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MODULACION SEROTONINERGICA DE LAACTIVIDAD NEURONAL DELBULBO OLFATORIO DE LARATA

GABRIEL GARCIA-HUIDOBRO LLORT', DRA. MARIA DE LA LUZ AYLWIN OSTALE?.

RESUMEN

El bulbo olfatorio principal (BO) es la primera estructura de procesamiento de la via olfatoria y recibe importantes proyecciones
centrifugas provenientes del cerebro basal anterior. Dentro de estas proyecciones la via centrifuga serotoninérgica, originada
en los niicleos del rafe, cumple un rol fundamental en la modulacién de procesos de aprendizaje y de discriminacion olfatoria.
En este estudio, caracterizamos la respuesta de neuronas Mitrales/Penacho (M/P) a la superfusién de serotonina (5-HT)
100mM usando la técnica de patch clamp en rebanadas de BO de ratas. La frecuencia de descarga neuronal (FDN) fue
determinada en condiciones béasales y en presencia de 5-HT en registros extracelulares e intracelulares. Nuestros resultados
muestran la presencia de dos poblaciones neuronales distintas que respondieron en forma opuesta al neurotransmisor. En
los registros extracelulares, 11 células de un total de 23 aumentaron en forma estadisticamente significativa la FDN respecto
del nivel basal (p=0,0013; prueba ) y las restantes 12 células disminuyeron su FDN (p=0,00005). En los registros intracelulares
encontramos un efecto similar donde 16 de 29 células aumentaron su FDN (p=0,0005), mientras que las 13 restantes mostraron
una disminucién de ésta (p=0,0002). Estos resultados sugieren que 5-HT podria activar diferencialmente receptores de tipo
excitatorios o inhibitorios expresados en distintas poblaciones de células M/P con el consecuente efecto excitatorio o
inhibitorio en estas células. Como explicacion alternativa, debemos considerar la activacién de receptores serotoninérgicos
expresados en interneuronas del BO que modulan en ultima instancia una inhibicién sobre las neuronas M/F.
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INTRODUCCION

La funcién olfatoria cumple un rol fundamental en la
gran mayoria de los organismos vivos. En vertebrados
superiores el olfato es empleado en conductas de
apareamiento, busqueda de alimento, marcaje de territorio,
identificacién de individuos, etc. (1), asi como en respuestas
conductuales mas complejas, como lo es el aprendizaje (2).

En la actualidad, la mayoria de los estudios publicados
acerca de la funcion, conectividad neuronal y procesamiento
de las sefiales olfatorias han considerado casi exclusivamente
la transferencia unidireccional de la actividad sensorial, sin
embargo, existen etapas intermedias de procesamiento de
estas sefiales. De hecho, en el bulbo olfatorio (BO),
(considerado la primera estaci6n de relevo de la informacion
olfatoria), existe una compleja red de interneuronas que
reciben importantes proyecciones de vias “descendentes”
o centrifugas provenientes de diferentes regiones del
Sistema Nervioso Central (SNC). Estas son: la via
serotoninérgica, proveniente de los nucleos del rafe; la via
noradrenérgica, proveniente del locus coeruleus y una via
colinérgica, proveniente del cerebro basal anterior (3). Se ha
postulado que estas vias centrifugas funcionarian como un
“interruptor” del paso de las sefiales olfatorias a los centros
olfatorios superiores (4). La evidencia experimental sugiere

que las vias centrifugas participarian activamente en los
procesos de discriminacién olfatoria, aprendizaje y
plasticidad de las respuestas a odorantes. No obstante la
relevancia que tienen estas vias en la percepcién que se
genera a nivel del SNC, los mecanismos que subyacen a su
accion son, en su mayoria, desconocidos (2, 3).

Con respecto a la via serotoninérgica, estudios
conductuales han demostrado una clara evidencia de su
relevancia en la modulaciéon de sefiales olfatorias,
especificamente aquellas relacionadas con el aprendizaje y
la discriminacién olfatoria (2, 6, 7). Pese a esto, existe poca
informacién sobre algunos aspectos funcionales y
modulatorios de esta via, siendo la menos estudiada de las
tres.

Para determinar la accién de la serotonina (5-HT) en
los distintos tipos celulares del BO de la rata, se requiere de
la caracterizacion de los efectos serotoninérgicos tanto a
nivel de la excitabilidad neuronal, como a nivel de la
transmision sinéptica entre las neuronas del BO.

Este estudio pretende determinar los principales efectos
de la 5-HT sobre una poblacion celular del BO de ratas, y
postular un mecanismo de accién que explique como este
neurotransmisor modularia la respuesta olfatoria a través de

' Estudiante 4° afio Medicina, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.



Rev chil estud med (2005); 4 (1): 14

la alteracion de la excitabilidad neuronal de dichas células,
todo dentro de un contexto de circuito neuronal
interconectado, que constituye el BO.

Para tales efectos estudiamos, mediante la técnica Paich
Clamp en rebanadas de BO de rata, la frecuencia de
potenciales de accién o frecuencia de descarga neuronal
(FDN) en ausencia y presencia de 5-HT mediante dos
modalidades de registro, un modo extracelular y otro modo
intracelular.

Los estudios planteados en este proyecto y sus
resultados buscan contribuir, en particular, a entender
algunos de los mecanismos de accion modulatoria que tendria
la via centrifuga serotoninérgica en la dindmica de la actividad
neuronal del BO de la rata, para asi comprender mas
profundamente los cambios que ocurren a este nivel de
procesamiento de la sefial olfatoria. Esto contribuiria a
entender de mejor manera la generacion de los fenémenos
perceptuales, de codificacion, discriminacion y aprendizaje
fasaRgsgtas iniciadas por estimulacion olfatoria.

Proponemos que 5-HT tiene efectos opuestos de tipo
excitatorio y/o inhibitorio sobre las neuronas mitrales y en
penacho (M/P) del BO, dependiendo de los tipos de
receptores que alli se encuentren y de la predominancia de
determinadas poblaciones de estos en las células del BO.

OBJETTVOGENERAL:

Estudiar los efectos de la 5-HT sobre la actividad de
las neuronas del BO in situ, que tienen relevancia en la
modulacion y el procesamiento de las sefiales olfatorias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar la respuesta (FDN) de las neuronas mitrales
y en penacho presentes en el BO durante la perfusion de 5-
HT, en experimentos de registro de actividad extracelular, en
la modalidad de fijacién de voltaje (V-Clamp) y en
experimentos de registro intracelular, en modalidad de fijacién
de corriente (I-Clamp).

MATERIALES YMETODOS

La metodologia que se utilizé para examinar los efectos de la
via centrifuga serotoninérgica en la actividad electrofisiolégica de las
neuronas del BO, fue la técnica de patch clamp en rebanadas de BO de
rata, asociada a un sistema de visualizacién de tejido, consistente en
una combinacién de luz infrarroja y videomicroscopia de contraste
diferencial de interferencia u optica Nomarski (Differential

Interference Contrast, DIC-Nomarski).

ANIMALES

En todos los experimentos se utilizaron ratas juveniles, Sprague-
Dawley, machos, de entre 3 a 5 semanas de edad, obtenidas del bioterio
de la Pontificia Universidad Catolica de Chile.

EQUIPOS y MONTAIE

-Montaje: Se utilizé un Microscopio Nikon modelo eclipse E 600 de
platina fija, no invertido, dotado de un objetivo de alta amplificacion
(40X de inmersién en agua) y optica Nomarski. Se utilizé un
Micromanipulador que permitié movimientos verticales y horizontales

en rangos de unos pocos micrometros. La rebanada se fijo en una
camara de registro continuamente perfundida con liquido cerebro espinal
artificial (LCEA) oxigenado a un flujo de 2 — 3 ml/minuto.

-Equipos de Amplificacién: Se utilizé un Preamplificador (Axon

Instrument) con una ganancia de X 1/100. Conectado directamente al
electrodo. Un Amplificador (Axopatch 1 D de Axon Instrument) con
ganancia de 0.5 a 100 X. Cimara de Video DAGE-DML
-Dispositivos de registro: Osciloscopio, PC compatible con tarjeta
anilogo-digital, Software pClampS y pClamp6. (Axon Instruments).
-Sistema de perfusion : La 5-HT y las soluciones fueron aplicadas a las
rebanadas por un sistema de perfusion por gravedad, consistente en
tubos graduados, bajadas de suero y llaves de tres pasos que confluian a
la cdmara de registro.
-Electrodos : Micropipetas de vidrio borosilicato; Puller o estirador
de micropipetas (Sutter instrument) generando electrodos de
aproximadamente 1 mm de didmetro en la punta y con resistencias
del orden de entre los 3 a 10 MW.

SOLUCIONES

-Solucion Extracelular: Se utilizé fluido cerebro espinal artificial
(FCEA). La composicién de éste fluido fue (en mM): 125 NaCl, 3 KCl,
2 CaCl2, 2 MgCl2, 1,25 NaH2PO4, 26 NaHCO3 y 10 Glucosa (8).
Para ajustar el pH entre 7 — 7,5, se mantuvo la solucién en burbujeo
continuo con una mezcla de O, y CO,, a concentraciones de 95% y
5% respectivamente.

-Solucion Intracelular: Esta solucién contiene un buffer de pH (10
mM HEPES, ajustado a pH 7,4), un buffer de Calcio (1.1 mM EGTA),
Mg-ATP para mantener las ATPasas activas (3mM), y Na-GTP para
procesos que involucren proteinas G (0.3 mM). Para el modo de fijacion
de corriente (I-clamp): se utilizo una solucién intracelular de KCI que
contiene, ademas de los buffers nombrados, los siguientes componentes
(en mM): 140 KCl, 5 NaCl, 1 MgC12, y 0.1 CaCl2.

REBANADAS DE BO DE RATA

Para su obtencién, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion
mediante el uso dé guillotina. Inmediatamente después se realizé la
craneotomia, se quitaron las meninges y se eliminé el encéfalo con el
fin de exponer los bulbos olfatorios en el piso de la fosa craneal
anterior.

Luego, ambos BO fueron extirpados cuidadosamente y
sumergidos en una placa petri con FCEA, la cual fue oxigenada
mediante un tubo que contenia una mezcla de O, y CO, en la
proporcion ya descrita. Cada BO fue adherido a un bloque de agarosa
2%, con el fin de situarlo en una cidmara de corte, en un vibritomo, y
determinar su plano de seccion. Las rebanadas fueron de
aproximadamente 300 mm de espesor. Finalmente, las rebanadas asi
obtenidas se incubaron por 45 — 60 minutos a 35°C, para su
recuperacion, previa a la experimentacion.

DISENO EXPERIMENTAL

Los registros de la actividad eléctrica se realizaron en dos
configuraciones; 1) configuracién de registro extracelular (cell-
attached) en fijacion de voltaje (V-clamp) y; 2) configuracién de
registro intracelular (whole-cell) en fijacion de corriente (/-clamp).

En ambas configuraciones se registré la frecuencia de descarga
neuronal (FDN) en: 1)Condicién basal de la neurona en un periodo de
tiempo fijo para todos los experimentos de 40 segundos; 2) durante la
aplicacién de 5-HT (40 seg.) y; 3) en la recuperacién o lavado con
FCEA (40 seg.).

Se midié la modificaciéon de la FDN, medida en Hz,
comparandola con la actividad basal como control. La recuperacion
o lavado se tomé como un criterio de validacién del experimento.

Tanto las células mitrales como las neuronas en penacho fueron
identificadas sobre la base de su morfologia y ubicacion en las distintas
capas existentes en el BO (1) (Figura 1).

ANALISIS DE DATOS
Los datos obtenidos se analizaron usando el software pClampé.
El conteo de las espigas se realizé a través de la exportacion de los



datos a un archivo de texto para después someterlo a un programa de
conteo de espigas descrito en Visual Basic de aplicaciones (VBA) en
plataforma excel.

Se obtuvieron promedios de frecuencia de descargas en cada
caso, los que fueron comparados frente a la actividad basal de la
misma neurona que se registré en ese momento.

Para el anilisis comparativo de los valores promedio de las
FDN en las diferentes condiciones experimentales, se utilizé la prucbha
t de student de una cola para variables asociadas, otorgando un nivel
de confianza de 95% y considerando como alta significacion estadistica
una p<0,001.

Figura 1. Estructura del BO.

A: Esquema que ilustra las capas del BO y sus principales
tipos neuronales. B: Fotografia de microscopia de
contraste diferencial de interferencia (DIC-Nomarski) con
iluminacién infrarroja de una rebanada de BO de
aproximadamente 300 mm de grosor, en la que se indican
las capas del BO: CNO: capa del nervio olfatorio; CG:
capa glomerular; CPE: capa plexiforme externa; CM: capa
mitral

RESULTADOS

CARACTERIZACION CELULAR
NUMERO y UBICACION

Durante el curso de este estudio los registros, tanto
extracelulares como intracelulares, se llevaron a cabo en un
total de 272 células del tipo mitral o penacho (M/P),
identificadas en base a su morfologia y ubicacion (1, 3, 9).
De las 272 células solo 52 registros fueron exitosos, lo que
representa una tasa de éxito cercana al 19%.

Los criterios de éxito fueron los siguientes:-
- Obtencion de sellos con una resistencia igual o mayoraun
GigaOhm (GOhm).
- Estabilidad del registro durante todo el experimento.
- Recuperacion de la actividad basal de las neuronas tras la
superfusion con FCEA.

Las neuronas registradas, se localizaron principalmente
en la Capa Mitral (CM) y Capa Plexiforme Externa (CPE).
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FORMA Y TAMANO

Se observo una diversidad morfoldgica caracterizada
por el predominio de células con aspecto piriforme. Los
porcentajes obtenidos son: Piriformes (57%); Piramidales
(10%); Redondas (10%) y sin forma definida (23%).

El didmetro promedio del soma neuronal fue de 20,75
mm =+ 4,79 (promedio + desviacion estandar). El rango de
tamario de las neuronas registradas vario entre los 8,75 a los
30,62 mm de largo (20,75 + 4,79 mm) y los 8,75 alos 13,12 mm
deancho (13,69 + 4,34 mm).

ACTIVIDAD BASAL ESPONTANEA

La frecuencia de descarga basal medida en Hz (espigas
por segundo) vari6 desde los 0 Hz hasta los 5,025 Hz (n=52)
Mientras que las restantes 11 neuronas (registros
extracelulares), incrementaron su FDN promedio desde 1,85
+ 1,33 Hz (rango de 0 a 4,675 Hz) en condicién basal, hasta
8,89+6,49 Hz (rango de 2,1 a 22,75 Hz) en presencia de 5-HT.

Ambos efectos sobre la FDN promedio son
estadisticamente significativos por la prueba ¢ de student
para variables asociadas (p<0,001, Figura 2).

DISMINUCION DE LA FDN EN UN GRUPO DE NEURONAS
M/P EN PRESENCIA DE 5-HT

Un total de 28 neuronas disminuyeron su FDN tras la
aplicacion de 5-HT, correspondientes al 53,85% del total de
células exitosamente registradas. De estas, obtuvimos 16
células en experimentos intracelulares y 12 células en
experimentos extracelulares.

En los registros intracelulares las frecuencias promedio
variaron de 1,6 + 1,37 Hz (rango de 0,05 a 5,025 Hz) en
condicion basal, hasta 0,3 + 0,7 Hz (rango de 0 a 2,37 Hz) en
presencia de 5-HT. Mientras que en los registros
extracelulares estas frecuencias promedio disminuyeron
desde 2,08 + 1,24 Hz (rango de 0,6 a 4,68 Hz) en condicion
basal, hasta 0,96+ 0,8 Hz (rango de 0,2 a 2,45 Hz) en presencia
de 5-HT. Ambas disminuciones en la FDN promedio arrojaron
una alta significancia estadistica por prueba ¢ de student
para variables asociadas (p<0,001, Figura 3).

DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue establecer la accién dela
5-HT, el neurotransmisor de la via centrifuga serotoninérgica
sobre la excitabilidad de las neuronas M/P del BO de la rata.

Mediante el registro electrofisiolégico de las acciones
de la 5-HT en una preparacion in vitro, como son las
rebanadas de BO de rata, pudimos determinar las acciones
de este neurotransmisor en la FDN de éstas células.

Los registros considerados para el analisis estadistico
corresponden solo a aquellos que cumplieron con los
criterios de “registros exitosos” consistentes en una
resistencia del sello igual o mayor a 1 GigaOhm, sellos
estables durante el registro y recuperacion de la actividad
basal tras el lavado con FCEA. Hay que considerar que de
los 272 registros totales realizados s6lo 52 cumplieron con
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Figura 2. Aumento de la FDN en un Grupo de Neuronas
M/P en presencia de 5-HT.
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A, modalidad de registro intracelular; y B, extracelular. En la
abscisa se muestran las tres condiciones experimentales:
BASAL; 5-HT 100mM; y FCEA. En la ordenada se muestra
la FDN promedio en espigas/segundo (Hz). Los valores se
presentan como promedios y la barra corresponde al error
estandar. * p<0,001.

Figura 3. Disminucion de la FDN en un Grupo de Neuronas
M/P en presencia de 5-HT.
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A, modalidad de registro intracelular; y B, extracelular. En la
abscisa se muestran las tres condiciones experimentales:
BASAL; 5-HT 100mM; y FCEA. En la ordenada se muestra
la FDN promedio en espigas/segundo (Hz). Los valores se
presentan como promedios y la barra corresponde al error
estandar. * p<0,001.

estas condiciones, arrojando una tasa de éxito cercana
al 19%, todo el resto corresponde a experimentos en donde
las neuronas no poseian un potencial de membrana (Vm)
estable o por artefactos mecanicos o al intentar registrar
intracelularmente se perdia el sello entre el electrodo y la
membrana. Esta tasa de rendimiento no incluye los intentos
fallidos por lograr inicialmente un sello, aumentando en
mayor medida la tasa de “fracasos™, lo que sugiere que esta
es una técnica muy versitil y sofisticada, pero de bajo
rendimiento.

Con esta técnica demostramos la presencia de dos
poblaciones distintas de neuronas M/P en del BO de la rata,
que responden en forma opuesta frente a la superfusién de
5-HT. En un grupo de células M/P se observa un incremento
en la frecuencia de descarga de potenciales de accién y en
otro un decremento de la misma. Este efecto opuesto podria
ser explicado por dos posibles mecanismos de accion de la
5-HT sobre el BO: una accion directa de 5-HT mediada por la
activacién de receptores serotoninérgicos de distinta
naturaleza (excitatorios o inhibitorios) presentes en la
membrana de las neuronas M/P, y/o una accién indirecta de
5-HT sobre receptores serotoninérgicos presentes en la
membrana de interneuronas del BO, las que producen una
accion inhibitoria sobre las neuronas de proyeccién M/P del
BO.

Todo esto es consistente con la distribucion de las
fibras serotoninérgicas en el BO, el tipo, ubicacion y
fisiologia de receptores serotoninérgicos y con la
organizacion morfofuncional del circuito neuronal del BO.
(153310, 2 1125 1 1l 40 15: 16)5

LOCALIZACION, FORMA Y TAMANO DE NEURONAS
M/P

Tanto la localizacion como las caracteristicas
morfologicas utilizadas para identificar las células M/P, fueron
consistentes con clasificaciones morfolégicas previas (1, 3,
9). Las células mitrales tienen sus cuerpos celulares ubicados
principalmente en la CM, existiendo también algunos en la
CPE, denomindndose células mitrales desplazadas. Las
células en penacho, en cambio, se ubican solamente en la
CPE (1). Las células registradas en este estudio fueron
principalmente mitrales, ya que preferentemente se registraron
neuronas ubicadas en la CM, pero en algunos casos también
se registraron células de la CPE, correspondientes a células
mitrales desplazadas o en penacho. La metodologia utilizada
en este estudio no permitié distinguir entre células mitrales
o en penacho, por lo tanto, ambas fueron consideradas como
una sola poblacion de células M/P.

En cuanto a la forma de estas neuronas, la mayoria de
los estudios morfoldgicos en tejidos tefiidos las definen
como células con forma piramidal (1, 9). En este trabajo
encontramos un 10% de neuronas con una forma
notoriamente piramidal y un 57% de las células con una
morfologia piriforme, que claramente corresponden al tipo
de células mitrales o en penacho. Esta diferencia puede
deberse a que la descripcion morfoldgica fue hecha con
preparaciones de tejido fijado y no de tejido vivo.



Respecto al tamafio del soma neuronal, encontramos
que el diametro promedio de las neuronas M/P fue de 20,75
+4,79 mm, similar al de estudios previos realizados en cortes
de tejido fijado, en que las células mitrales de mamiferos
presentaron un cuerpo neuronal de entre 15-30 mm de
diametro y las células en penacho un soma de entre 15-20
mm de didmetro (1). Por lo tanto, concluimos que los factores
morfolégicos de forma, tamafio y localizacién de las células
registradas en este estudio se corresponden a las de las
células M/P del BO de rata.

ANALISIS DEL EFECTO DE 5-HT SOBRE LAACTIVIDAD
ESPONTANEA

Al analizar la poblacién de células que si mostraron
una modificacién de la FDN espontanea en presencia de 5-
HT, observamos que aquellas que aumentaron su actividad
representan un 46% del total de células registradas y aquellas
que la disminuyeron un 54%. Lo que sugiere que hay un
porcentaje relativamente equivalente de neuronas que son
excitadas o inhibidas por la accidn de este neurotransmisor.
Al examinar la magnitud de la modificacién en la descarga
espontanea de cada poblacion no se observan variaciones
en la magnitud del aumento o disminucién de la FDN tras la
aplicacién de la droga en las células que presentaron distinto
nivel de actividad esponténea, no existiendo relacion evidente
entre una alta o baja FDN basal y el grado de modificacion
de la FDN; ambos grupos mostraron un comportamiento
independiente de excitacion o inhibicion frente a la aplicacién
de 5-HT. Sin embargo, algunas células mostraron un efecto
de 5-HT marcado, mientras que otras variaron su frecuencia
de descarga en forma mas leve. No obstante, estos valores
no resultaron ser estadisticamente significativos (p=0,0378;
prueba t, n=24).

De la misma manera, la disminucién en la FDN promedio
tras la aplicacion de 5-HT fue de 3,65 & 1,5 veces el valor
basal. Se aprecia nuevamente una disminucion mds marcada
de la frecuencia de disparos en los registros intracelulares
(5,15 veces el valor de la basal) que en aquellos extracelulares
(2,15 veces el valor de la basal), pero ahora de manera
estadisticamente significativa (p=0,0003; prueba t, n=29). Esta
diferencia probablemente se deba a un efecto producido por
el tipo de registro intracelular, en donde se lavan y pierden
factores citosdlicos claves como segundos mensajeros
posiblemente involucrados en la transduccién de sefiales
gatilladas por 5-HT, a diferencia de los experimentos
extracelulares en que el medio intracelular permanece intacto.

EL EFECTO DE 5-HT ES COMPLETAMENTE REVERSIBLE

En las células que sufrieron una modificacién de su
FDN espontanea posterior a la aplicacion de 5-HT se observé
una recuperacion de la misma después de un periodo de
superfusion con FCEA de aproximadamente 2,5 a 5 minutos.
Los valores promedio de las FDN basal versus aquellos de
lavado con FCEA de los distintos grupos neuronales no
mostraron diferencias estadisticamente significativas a la
prueba t de Student (p=0,261, n=52). Solo en un experimento
extracelular y en uno intracelular no se logro la recuperacion
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total de la célula dentro de ese tiempo, excluyéndose del
estudio. Estos resultados permiten concluir que el efecto de
5-HT es totalmente reversible.

POSIBLES EXPLICACIONES DE LOS EFECTOS OPUESTOS
DE 5-HT SOBRE LA EXCITABILIDAD DE LAS CELULAS
M/P.

Nuestros resultados nos permiten deducir la presencia
de dos tipos neuronales de distribucién y morfologia similar,
que responden en forma opuesta a la aplicacién de 5-HT.
Estos resultados pueden deberse a una accion directa de 5-
HT mediada por la activacion de receptores serotoninérgicos
excitatorios o inhibitorios presentes en las neuronas M/P y/
0 a una accion indirecta de 5-HT sobre receptores
serotoninérgicos presentes en interneuronas (IN)
periglomerulares o granulares del BO, las que a su vez,
producen una accién inhibitoria sobre la FDN de las neuronas
de proyeccion M/P del BO. De esta manera, la 5-HT generaria
ultimamente una inhibicion en estas neuronas o bien una
inhibicion de esta inhibicién y por lo tanto una excitacion
final.

La preponderancia de estos efectos directos o
indirectos dependera de la predominancia diferencial de
receptores de 5-HT en una u otra poblacion celular.

La evidencia previa de la activacion de receptores de
5-HT en células del BO es practicamente nula, el inico estudio
disponible de la accion de 5-HT consisti6 en un experimento
realizado en ratas anestesiadas, en donde se inyecté mediante
iontoforesis 5-HT en el BO, demostrandose una accion
inhibitoria sobre la descarga esponténea de las células
mitrales (17).

En el BO se han descrito 4 tipos de receptores
serotoninérgicos diferentes: 5-HT1A (11), 5-HT2A/2C(12)y
5-HT3 (13) distribuidos preferentemente en la CG y CGr. Sin
embargo, las consecuencias de su activacion en el BO no
han sido determinadas. Estudios electrofisiologicos y
bioquimicos en otras regiones del encéfalo han caracterizado
la respuesta neuronal de la activacion diferencial de estos
receptores (10, 18, 19). Asi, la consecuencia de esta activacion
seria excitatoria (5-HT3), inhibitoria (5-HT1A) o ambas (5-
HT2A/2C), dependiendo de la ruta de transduccion acoplada
aellos.

Por otra parte, observaciones experimentales muestran
que las fibras centrifugas serotoninérgicas tienen una
importante distribucion terminal en IN inhibitorias en diversas
regiones encefélicas de la rata, como la corteza cerebral (20),
la corteza visual (21), el tadlamo (18), la amigdala basolateral
(22) y el nicleo del rafe dorsal (23). En el BO la via
serotoninérgica se distribuye preferentemente en la Capa
Glomerular (CG) y secundariamente en la capa Granular (CGr)
y capa plexiforme interna (CPI) (3). Por lo tanto, es probable
que sus receptores también se encuentren primariamente en
IN periglomerulares y secundariamente en IN granulares, lo
cual sugiere una accion de 5-HT fundamentalmente indirecta
a nivel de las neuronas M/P del BO. Incluso si no existieran
receptores serotoninérgicos en células mitrales el efecto
observado en este estudio podria estar explicado sélo a
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través de IN, debido al tipo de conectividad reciproca dendro-
dendritica que presenta el BO (15, 16, 24, 1). De hecho,
gracias a este tipo de circuito neuronal, se ha observado que
también se producen respuestas complejas en las células M/
P, tras la estimulacion por odorantes en las neuronas
receptoras olfatorias (NRO; 25, 26). De esta manera, las
neuronas M/P bajo ciertas circunstancias, responden ya sea
con una inhibicién seguida por una excitacion, o bien, con
una excitacion seguida de un periodo de inhibicion (27). Este
circuito bulbar interconectado permite que en todo el BO la
respuesta también consista en una secuencia excitatoria e
inhibitoria con frecuencia similar a la de las neuronas M/P.
En definitiva, este tipo de conectividad neuronal, sumado a
los distintos tipos de receptores serotoninérgicos descritos
en el BO, podrian explicar los resultados opuestos que hemos
encontrado en neuronas M/P frente a la aplicacion de 5-HT.

Una explicacion alternativa de los efectos opuestos de
la 5-HT en las neuronas de proyeccién, aunque menos
probable, podria atribuirse al efecto de la técnica de corte
utilizada en este estudio, ya que podria generar alteracion de
la conectividad neuronal de las células M/P en forma
diferencial. El hecho de que cada célula mitral se proyecte a
un glomeérulo (28, 29) determina que es probable que en el
corte este glomérulo se pueda eliminar sindpticamente de la
neurona M/P y asi esta perder una importante zona de
modulacion como es la CG, donde se distribuye principalmente
la via serotoninérgica y donde existe una gran inhibicién de
las interneuronas periglomerulares sobre las células M/P,
generando un desbalance entre excitacion e inhibicion en un
grupo de células de proyeccion.

Por otra parte el efecto multiple y opuesto de serotonina
no es exclusivo del BO, estudios realizados en otras zonas
del SNC han descrito un efecto similar de 5-HT en diversos
tipos neuronales, es asi como Andrade (1987) (30) reporté la
accion de 5-HT en células piramidales de la region CA1 del
hipocampo de ratas in vitro mediante el uso de 5-HT,
agonistas y antagonistas especificos y caracterizé las
respuestas evocadas como bifésicas, consistentes en una
hiperpolarizacion, mediada por receptores 5-HT1A, seguida
de una despolarizacion de larga duracion atribuida a una
disminucion de la conductancia al K+, no determinando si es
mediada por otro o el mismo receptor.

En la corteza cerebral de ratas se han encontrado
diversas acciones de 5-HT en neuronas piramidales e
interneuronas. Un estudio de Zhou y Hablitz (1999) determino,
mediante el uso de la técnica de patch clamp, que pulsos
cortos de 5-HT inducen inhibicién de estas neuronas,
mediante la activacion de receptores 5-HT2A, mientras que
pulsos prolongados resultan en excitacion de las mismas. En
nuestros experimentos todos los pulsos pueden considerarse
similares.

En un estudio mas reciente, Liu y col. (2000)
caracterizaron las corrientes sinapticas inducidas por 5-HT
en células del nicleo del rafe dorsal (origen de la via centrifuga
serotoninérgica), determinando un aumento dosis
dependiente de la frecuencia de corrientes postsinapticas
inhibitorias, las cuales son bloqueadas por antagonistas de

receptores GABAA (bicuculina 10 mM) y por bloqueadores
de canales de Na’, sugiriendo que 5-HT podria haber
incrementado la actividad de interneuronas GABAérgicas.
Mediante el uso de agonistas y antagonistas especificos
determinaron que estos efectos serotoninérgicos eran
mediados via receptores 5-HT2A y en menor grado 5-HT2C.

Estos posibles mecanismos de accidén directa o
indirecta de la 5-HT no se han estudiado atin para el BO y es
probable que siga un patrén similar a lo que ocurre en otras
regiones del SNC. Una forma de determinar los posibles
mecanismos de los resultados obtenidos en este estudio es
la caracterizacion de los receptores de 5-HT en las distintas
células del BO y la consecuencia electrofisiologica de su
activacion, para esto, los futuros experimentos deberian
considerar, primero, el aislamiento sinaptico de las neuronas
M/P del BO mediante el empleo de bloqueadores de
receptores de los neutransmisores GABA y Glutamato vy,
segundo, el uso de agonistas y antagonistas especificos de
los diferentes tipos de receptores de 5-HT, para asi poder
identificar los receptores que median las respuestas
caracterizadas en este trabajo.

CONCLUSIONES

Sobre la base de las evidencias expuestas en este
trabajo, concluimos que las consecuencias de la activacion
de receptores serotoninérgicos en ¢l BO, determinadas a
través de la técnica patch clamp en rebanadas de BO de
rata, contemplan efectos opuestos (tanto excitatorios como
inhibitorios) en dos poblaciones distintas de neuronas de
proyeccion M/P. Una poblacién de células aumenta su
frecuencia de descarga de potenciales de accion y otra
poblacion celular disminuye dicha frecuencia en presencia
de 5-HT.

Consideramos que los resultados presentados en este
trabajo son un aporte importante en la comprension de los
efectos fisiologicos que tendria la via serotoninérgica en las
neuronas de proyeccion del BO, en el contexto de circuito
neuronal real, contribuyendo a la determinacién de los
posibles efectos modulatorios de esta via en la actividad
neuronal del BO de la rata. Asi mismo, nuestros resultados
nos permiten postular los posibles mecanismos que dan
origen a los distintos comportamientos de las neuronas M/
P frente a 5-HT. Estos mecanismos propuestos apuntan a
efectos directos a través de la activacion de distintos
receptores serotoninérgicos en las neuronas M/P del BO y/
o a efectos indirectos, a través de la activacién de receptores
de 5-HT en interneuronas inhibitorias sobre las neuronas de
proyeccion M/P.

Futuros experimentos deberin estar orientados a
dilucidar estos mecanismos de accion de 5-HT sobre las
neuronas de proyeccion del BO y asi poder determinar cuales
son los cambios que ocurren en este nivel de procesamiento
de la sefial olfatoria y definir concretamente una posible
modulacion centrifuga serotoninérgica, determinante en el
proceso de percepcion olfatoria.
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