 6 CPSEs (1 min) en pA * el

error estandar.

Para comparar el efecto de los farmacos empleados (5-HT, citalopram y
agonistas de los receptores de la 5-HT) con respecto a las condiciones control
y de lavado, se tomaron las amplitudes al pico de la primera corriente sinaptica
durante los 5 minutos de registro en condiciones control y los Gltimos 5 minutos
de la aplicacion de la 5-HT o citalopram (o los respectivos agonistas o

antagonistas de los receptores de la 5-HT)

Con los datos que se obtuvieron, se realizd una curva concentracion-efecto y
mediante su ajuste, con la ecuacion de Hill, se determind la concentracion a la
cual la 5-HT produjo la respuesta maxima y la concentracion efectiva media
(50% de la respuesta maxima). Para los experimentos posteriores, se uso la
concentracion maxima o saturante de la 5-HT. Para caracterizar el efecto de la
5-HT sobre la transmision sinaptica GABAérgica y determinar si la accién de
este neurotransmisor es a nivel presinaptico y/o postsinaptico, se midio el
cociente entre las amplitudes de las dos corrientes sinapticas excitadoras que
se obtuvieron por ambos pulsos (relacion S2/S1). Este cociente se usé como
un indice de la probabilidad de la liberacion del neurotransmisor, anteriormente

descrito.
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Para la identificacion de los receptores de la 5-HT que participaron en la
modulacién de la transmisidn sinaptica glutamatérgica se hicieron registros en

presencia de los siguientes agonistas y antagonistas:

e Bromhidrato de (%)-8-Hidroxi-2-(dipropilamino) tretalina, [(x)-8-OH-
DPAT], agonista selectivo de los receptores 5-HT1 con alta afinidad al
receptor subtipo 5-HT14, Y €l NAN-190 que es un antagonista selectivo
de los receptores de serotonina del subtipo 5-HT 4.

e Clorhidrato de (R)-(-)-DOI, potente y selectivo agonista de los receptores

5-HT,a. Ritanserina, potente antagonista de los receptores 5-HTa.

Procesamiento de datos (estadistica a aplicar) y presentacién de

resultados

La linea basal, se determiné estadisticamente, para ello se medi6 la amplitud
de las corrientes sinapticas glutamatérgicas dadas en respuesta al primer
estimulo eléctrico, para ello se promedié cada una de las corrientes sinapticas
en lapsos de un minuto de registro (6 corrientes sindpticas por minuto, 5
minutos totales para la obtencién de la linea de base o situacion control); para
ello, se utilizé la prueba de analisis de varianza de medidas repetidas.

Los datos se presentan como la media + error estandar de la media. La curva
dosis-respuesta se ajustd mediante la ecuacion de Hill: | = I X {1/ [1 + (CEso/
[ligando]) ™}, donde la Imax €S la respuesta maxima, n es el coeficiente de Hill y
CEso como la concentracién necesaria para producir el 50% de la respuesta
maxima. Para considerar si los efectos causados por la 5-HT, el citalopram y
los agonistas y antagonistas especificos de los receptores de la 5-HT se utilizé

la prueba de Student’s t-test.

La relacion del pulso pareado (RPP) se calculé como la media de la amplitud
de la corriente al segundo pulso dividido por la media de la amplitud de la
corriente al primer pulso (figura 8) y la significancia estadistica de la aplicacion

de los agonistas y antagonistas serotoninérgicos se obtuvieron por medio de la
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prueba de t de Student de tipo pareada, previa comprobacion de que los datos

se comportan normalmente (Shapiro-Wilk normality test).

Grupos experimentales

Efectos de la serotonina sobre las corrientes glutamatérgicas e identificacion
del sitio de accién en la sinapsis:

e Serotonina (5HT) a las concentraciones 100 nM, 500 nM, 1 uM, 5 uM y 10
MM

Comparacion con los efectos de la serotonina endégena

e Citaloprama 1 uM

Identificacion de receptores serotoninérgicos:

e 8-OH-DPAT, agonista del receptor 5HT 1a.

e 8-OH-DPAT y NAN-190, antagonista del receptor 5HTa,

e DOI, agonista del receptor 5HTa.

¢ DOI y Ritanserina antagonista del receptor 5HTa,

Consideraciones éticas

Los procedimientos mencionados en este protocolo de tesis se llevaron a cabo
de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales
de laboratorio para investigacion (NOM-062-Z00-1999).

Resultados

Los resultados que a continuacion se presentan fueron obtenidos en neuronas

piramidales de las capas Il/lll de rebanadas de la corteza cerebral auditiva de
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ratas juveniles. Los registros de la transmision sinaptica glutamatérgica se
realizaron mediante la técnica de fijacion de voltaje en célula completa. Para
estudiar la influencia de la 5-HT exdgena y enddgena sobre la transmision
sinaptica glutamatérgica, se aislaron farmacolégicamente las corrientes
sinapticas glutamatérgicas. Para ello, todos los experimentos se realizaron en
presencia de los bloqueadores de los canales ionotrépicos GABAA (Picrotoxina
2 mM). Bajo estas condiciones experimentales se observé que la estimulacién
por el protocolo de pulsos pareados generd corrientes sinapticas en la célula
piramidal registrada, las cuales fueron sensibles al bloqueador de los
receptores AMPA (DNQX 10 uM), el cual bloqueé completamente las corrientes

sinapticas.
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Figura 9. Aislamiento farmacolégico de las corrientes postsinapticas excitadoras. Al. Se
muestra el curso temporal del experimento antes y después de la aplicacion del DNQX (10 uM,
n=3). Se promediaron los efectos del DNQX sobre las amplitudes de la primera corriente
sinaptica glutamatérgica en 3 células registradas. Cada circulo representa la amplitud promedio
de 6 CPSEs, equivalentes a un minuto de registro + el error estandar. A2. Se muestran trazos
representativos de las corrientes sinapticas glutamatérgicas en control (negro) y después de la

aplicacion del DNQX (rojo).

La aplicacion de 1, 5y 10 uM de la 5-HT exdgena disminuye las CPSEs a

nivel post sinaptico
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50 pA

Una vez aisladas las corrientes sinapticas glutamatérgicas se procedido a
estudiar la modulacién de la transmision sinaptica glutamatérgica por la 5-HT.
Primeramente, se realiz6 una curva concentracion-efecto de la 5-HT sobre las
corrientes sinapticas glutamatérgicas en las capas Il/lll de la corteza auditiva de
ratas juveniles. CoOmo se puede observar en la figura 10, la aplicaciéon de 100
nM de la 5-HT, no mostré un efecto estadisticamente significativo (N.S) sobre
las amplitudes de las CPSEs, de 78.95 + 1.93 pA en condiciones control a
82.54 +1.47 pA (n=5, p=0.178, prueba de t pareada).
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Figura 10. Efecto de la 5-HT (100 nM) sobre las corrientes sinapticas glutamatérgicas en
la capa Il/llll de la corteza auditiva de la rata. A: Trazos representativos de una CPSE en
condiciones control (negro) y en presencia de la 5-HT (rojo) B: Amplitud de los CPSEs de
células individuales (n=5) C: Amplitudes normalizadas (media + error estandar) antes y
después de la aplicacién de la 5-HT a una concentracion de 100nM (n=5 neuronas registradas,

p=0.178, prueba de t pareada).

En la figura 11 se muestra que la relacion de pulso pareado (RPP) no cambio

después de la aplicaciéon de la 5-HT (100 nM), de 1.47 + 0.06 en condiciones
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control a 1.43 = 0.06 en presencia de la 5-HT (n=5, p= 0.691, prueba de t

pareada).
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Figura 11. Efecto de la aplicacién de 100nM de la 5-HT sobre la relacion de pulso
pareado (RPP). A: Efectos de la aplicacion de 5-HT en el RPP de células individuales(n=5). B:
Resumen del efecto de la 5-HT sobre el RPP (media + error estandar). La 5-HT a 100nM no

produjo cambios en la RPP (n=5, p= 0.691, prueba de t pareada).

Para la aplicacion de la 5-HT a una concentracién de 500 nM no se observo
un efecto estadisticamente significativo sobre la amplitud de las CPSEs, de
82.4 £ 1.2 pA en condiciones control a 77.0 £ 1.4 pA en presencia de la 5-HT
(n=6, p=0.140, prueba t pareada). En la figura 12A se presentan trazos
representativos obtenidos de una célula en condiciones control y en presencia
de la 5-HT (500 nM). En la figura 12B se muestra el efecto de la aplicacién de
la 5-HT (500 nM) en cada célula registrada sobre la amplitud de las corrientes
sinapticas glutamatérgicas. El resumen del efecto de la aplicacion de la 5-HT
sobre las CPSEs se muestra en la figura 12C. En la figura 13 se muestra que la
relacion de pulso pareado fue de 1.63 + 0.09 en control. Al aplicar la 5-HT
(500nM) en el bafo, la relaciéon de pulso pareado fue de 1.57 + 0.10 (n=6,
p=0.701, prueba t pareada).
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Figura 12. Efecto de la 5-HT (500 nM) sobre las corrientes sinapticas glutamatérgicas en
la capa lI/llIl de la corteza auditiva de la rata. A: Trazos representativos en condiciones
control (negro) y aplicando la 5-HT (rojo) a una concentracion de 500 nM. B: Amplitud de las
CPSEs en células individuales (pA). C: Amplitudes normalizadas (media £ error estandar), la
aplicacion de la 5-HT a 500nM no produjo cambios estadisticamente significativos (N.S) sobre

la amplitud de las CPSEs, (n=6, p=0.140, prueba de t pareada).
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Figura 13. Efecto de la aplicacion de 500 nM de la 5-HT sobre la relacion de pulso
pareado (RPP). A: Se muestra la RPP en células individuales antes y después de la aplicacién
de la 5-HT (500 nM). B: Resumen del efecto de la 5-HT sobre el RPR. No se observaron
cambios en la RPP), (n=6, p=0.701, prueba de t pareada)

La aplicacién de la 5-HT a una concentracion de 1 uM causo6 una reduccion del
15.2 + 2.5% en la amplitud de las CPSEs, de 80.7 = 1.1 pA en condiciones
control a 68.5 + 0.7 pA (n=6, p=<0.001, prueba t pareada). En la figura 14A se
presentan trazos representativos obtenidos de una célula en condiciones
control y en presencia de la 5-HT (1 uM). En la figura 14B se muestra el efecto
de la aplicacion de la 5-HT (1 pM) en cada célula registrada sobre la amplitud
de las corrientes sinapticas glutamatérgicas. El resumen del efecto de la
aplicacion de la 5-HT (1 uM) sobre las CPSEs se muestra en la figura 14C. En
la figura 15A se muestra la RPP en células individuales. En condiciones control,
la RPP fue de 1.49 + 0.10. Al aplicar 1 uM de la 5-HT en el bafio, la relacion de
pulso pareado fue de 1.50 + 0.04. No se encontré diferencia estadisticamente
significativa en el RPP (n=6, p=0.365, pruebat pareada).
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Figura 14. Efecto de la 5-HT (1 uM) sobre las corrientes sinapticas glutamatérgicas en la
capa ll/llll de la corteza auditiva de la rata. A: Trazos representativos en condiciones control
(en color negro) y después de la aplicacion de la 5-HT (en color rojo) registrados en una
neurona piramidal de la capa Il/lll de la corteza auditiva. B: Amplitud de las CPSEs en control
y después de aplicar 5-HT a (1 uM) en células individuales. C: Gréfica de barras mostrando las
amplitudes normalizadas de las CPSES (media * error estandar), antes y después de aplicar la
5-HT (n=6, p=<0.001, prueba de t pareada).
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Figura 15. Efecto de la aplicacién de 1 uM de la 5-HT sobre la relacién de pulso pareado
(RPP). A: Se muestra la RPP en células individuales antes y después de aplicar la 5-HT (1 uM)
B: Se muestra el resumen de las acciones de la 5-HT sobre la RPP en 6 células registradas

(media * error estandar). Note que la aplicacion de la 5-HT no cambié la RPP (p=0.365).

La aplicacion de la 5-HT (5 pM) provocé una reduccion de las CPSEs del 27.9
+ 4%, de 134.15 + 0.73 pA en condiciones control a 93.11 + 0.83 pA en
presencia de la 5-HT (Figura 16, n=8, p=0.008, prueba t pareada), La figura
16A muestra el curso temporal de las amplitudes de las CPSEs antes y durante
la aplicacion de la 5-HT (5 uM) ( n=8, p=0.008, prueba t pareada). La figura
16B muestra el resumen de la aplicacion de la 5-HT sobre la amplitud de las
CPSEs en la capa lI/lll de la corteza auditiva de la rata. La figura 16C muestra
el curso temporal de las amplitudes normalizadas de las CPSEs antes y
durante la aplicaciéon de la 5-HT (n=8, p=0.008, prueba t pareada). La figura
16D muestra el resumen de la aplicacion de la 5-HT sobre la amplitud de las
CPSEs. En la figura 17 se muestra que en condiciones control la RPP fue de
1.54 £ 0.05 y en presencia de 5 pM de la 5-HT fue de 1.55 + 0.06 (n=8). No se
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encontraron diferencias significativas en el RPP (n=5, p=0.883, prueba t

pareada).
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Figura 16. Efecto de la 5-HT (5 uM) sobre las corrientes sinapticas glutamatérgicas en la
capa Il/llll de la corteza auditiva de la rata. A: Curso temporal de las amplitudes de CPSEs,
se observa que la aplicacién de 5 uM de la 5-HT reduce la amplitud de las CPSEs. B: Amplitud
(media + error estandar) en condiciones control y tras aplicar la 5-HT. C: Curso temporal de
amplitudes normalizadas. D: amplitud normalizada en condiciones control y después de la
aplicacion de la 5-HT, el efecto de 5 uM de la 5-HT produjo una disminucién de las CPSEs
(n=8, p=0.008, prueba de t pareada).
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Figura 17. Efecto de la aplicacién de 5 pM de la 5-HT sobre la relacién de pulso pareado
(RPP). A: Se muestra la RPP en células individuales antes y después de aplicar la 5-HT (5 uM)
B: Se muestra el resumen de las acciones de la 5-HT sobre la RPP en 8 células registradas

(media * error estandar). Note que la aplicacion de la 5-HT no cambié la RPP (p=0.883).

La aplicacién de la 5-HT (10 uM) provoco una reduccion del 29.11 + 2.77%, de
174.95 + 1.12 pA en condiciones control a 119.29 + 3.76 pA en presencia de la
5-HT (n=9, p<0.001, prueba t pareada). La figura 18A muestra el curso
temporal de las amplitudes de las CPSEs antes y durante la aplicacion de la 5-
HT (10 pM) (n=9, p<0.001, prueba t pareada). La figura 18B muestra el
resumen de la aplicacion de la 5-HT sobre la amplitud de las CPSEs. La figura
18C muestra el curso temporal de las amplitudes normalizadas de las CPSEs
antes y durante la aplicacion de la 5-HT (10 uM) (n=9, p<0.001, prueba t
pareada,). El resumen de la aplicacion de la 5-HT sobre la amplitud de las
CPSEs es mostrado en la Figura 18D. Por otro lado, la 5-HT (10 pM) no
produjo cambios en la relacion de pulso pareado, de 1.54 + 0.06 en
condiciones control a 1.57 + 0.06 en presencia de la 5-HT (n=8, p=0.751,

prueba t pareada, Figura 19 Ay B).
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Figura 18. Efecto de la 5-HT (10 uM) sobre las corrientes sinapticas glutamatérgicas en la
capa Il/llll de la corteza auditiva de la rata. A: Curso temporal de las amplitudes de CPSEs,
se observa que la aplicacion de 10 uM de la 5-HT reduce la amplitud de las CPSEs. B:
Amplitud (media *+ error estdndar) en condiciones control y tras aplicar la 5-HT. C: Curso
temporal de amplitudes normalizadas. D: amplitud normalizada en condiciones control y
después de la aplicacién de la 5-HT, el efecto de 10 uM de la 5-HT produjo una disminucién de
las CPSEs (n=9, p<0.001, prueba t pareada).
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Figura 19. Efecto de la aplicacion de 10uM de la 5-HT sobre la relacion de pulso

pareado (RPP). A: Se muestra la RPP en células individuales antes y después de aplicar la 5-
HT (10 uM) B: Se muestra el resumen de las acciones de la 5-HT sobre la RPP en 9 células
registradas (media * error estandar). Note que la aplicacion de la 5-HT no cambié la RPP (n=9,

p=0.751, prueba t pareada).

Curva concentracion-efecto de la 5-HT

El resumen del efecto de la 5-HT a diferentes concentraciones sobre las
corrientes sinapticas glutamatérgicas, en escala logaritmica, es mostrado en la
figura 20. El ajuste mediante la ecuacion de Hill proporcion6 un efecto maximo
de 31.90 + 2.87 y una CEspde 1.035 uM (n=5 para la concentracién de 100 nM,
n=6 para 500 nM y 1 uM, n=8 para 5 puM y n=8 para 10 uM). Como se puede
observar en la figura 20, el efecto maximo observado se encontr6 a una

concentracion de 5 uM. Por esta razon se decidio utilizar la concentracion de 5

uM la 5-HT en los experimentos posteriores.

49



10 4 N=5

% n=6
0 -
Vmax 31.9064 + 287849
i EC50 1.0354e-6
2 n de Hill= 2.0807
o -10 4
2
o
o
=20
12 5
:U n=
5
o 301
o
s2
~40 -
-50 T L} T
1e-7 1e-6 1e-5

Concentracion de 5-HT (loa)

Figura 20. Curva concentracidon-efecto de la 5-HT sobre las corrientes sinapticas
glutamatérgicas en la capa ll/llll de la corteza auditiva de la rata. Se encontré una inhibicion
maxima de las CPSEs de 31.90 £ 2.87% y una CEgy de 1.035 uM, el efecto maximo observado
se encontré a una concentracion de 5 pM.

Los receptores 5-HT; y b5-HT, reducen las corrientes sinapticas

glutamatérgicas

Para identificar los receptores implicados en el efecto de la 5-HT sobre la
transmision sinaptica glutamatérgica en la corteza auditiva de rata,
primeramente, se probo el efecto del agonista del receptor 5-HT,a, DOI, sobre
las CPSEs de neuronas piramidales de la capa Il/lll. La aplicacion de DOI
(10uM), provocé una reduccion de las CPSEs del 13.37+0.04% (Figura 21A 'y
B, p = <0.001, n=10, prueba t pareada). En la figura 22A y B se muestra la
relacion de pulso pareado (RPP) en condiciones control y al aplicar DOI en
células individuales. En condiciones control la relacion de la amplitud media de
la segunda corriente con respecto a la primera fue de 1.41+0.03. Al aplicar DOI
de la en el bafo, la relacion de pulso pareado fue de 1.43+0.03. Estos
resultados indican que no hay cambios en el RPP después de la aplicacion del
DOI (n=10, p= 0.623, pruebat pareada).
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Figura 21. Efecto de DOI sobre CPSEs normalizadas. A: Curso temporal de las amplitudes
normalizadas de los CPSEs, se muestra la reduccion en la amplitud de las CPSEs en 10
neuronas piramidales registradas. B: Se muestra un resumen de los efectos del DOI sobre la
amplitud de las CPSEs normalizadas en todas las células registradas. La disminucion de la
amplitud de las CPSEs ocasionada por el DOI fue estadisticamente significativa (n=10, p =
<0.001, prueba t pareada).

51



1.8 1.8 N.S (n=10)
1.5
1.6 —E— E=
B n
a 72
8 14 B 09
o
o &
o o 0.6
1.2
0.3
1.0 ' ' 0.0 - -
Control DOl Control DOI

Figura 22. Efecto de la aplicacion de DOI sobre la relaciéon de pulso pareado (RPP). A:
Efectos de la aplicacion de DOI sobre el RPP de células individuales (n=10). B: Resumen del
efecto de la aplicacion de DOI sobre el RPP (media + error estdndar). La RPP no mostré
cambios estadisticamente significativos (N.S) al aplicar el agonista DOl (n=10, p= 0.623,

prueba t pareada).

Por otro lado, la aplicacion del agonista del receptor 5HT;a el 8-OH-DPAT
(10uM), provoco una disminucién del 13.55 + 0.07% (n=10, p=0.001, prueba t
pareada). En la figura 23A se muestra el curso temporal de las CPSEs
normalizadas en condiciones control y al aplicar 8-OH-DPAT. En la figura 24A
se muestra la relacion de pulso pareado (RPP) en condiciones control y al
aplicar 8-OH-DPAT en células individuales. En condiciones control la RPP fue
de 1.60+0.2 y en presencia del 8-OH-DPAT fue de 1.52 £ 0.14 (n=10, p =
0.273, prueba t pareada).
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Figura 23. Efecto del agonista del receptor 5-HT;, sobre las CPSEs. A: Curso temporal de
las amplitudes normalizadas de los CPSEs. Se muestra la reduccion en las amplitudes de las
CPSEs en presencia del agonista de los receptores 5-HT1A (8-OH-DPAT, 10 uM). B: Amplitud
normalizada (media + error estandar) en condiciones control y en presencia de 8-OH-DPAT.
El agonista 8-OH-DPAT tuvo un efecto estadisticamente significativo (N.S) sobre las

amplitudes de las CPSEs (n=10, p=0.001, prueba t pareada).

Estos resultados nos sugieren que la modulacion ejercida por la 5-HT sobre la
transmision sinaptica glutamatérgica esta mediada principalmente por la

activacion de los receptores 5-HT1 y 5-HT>.
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Figura 24. Efecto de la aplicacién de 8-OH-DPAT sobre la relacion de pulso pareado
(RPP). A: Efectos de la aplicacion de 8-OH-DPAT sobre el RPP de células individuales (n=10)
B: Resumen del efecto de la aplicacion de la 8-OH-DPAT sobre la RPP (media + error
estandar). La RPP no mostr6 cambios estadisticamente significativos al aplicar el agonista 8-
OH-DPAT (n=10, p=0.273, prueba t pareada).

Los antagonistas de los receptores 5-HT; y 5-HT, previenen el efecto de la

5-HT

Consistentemente con los dltimos resultados, el efecto de la aplicacién de la 5-
HT sobre las corrientes sinapticas glutamatérgicas fue bloqueado totalmente
por la previa aplicacion de los antagonistas de los receptores 5-HT; y 5-HT,
(NAN-190 y ritanserina, respectivamente). La reduccién promedio obtenida en
presencia de ambos antagonistas fue de 1 + 3% (figura 25A y B, n=10,

p=0.537, prueba t pareada).
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Figura 25. Efecto de los antagonistas del receptor 5HT;4 (NAN-190) y 5-HT,4 (Ritanserina),
en presencia de la 5-HT (5 uM) sobre las CPSEs. A: Curso temporal de las amplitudes
normalizadas de los CPSEs. Se muestra qué la 5-HT no reduce las amplitudes de las CPSEs
en presencia de los antagonistas de los receptores 5-HT1A y 5-HT2A (8-OH-DPAT vy la
ritanserina, respectivamente). B: Amplitud normalizada (media + error estandar), en
condiciones control y en presencia de ritanserina, NAN-190 y la 5-HT (n=10, p=0.537, prueba t

pareada).
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El citalopram inhibe las CPSEs via el receptor 5HTa

Con el fin de evaluar los efectos de la liberacion endégena de 5-HT sobre las
CPSEs, se utilizo el citalopram (1uM) para inhibir a las bombas de recaptura de
la 5-HT que se encuentran en los axones serotoninérgicos de la corteza
auditiva. Estudios previos en rebanadas de cerebro, han mostrado que
farmacos lipofilicos como el citalopram producen su efecto lentamente®, por lo
cual en estos experimentos se aplicé citalopram por 40 minutos, para asi poder
observar el efecto sobre las CPSEs. En la figura 26A se muestra el curso
temporal de las CPSEs normalizadas antes y después de la aplicacién del
citalopram. El citalopram produjo una disminucion del 13£0.01% (n=6, p=0.001,
prueba t pareada). La figura 26B muestra el resumen del efecto del citalopram.
La figura 26C muestra un trazo de una CPSEs en condiciones control (en
negro) y otro tras aplicar citalopram (en rojo), se puede apreciar la disminucion
en la amplitud de las corrientes sinapticas glutamatérgicas en presencia de
citalopram. La Figura 27A muestra la RPP de células individuales en
condiciones control y después del tratamiento con citalopram. En condiciones
control la RPP fue de 1.35+0.03 y después de la aplicaciéon de citalopram fue
de 1.32+0.03 (n=6, p=0.114, prueba t pareada).
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Figura 26. Efecto del citalopram sobre CPSEs. A: Curso temporal de las amplitudes
normalizadas de las CPSEs. Se observa qué la aplicacion de citalopram (1uM) reduce la
amplitud de las CPSEs. B: Amplitud normalizada (media + error estandar) de las CPSEs en
condiciones control y en presencia de citalopram, el efecto inhibidor del citalopram fue
estadisticamente significativo (n=6, p=0.001, prueba t pareada). C: Trazos representativos de
CPSEs, en color rojo se muestra la amplitud en presencia de citalopram y en negro, en
condiciones control, se puede apreciar una disminuciéon en el tamafio del trazo en presencia

de citalopram.
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Figura 27. Efecto de la aplicacién de citalopram sobre la relacion de pulso pareado
(RPP). A: Efectos de la aplicacion de citalopram sobre el RPP de células individuales (n=6) B:
Resumen del efecto de la aplicacion del citalopram sobre el RPP (mediat error estandar). La
RPP no mostr6 cambios estadisticamente significativos (N.S) al aplicar el citalopram (n=6,

p=0.114, prueba t pareada).

Citalopram y ritanserina

Para estudiar los receptores que son activados por la 5-HT enddgena, se
realizaron experimentos donde se bloque6é el receptor 5-HT,a con el
antagonista ritanserina (200nM). En la figura 28A se observa el curso temporal
de las CPSEs normalizadas, la aplicacion de citalopram en presencia de
ritanserina, produjo una disminucion en la amplitud de las CPSEs del
15.81+0.07% (p=0.001, n=6, prueba t pareada). La figura 29A muestra la RPP
de células individuales en condiciones control y del tratamiento. En condiciones
control la RPP fue de 1.48+0.10, y en presencia del citalopram en conjunto con

la ritanserina, fue de 1.44+0.09 (n=6, p=0.937, prueba t pareada).
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Figura 28. Efecto del citalopram en presencia de Ritanserina sobre las CPSEs. A: Curso
temporal de las amplitudes normalizadas de las CPSEs, B: Amplitud normalizada (mediat
error estandar), en condiciones control y en presencia de ritanserina y citalopram donde se
aprecia una disminucién estadisticamente significativa de las CPSEs (p=0.001, n=6, prueba t

pareada).
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Figura 29. Efecto de la aplicacién del citalopram y ritanserina sobre la relacién de pulso
pareado (RPP). A: Efectos de la aplicacion de citalopram y ritanserina sobre el RPP de células
individuales (n=6) B: Resumen del efecto de la aplicacion del citalopram y ritanserina (media +
error estandar), la RPP no mostr6 cambios estadisticamente significativos (n=6, p=0.937,

prueba t pareada).

Citalopram y NAN-190

Posteriormente, se realizaron experimentos donde se bloqued al receptor
5HT14 con el antagonista NAN-190(1uM). En la figura 30A se observa el curso
temporal de las CPSEs normalizadas, la aplicacion de citalopram en presencia
de NAN-190 no produjo la disminucion de las CPSEs. (n=6, p =0.288, prueba t
pareada). La figura 31A muestra la RPP de células individuales en condiciones
control y tratamiento. En condiciones control la RPP fue de 1.26+0.07 y
después de aplicar citalopram en presencia de NAN-190, la RPP fue de
1.27+0.05 (n=6, p=0.424, prueba t pareada).
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Figura 30. Efecto del citalopram en presencia de NAN-190 sobre las CPSEs. A: Curso

temporal de las amplitudes normalizadas de los CPSEs, se muestra qué la previa aplicacion del

antagonista de los receptores 5-HT1A (NAN-190) bloquea el efecto de la aplicacion de

citalopram sobre la amplitud de las CPSEs. B: Amplitud normalizada (media + error estandar),

en condiciones control y en presencia de NAN-190 y citalopram. El citalopram no tiene efecto

estadisticamente significativo cuando el NAN-190 esta presente en el bafio (n=6, p =0.288,

prueba t pareada).
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Figura 31. Efecto de la aplicacion del citalopram y NAN-190 sobre la relacién de pulso
pareado (RPP). A: Efectos de la aplicacion de citalopram y NAN-190 sobre el RPP de células
individuales (n=6) B: Resumen del efecto de la aplicaciéon del citalopram y NAN-190 sobre el
RPP (media = error estandar). La RPP no mostré6 cambios estadisticamente significativos
(N.S), (n=6, p=0.424, prueba t pareada).

La figura 32 presenta un resumen de los grupos experimentales, aplicando un
analisis de varianza de una via y posteriormente la prueba post hoc de
Bonferroni, se encontr6 diferencia estadisticamente significativa en los
siguientes grupos: Control vs citalopram (p= <0.001), control vs citalopram y
ritanserina (p=<0.001), citalopram vs citalopram y NAN-190 (p=<0.001),
citalopram y ritanserina vs citalopram y NAN-190 (p=<0.001). Por otro lado, no
se encontré diferencia estadistica en el grupo citalopram y NAN-190 vs control,
No se encontré diferencia estadistica entre los grupos citalopram y ritanserina

vs citalopram (p=0.201).
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Figura 32. El citalopram reduce la transmisién sinaptica glutamatérgica via activacién de
los receptores 5-HT;4. Se muestra que solo la aplicacién del antagonista de los receptores 5-

HT 4 ocluyo el efecto del citalopram sobre las CPSEs en la capa Il/lll de la corteza auditiva.

En conjunto los resultados sugieren que la administracion del citalopram
incrementa la concentracion extracelular de la 5-HT a una concentracion de
1uM, concentracion que activa Unicamente a los receptores 5-HT;. En cambio,
la administracion exogena de la 5-HT activa a los receptores 5-HT; y 5-HT,
para inhibir la transmision sindptica glutamatérgica en las capas Il/lll en la
corteza auditiva de ratas juveniles. En la figura 33 se representa el mecanismo
de accion de la 5-HT sobre la sinapsis glutamatérgica y los receptores
implicados, las vias de sefalizacion activadas por los receptores 5-HTia ¥

5HT,a para modular las CPSEs, no fueron estudiadas en este trabajo.
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Discusioén

En este trabajo, se muestra por primera vez, mediante registros
electrofisiolégicos, la modulacion de la serotonina (5-HT) enddgena y exdégena
para controlar la transmision sinaptica glutamatérgica en las capas Il/lll de la
corteza auditiva de ratas juveniles (dias posnatales 25-30). Nuestros resultados
indican diferencias entre la modulacion de las corrientes sinapticas excitadoras

(CPSESs) por la 5-HT exdgena y enddgena.

Se encontro que la aplicacién exdgena de la 5-HT reduce significativamente las
CPSEs en las capas ll/lll de la corteza auditiva de la rata, y este efecto es
dependiente de la concentracion. La curva concentracion-respuesta de la 5-HT
dio como resultado una ECso de 1.033 uM, y una inhibicion maxima del 31.90 +
2.87% de las amplitudes de las CPSEs. Estos resultados son similares a lo
reportado por Torres Ramirez y cols. (2015), quienes muestran que la 5-HT
produce una disminucién de la transmision sindptica GABAérgica con una ECsg
de 1.1 uM en las capas II/lll de la corteza auditiva de la rata’*. Por el contrario,
en la corteza entorrinal la 5-HT incrementa la frecuencia de las corrientes
sinapticas inhibidoras registradas en células piramidales con una ECs, de 2.4
nuM*®. Asimismo, en la corteza entorrinal la serotonina inhibe la frecuencia de
disparo de las células piramidales de la capa Il/lll con una ECso de 0.48 uM,
con un efecto maximo producido a una concentracion de 2 uM, este efecto fue

8 Las diferencias en las

bloqueado por el antagonista de los receptores 5-HT1a
ECso de la 5-HT en las diferentes regiones cerebrales pueden deberse a que la
5-HT activa a diferentes receptores. Estos datos farmacol6gicos sugieren que
los receptores que tienen una mayor afinidad por la 5-HT, son los receptores 5-
HT.a (0.48 uM) y los que tienen una menor afinidad son los 5-HTza (2.4 uM).
Probablemente por esta razon, en la corteza auditiva, la ECsy que se obtuvo de
la 5-HT para inhibir las corrientes sinapticas fue intermedia (1.033 uM, si lo

comparamos con los resultados obtenidos en la corteza entorrinal).

Los resultados del presente estudio indican que la modulacién serotoninérgica
ejercida por la aplicacién de la 5-HT exdgena fue mediada por la activacion de
los receptores 5-HT14 Yy 5-HT2a, €n cambio, con la aplicacion del citalopram vy el

subsecuente incremento en la concentracion extracelular de la 5-HT enddgena,
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la modulacion ejercida fue llevada a cabo por la activacion de los receptores 5-
HTia. Esto puede deberse a que la concentracion de la 5-HT a nivel
extracelular causada por el citalopram fue muy baja. Por esta razon, se
extrapolo el efecto inhibitorio causado por el citalopram sobre la amplitud de las
CPSEs en la curva concentracion-respuesta generada por la aplicacion de la 5-
HT exbgena. Este andlisis arroj6 una concentraciéon de la 5-HT a nivel
extracelular de 977 nM (en presencia de citalopram), dicha concentracion solo
permitiria que se activaran los receptores 5-HT1a ¥ no los 5-HT,4.”%%° Ademas,
la baja concentracion extracelular de la 5-HT inducida por la inhibicion de la
recaptura de la 5-HT por el citalopram, puede ser explicada por que los
receptores 5-HT;4 también se encuentran en la fibra serotoninérgica como
autorreceptores, los cuales inhiben la liberacion de la 5-HT®’, a través de la
inhibicién de la entrada de Ca* por los canales N y P/Q en la terminal
sinaptica'®%%. Sin embargo, en nuestro estudio no se prob6 la posible
participacion de los receptores 5-HT14 como autorreceptores, ya que hasta la
fecha no se cuenta con antagonistas especificos que diferencien al receptor 5-
HT1a presinaptico del hetero-receptor 5-HTia postsinaptico. Aun mas, en un
articulo de meta-analisis, se reporta que la concentracion extracelular de la 5-
HT causada por el uso de inhibidores especificos de su recaptura, incrementan
ligeramente la concentracién extracelular de la 5-HT en diferentes areas
cerebrales, incluyendo a la corteza prefrontal. Esto ocurrié durante los primeros
15 dias de administracion. Notablemente, la concentracion de la 5-HT
endégena incrementd en méas del 200% después de tres semanas de

tratamiento®®,

Los autores refieren que este efecto tardio se da por la
desensibilizacion de los autorreceptores 5-HTi;a localizados en la fibra

serotoninérgica.

Por otro lado, los resultados sugieren que en la capa Il/lll de la corteza
auditiva, la funcidon gque ejercen los receptores 5-HT1a ¥ 5-HT2a, €s la de inhibir
la transmision sinaptica glutamatérgica via la modulacion postsinaptica de los
receptores AMPA. Las evidencias que apoyan estas observaciones son las
siguientes: (1) La administracién de la serotonina exdégena caus6é una inhibicién
de las corrientes sinapticas glutamatérgicas sin cambiar la relacion de pulso
pareado. (2) El agonista de los receptores 5-HT;5 (8-OH-DPAT, 10 mM) y de
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los receptores 5-HT,a (DOI, 10mM) causaron una reduccion en la amplitud de
las CPSEs sin cambiar la relacion de pulso pareado, sugiriendo con ello, que
ambos tipos de receptores inhiben la transmisién sinaptica glutamatérgica a
nivel postsinaptico por inhibir la funcion de los receptores AMPA. (3) Este
efecto fue bloqueado por la administracion previa de los antagonistas de los
receptores 5-HTia ¥ 5-HT2a, NAN-190 y ritaserina, respectivamente. (4) El
incremento de la serotonina enddgena por la administracion del citalopram
causoO una reduccion en la amplitud de las CPSEs sin cambiar la relacion de
pulso pareado. Este efecto fue mediado por los receptores 5-HT14, Ya que la
administracion previa del antagonista de estos receptores (NAN-190) ocluyé
totalmente la reduccion en la amplitud de las CPSEs observadas por la
aplicacion del citalopram. En la figura 33, se muestra un esquema resumiendo
las acciones de la 5-HT exdgena y enddgena sobre la transmision sinaptica

glutamatérgica en la capa ll/lll de la corteza auditiva de ratas juveniles.

Receptores de Glutamato

" Inhibicién de las CPSEs “ j/_ ®

) e e
% @szTnA ¥ LI
\ e

ibra serotoninérgica
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Figura 33. Representacion del mecanismo de accién de la 5-HT en la corteza auditiva. Se
observa una fibra serotoninérgica, proveniente de los nucleos de Rafe, liberando la 5-HT sobre
una sinapsis glutamatérgica de la corteza auditiva. La aplicacion exégena de la 5-HT, produjo
una inhibicion de las CPSEs activando a los receptores 5HTi4 y 5HT,, de la terminal
postsinaptica (POST); por el contrario, la concentracion endégena de la 5-HT por bloquear los
transportadores de la 5-HT mediante la aplicacion del citalopram, solo fue capaz de activar al
receptor 5HT;5 para producir la inhibicion. Las vias de sefializacion activadas por estos

receptores para modular a los receptores glutamato, no fueron estudiadas en este trabajo.

Hasta donde sabemos, no existen trabajos sobre los efectos de la activacion de
los receptores 5-HT;n sobre la transmision sindptica glutamatérgica de la
corteza auditiva causadas por la administracion del citalopram, por lo que el
presente estudio es el primero en abordar los efectos modulatorios del
citalopram y del receptor 5-HT1A sobre la transmision sinptica glutamatérgica.
En contraste, Basura y cols. en el 2008, reportaron la expresion de los
receptores 5-HT,a sobre las neuronas piramidales de la corteza auditiva’. Sin
embargo, tampoco existen reportes para esta area cortical que muestren la
modulacién de la transmision sinptica glutamatérgica mediada por los
receptores 5-HT,a, por lo que el presente estudio es el primero en abordar el
papel del receptor 5-HT,a en la modulacion de la transmision sinaptica
glutamatérgica de la corteza auditiva. Esto concuerda con resultados obtenidos
por medio de estudios de inmuno-histoquimica en donde se reporta que los
receptores 5-HT,a se encuentran expresados en la capa Il/lll de la corteza

auditiva’.

Resultados similares al presente estudio han sido encontrados en otras areas
cerebrales. Por ejemplo, en la corteza prefrontal, la activacion de los receptores
5-HTia inhibe corrientes glutamatérgicas de tipo AMPA en neuronas disociadas
y CPSEs en miniatura (en rebanadas), a través de la activacion de la proteina
fosfatasa 1 (PP1) que promueve la de-fosforilacion de la proteina calcio
calmodulina quinasa Il (CaMKIl), resultando en que el receptor AMPA no se
fosforile por la proteina cinasa A (PKA) reduciendo su probabilidad de

apertura’’. Ademas, en la via perforante medial del hipocampo, la activacién de
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los receptores 5-HTia reducen la amplitud de los potenciales sinapticos
excitadores'®, ademéas de inhibir corrientes de NMDA en neuronas de la
corteza prefrontal'®. También, en neuronas sensoriales del talamo, la
activacion de los receptores 5-HTia reduce la amplitud de las CPSEs™.
Ademas, la aplicacion del agonista de los receptores 5-HT;a (8-OH-DPAT)
redujo la amplitud y la frecuencia de las corrientes sinapticas glutamatérgicas
en la sinapsis entre las fibras paralelas y las fibras de Purkinje del cerebelo,
sugiriendo que la activacion de los receptores 5-HT1 disminuye la liberacion de

glutamato en esta area®”’.

Por otro lado, para los receptores 5-HT,a, un estudio reciente indica que su
activacion reduce los potenciales postsinapticos excitadores de la via perforada
lateral del hipocampo hacia el giro dentado®. Ademas, de que la activacion de
los receptores 5-HT,a reduce la frecuencia y la amplitud de las corrientes
sinapticas glutamatérgicas en miniatura en las sinapsis entre las fibras
paralelas y las células de Purkinje del cerebelo, sugiriendo que los efectos del
receptor 5-HT,s pueden ocurrir tanto a nivel pre y post-sinaptico *’. En
contraste, la aplicacion del agonista de los receptores 5-HT,n (DOI), en
rebanadas corticales cultivadas produce el incremento en la frecuencia y
amplitud de las corrientes sinapticas en miniatura, sugiriendo una modulacién
presinaptica’®. Ademaés, el receptor 5-HT,s ha mostrado tener un papel

mayormente excitador en la corteza prefrontal*®

, Y en la corteza piriforme,
donde el receptor 5-HT,a activa interneuronas que se encuentran en los bordes
de las capas Il/lll, incrementando la amplitud de los potenciales inhibitorios
postsinapticos™'®. Por el contrario, algunos estudios utilizando la técnica de
Patch clamp en cultivos de neuronas corticales, muestran que la aplicacion de
DOI (Agonista de los receptores 5-HT3a), reduce la frecuencia de disparo de

potenciales de accion.%® 11

En otro orden de ideas, la activacion de ambos receptores serotoninérgicos (5-
HT.1a Y 5-HT2a), promueven la activacion de diferentes vias de sefializacion
intracelular para modular la excitabilidad neuronal en la corteza cerebral. El
receptor 5-HT1A se acopla a una proteina Gj,, que produce la inhibicion de la
enzima adenilato ciclasa y la reduccién de la formacién de AMP ciclico'*? o

activando a canales rectificadores de K", lo cual resulta en la hiperpolarizacion
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de la membrana de las neuronas'*® *!> También se ha propuesto que los
receptores 5-HTia disminuyen la entrada de Ca®" en la presinapsis via la
interaccion del complejo By de la proteina G con los canales de Ca****®. En
cambio, la activacion de los receptores 5-HT,a Y que se encuentran acoplados
a una proteina Gq activan un mecanismo que implica la estimulacion de PLCp,
la hidrélisis de fosfolipidos y la activacion del complejo PKC'’. De acuerdo con
esta observacion, la fosforilacion de los receptores ionotropicos por la PKC
causa una reduccion o incremento en la amplitud de las corrientes sinapticas y
la reduccién del disparo neuronal**”*'8119120 Eg importante mencionar que el
efecto observado por el receptor 5-HT,s sobre las CPSEs en este estudio,
puede que sea resultado de la activacibn de una via de sefalizacion
intracelular diferente, sin embargo, hacen falta estudios para identificar el

mecanismo de accion del receptor 5-HT,a en la corteza auditiva de rata.

Notablemente, todas estas acciones de la 5-HT en la corteza cerebral
concuerdan con la expresion de los receptores 5-HTia y 5-HToa en las
diferentes é&reas corticales, tanto en neuronas piramidales como en

interneuronas®?*.

Este patron modulatorio de los receptores de la 5-HT ha sido observado en
otras areas corticales, sugiriendo que la 5-HT juega un doble papel en la
corteza, promoviendo las entradas sinapticas en las dendritas de las células
excitadoras (5-HT,a) y evitando el disparo de los potenciales de accion (5-
HT14)?2. Sin embargo, como lo muestran los resultados del presente trabajo y
otros resultados en la corteza auditiva’?, en esta corteza sensorial la 5-HT solo
tendria un papel inhibidor, eliminar las entradas sinapticas e inhibir la
excitabilidad neuronal por inhibir la frecuencia de disparos de potenciales de
accion. Curiosamente, esto ultimo se relaciona con las ideas propuestas en
varios estudios, en donde se muestra que la 5-HT tiene principalmente efectos
inhibidores en las cortezas sensoriales, regulando negativamente la integracion
de la informacién de los campos receptivos sensoriales®®106:123:124.125,126,127,128
Ademas, Ingelstrom y Heyward (2012) encontraron que el citalopram, la
flouxetina y la sertralina, reducen la excitabilidad de neuronas piramidales del
area CA1 del hipocampo®. En este sentido, se ha reportado que la

69



administracion de citalopram en personas sanas reduce la amplitud de los
componentes N1 y P2 de los potenciales evocados auditivos de personas
sanas.’® De igual manera, un estudio mostré que el incremento de la
serotonina extracelular en la corteza auditiva, causada por la administracion de
citalopram, disminuye la amplitud de los potenciales evocados auditivos™®.
Estos potenciales evocados reflejan la actividad de neuronas piramidales

91, 92,93

corticales del &rea primaria auditiva. y, sugieren que el incremento de la

5-HT enddgena causa una inhibicidon de los circuitos corticales auditivos.

En resumen, los resultados de este estudio indican que la aplicaciéon de la 5-HT
exogena activa a los receptores 5-HTia Yy 5-HT2a para inhibir la transmision
singptica glutamatérgica a nivel postsinaptico. En cambio, la inhibicion del
transportador que permite la recaptura de la 5-HT, ocasion6 un incremento en
la concentracion de la 5-HT extracelular (823 nM), la cual activd Gnicamente a
los receptores 5-HTis, quienes en turno, promueven la inhibicion de la
transmision sinaptica glutamatérgica. Estos resultados nos permiten entender
un poco mas la funcion fisiologica de la 5-HT en la corteza auditiva, en donde,
este neurotransmisor promueve una reduccion en la actividad de los circuitos
neuronales impidiendo que ocurra una hiper-excitacion. Al mismo tiempo, nos
brindan una explicacibn de los resultados obtenidos con las técnicas
electrofisiolégicas para el registro de potenciales evocados auditivos en
personas deprimidas, en donde, la aplicacion de farmacos como el citalopram
(de uso clinico), reducen la amplitud de estos potenciales ‘%', Mas alla de
esto, podemos inferir que el efecto agudo observado por la administracion del
citalopram sobre los potenciales evocados en personas deprimidas, se da por
la activacion de los receptores 5-HTia, l0s cuales a través de la activacion de

vias de sefializacién intracelular, reducen la actividad de esta area cortical.

Finalmente, un punto importante que se ha sefialado en la literatura, es que la
administracion de los farmacos antidepresivos como el citalopram, no producen
mejorias inmediatas en el manejo de las emociones de los pacientes, sino que
se requiere de su administracion prolongada (mas de 3 semanas) para obtener
resultados **°. Esto nos sugiere, que los efectos de los farmacos antidepresivos
como el citalopram ocasionan cambios duraderos y a largo plazo en los

circuitos neuronales cerebrales (plasticidad cerebral). Por lo anterior, y a
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manera de propuesta para investigaciones futuras, se sugiere investigar los
cambios plasticos inducidos por la aplicacion crénica del citalopram (més de 3
semanas), con la finalidad de observar la adaptacion dindmica del sistema
serotoninérgico y sus acciones modulatorias sobre la plasticidad sinaptica

cerebral.

La relevancia funcional del sistema serotoninérgico sugiere que una mejor
comprension de la funcion de este sistema, no solo proporcionara una vision
mas clara del funcionamiento general de la corteza auditiva y el cerebro en
general, sino que también conducira a obtener resultados mas eficaces de las

enfermedades como la depresion mayor.
Conclusiones

En este estudio se evaluaron los efectos in vitro de la 5-HT exdégena y
enddgena sobre la transmision sinptica glutamatérgica en las capas Il/lll de la
corteza auditiva. Nuestros resultados indican que la 5-HT exdgena reduce la
amplitud de las corrientes sinapticas glutamatérgicas por la activacién de los
receptores 5-HTia ¥ 5-HT24 en la capa lI/lll de la corteza auditiva de ratas

juveniles con una edad posnatal entre 25 a 30 dias.

El efecto de la 5-HT exdgena sobre las corrientes sinapticas glutamatérgicas
mostré una dependencia de la concentracion de la 5-HT. El efecto maximo de
la 5-HT se dio a una concentracion de 5uM y la concentracion efectiva media

fue de 1.03 uM.

El efecto de la 5-HT ocurri6 a nivel de la célula postsinaptica, ya que la
aplicacion de la 5-HT y los agonistas de los receptores 5-HT1ay 5-HT2a (8-OH-
DPAT y el DOI, respectivamente) no cambiaron la relacion de pulso pareado de

las corrientes sinapticas glutamatérgicas.

El bloqueo del transportador de la recaptura de la 5-HT causo un incremento en
la concentracion enddgena de la 5-HT, lo que inhibi6 la amplitud de las
corrientes sinapticas glutamatérgicas a través de la activacién de los receptores
5-HTa.
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El efecto de la 5-HT enddgena ocurrié a nivel de la célula postsinaptica, ya que
la aplicacion del citalopram incrementod la concentracion extracelular de la 5-
HT, la cual disminuy6 la amplitud de las corrientes sindpticas glutamatérgicas

sin cambiar la relacién de pulso pareado.

La 5-HT exdégena y la 5-HT enddgena causaron una reduccion en la amplitud
de las corrientes sinapticas glutamatérgicas. Sin embargo, la disminucién
causada por la 5-HT enddgena fue de menor magnitud (13%). Esto se debio a
que el citalopram inhibié la recaptura de la 5-HT, incrementando su

concentracion extracelular hasta los 823 nM.
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