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RESUMEN

El sistema mesocorticolimbico estd constituido por diversas estructuras cerebrales que incluyen el
estriado ventral, la amigdala, la corteza prefrontal, la corteza del cingulum, el ventro-palido (VP), el
diencéfalo v el hipocampo. Estas estructuras controlan el procesamiento cognitivo, y regulan conductas
motivacionales y de recompensa. Alteraciones en la funcion de este sistema pueden desencadenar
desordenes mentales tales como la depresion y la esquizofrenia. En este trabajo hemos estudiado el
impacto del ambiente sobre la funcion del sistema GABA a nivel del micleo VP en ratas y su relacion con
las conductas tipo-depresivas. Por su parte, para evaluar el impacto del genotipo sobre los desordenes
mentales, nosotros empleamos tres lineas de ratones transgénicos que presentan déficits en la funcion del
sistema Neuregulinal (NRG1) y su receptor ErbB4, el cual es un sistema que ha demostrado ser capaz de
incrementar los niveles extracelulares de DA en el CAl del hipocampo de ratas y estar asociado a la
esquizofrenia. Nosotros encontramos un incremento agudo en los niveles extracelulares de GABA a nivel
del VP de ratas durante la prueba de nado forzado y un aumento en el tono basal extracelular posterior a
la prueba. Adicionalmeate, la prueba de nado forzado resulté en cambios selectivos en la composicion del
receptor GABA-A, traducido esto en un incremento en la expresion de la subunidad delta y una reduccion
en la expresion de la subunidad gama2. Microinyecciones de vigabatrina en el VP potenciaron la
manifestacion de signos de anhedonia y de baja motivacion, medidos estos por las pruebas de sacarosa y
de nado forzado respectivamente. Por otra parte, ratones ErbB4-/- y ratones transgénicos condicionales
parvalbumina+/ErbB4floxed manifestaron hipersensibilidad a dosis subumbrales de anfetamina o hiper-
reactividad dopaminérgica hipocampal al estrés psicol6gico. linteresantemeite, solo los ratones ErbB4-/- y
ratones transgénicos condicionales tirosina-hidroxilasa+/ErbB4floxed fueron incapaces de incrementar
los niveles extracelulares de DA NRG1-dependiente a nivel del hipocampo dorsal. Esto sugiere que el
receptor ErbB4 expresado en neuronas monoaminergicas (tirosina-hidroxilasat) es responsable de regular
la liberacién de DA NRG1-dependiente a nivel del hipocampo, mientras que el receptor ErbB4 expresado
a nivel de interneuronas hipocampales parvalbumina+ regulan la funcion dopaminérgica
mesocorticolimbica en general, desencadenando fenotipos tipo-esquizoides en ratones. En general,
nosotros demostramos que factores extrinsecos e intrinsecos pueden afectar de manera genérica la
homeostasis del sistema mesocorticolimbico, desencadenando conductas anormales y comunes que han

sido asociadas a desordenes mentales tales como la depresién conductual y la esquizofrenia.

Palabras Claves: GABA, dopamina, depresion, esquizofrenia, mesocorticolimbico, psiquiatria



ABSTRACT

The mesocorticolimbic system is constituted by several brain structures such as ventral striatuim,
amygdala, prefrontal cortex, cingulated cortex, ventral pallidum (VP), diencephalon and hippocampus.
These brain areas control cognitive processing, and regulate motivational behaviors and reward. Changes
in the overall funiction of this system can triggers mental disorders, such as behavioral depression and
schizophrenia. We studied the environmental impact on the VP-GABA function in rats and its
relationship with depressive-like behaviors. Furthermore, in order to study the genetic impact on mental
disorders, we used three different transgenic mice lines that exhibit deficits in Neuregulinl (NRG1) and
its ErbB4 receptor expression; which is a system that previously has demonstrated to enhance
extracellular DA levels in the dorsal hippocampus, and be associated to schizophrenia. We found that the
forced swimi test in rats acutely enhanced extracellular VP-GABA levels and increased basal GABA tone
post-test. In addition, the forced swim test triggered sclective expression changes in the GABA-A subunit
composition by increasing delta subunit and decreasing gamma2 subunit expression levels. Vigabatrin
microinjections in the VP enhanced anhedonic and motivational behaviors seen in rats, tested by the
sucrose preference and the forced swim tests, respectively. Mice totally devoid of ErbB4 (ErbB4-/-) or
harboring a target deletion of ErbB4 in a subset of parvalbumin-expression GABAergic interneurons
(PV+), exhibited schizophrenia-like phenotypes related to the DA function in the hippocampus and the
brain overall, such as hyper-sensitivity to sub-doses of amphetamine or hyper-reactivity to acute
psychological stress. Interestingly, acute NRG1 administration by reverse microdialysis failed to enhance
extracellular DA levels in the dorsal hippocampus, relative to wild-type controls, only in cases where
ErbB4 was totally knocked-out (ErbB4-/-) or targeted conditionally in tyrosine-expressing neurons
(TH+), but was still active in mice where receptor was ablated in PV+ neurons. In general, we
demonstrated that extrinsic and intrinsic factors can generically affect the mesocorticolimbic homeostasis,

disrupting behaviors related to mental disorders such as behavioral depression and schizophrenia.

Keywords: GABA, dopamine, depression, schizophrenia, mesocorticolimbic, psychiatry
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1. INTRODUCCION

El término “emocion” tal y como fue definido por Papez (1937) implica dos condiciones: la
manera de actuar v la manera de seatir. La primera es designada como una expresion emocional y la
segunda como una experiencia emocional o sentimiento subjetivo [1]. Un desbalance en la funcion
cerebral que afecia el comportamiento emocional “normal” en los humanos se considera como un
“Desorden Mental” {2]. Por su parte, un desorden mental es arbitrariamente clasificado como un
conjunto de conductas sintomaticas anormales relacionadas entre si [2, 3]; con lo cual, los desordenes
alimentarios, autismo, trastomos bipolares, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
desordenes de ansiedad, depresion mayor v esquizofrenia, por solo mencionar alguno de ellos, son todos
ellos clasificados en general por el conjunto de sintomas especificos que en cada caso se expresa [2].

Sin embargo, un desorden mental constituye mds que una simple coleccion de sintomas de
conductas anormales. Este también implica un componente neurobiolégico y/o ambiental que
eventualmente puede desencadenar conductas anormales [3]. En este contexto, cambios en los factores
intrinsecos (neurobiol6gicos, genéticos) y/o extrinsecos (epigenético, ambiental), y la manera como ellos
se relacionan entre si pueden conducir a cambios en la homeostasis normal cerebral, que eventualmente
podria desencadenar un proceso psiquiatrico [4]. El conocimiento de estos factores es critico para asi
comprender de mejor manera la etiologia de los desordenes mentales y consecuentemente, ser capaces de
desarrollar nuevos y mejores tratamientos psiquiatricos que deberian de re-establecer la homeostasis

cerebral “normal” del paciente.

El método de clasificacion actual para los desordenes mentales ha sido util para diagnosticar
personas con desordenes psiquiatricos; sin embargo, el mismo no necesariamente describe desordenes
homogéneos. Por el contrario, el método actual refleja rutas finales comunes debidas a diferentes procesos
pato-fisiologicos que involucran aspectos neurobiolGgicos y ambientales [2, 3]. De hecho, una de la
mayores reservas respecto al método actual de clasificacion es que el mismo adolece de un buen consenso
respecto a los criterios neurobioldgicos que deben acomparfiar las manifestaciones conductuales

expresadas en los pacientes [4].

Papez en 1937 propuso que la expresion emocional es controlada por diversas estructuras
neurales interconectadas conocidas genéricamente como el sistema limbico [1]. Sin embargo, la manera
especifica como estas estructuras claves estan neuroanatémica y neurobiologicamente relacionadas entre
si y con el resto del sistema nervioso central y periférico es aun objeto de estudio. Es critico conocer
como diferentes componentes neuroanatomicos reguladores de la emocion funcionan entre si y con su
entorno (ambiente), a manera tal de obtener una profunda comprension de la etiologia de las emociones, y

consecuernternente, de los desordenies mentales.



En mi disertacion doctoral propongo describir el impacio de factores ambientaies
(extrinsecos/epigenéticos) y genéticos (intrinsecos) sobre dos sistemas neurotransmisores altamente
relacionados a conductas de motivacion, recompensa y psicoticas, como o son el sistema GABAérgico y
dopaminérgico a nivel mesocorticolimbico [3}1. Como modelo de estudio para evaiuar el rof de factores
extrinsecos sobre la emocion, atencidn particular serd dada al sistema GABA (4cido y-amino butirico) en
el VP sobre las conductas heddnicas y de motivacion. Por otra parte, para analizar el impacto de factores
inirinsecos (genéiicos) sobre la génesis de trastornos mentales, se dara atencion al sistema Neuregulinal-

ErbB4 en el sistema CAl-dorso-hipocampal vy su relacidén con conductas psicéticas.

2. MARCG TEORICO

2.1. Sistema Meso-Cortico-Limbico y emocion

Hace mas de cincuenta afos, Olds y Milner demostraron que ratas con electrodos implantados en
el ntcleo accumbens (NAc) vy el area ventro-tegmental (AVT) eran capaces de realizar tareas especificas
con el fin de obtener estimulos eléctricos en estas areas cerebrales [5, 6]. Posteriormente se demostro que
la estimulacion eléctrica de estas dreas del cerebro se debia en buena medida a la activacion del sistema
dopaminérgico en lo que es conocido como el sistema mesocorticolimbico (revisado en [7]). El sistema
mesocorticolimbico lo constituye un conjunto de estructuras cerebrales relacionadas directa e
indirectamente entre ellas desde una perspectiva anatomo-funcional, entre las Gue se puede meicionar al
AVT, la corteza prefrontal (CPF), hipocampo, amigdala, NAc y VP (ver Figura ) {8]. Actualmente, este
sistema es considerado como un componente principal para los circuitos mesolimbico y mesocortical en
el conirol neural para las conductas de recompensa, motivacion y aversion; asi como también en la pato-
fisiologia de trastornos emocionales y psiquiatricos tales como drogadiccion, desordenes de atencion e

hiperactividad, depresion mayor, y esquizofrenia [8].

Actualmente es aun relativamente bien aceptado que el sistema dopaminérgico, aungue no es ¢i
anico, tiene un papel importante en el procesamiento neural de las conductas de recompensa, motivacion
y aversion en el sistema mesocorticolimbico, tal y como originalmente fue establecido por Yokel y Wise
[9] . En general, las eviderncias experimentales sugieren que la activacion del sistema mesocorticolimbico
mediante la exposicion del sujeto a recompensas o incentivos ambientales que generan placer va a la par
de un incremento en la actividad dopaminérgica dentro de esta estructura neural, mientras que el bloqueo
del sisterna DA-mesocorticoliimbico genera un déficit en la adquisicion de condiictas de recoripensa que

puede inclusive desencadenar en conductas anhedodnicas v de desmotivacion {8].



Tomado y modificado de Wise, 2002

Figura 1: Sistema Mesocorticolimbico en el cerebro de roedores. Los cuerpos celulares de las neuronas
dopaminérgicas (amarillo) se localizan en el drea ventro-tegmental (VTA) y sustancia nigra (SN) y proyectan
principalmente hacia el hipocampo (Hpp), corteza prefrontal media (mPFC) y el shell del micleo accumbens (NAS).
Por su parte las proyecciones glutamatérgicas aparecen indicadas en azul y proyectan desde la mPFC hacia el
NAS, SN/VTA y el micleo tegmental pedunculo-pontino (PPTg). En color rojo estin representadas las proyecciones
de tipo GABAérgicas. Se indican tres importantes micleos (NAS, pdlido ventral (VP) y SN/VTA) en los cuales
existen cuerpos celulares para este sistema inhibitorio. Finalmente en verde se representa una proyeccion

colinérgica la cual proyecta desde el PPTg hasta el SN/VTA.

Las proyecciones dopaminérgicas en el cerebro proceden de tractos anatomicos no difusos y

topograficamente bien organizados y caracterizados histologicamente que se originan de diferentes zonas



cerebrales [10]. En este orden de ideas, seis proyecciones DA principales se han descrito dentro del
sistema nervioso central las cuales estan resumidos en la Tabla 1; sin embargo, el sistema DA-
mesocorticolimbico que estamos considerando lo constituyen principalmente células procedentes

del AVT (A10) [11, 12].

Tabla 1: (Tomado de Albanese et al., 1986) Proyecciones dopaminérgicas en el sistema nervioso central.

System

Origin

Targets

Midbrain efferent

Tubero-infundibular

Diencephalospinal

Incerto-hypothalamic

Periventricular

Olfactory bulb

Retinal

Retrorubral atea (A 8)

Substantia nigra (A9)"

Ventral tegmental area
(A10)?

Arcuate and periventricu-
lar hypothalamic nuclei
(A12, A14)

Dorsal and postetior hy-
pothalamus (A 11)

Zona incerta, posterior
hypothalamus a1,
A13)

Mesencephalic and dien-
cephalic  petiaqueductal
and periventricular gray
(A11, A14)

Periglomerular cells
(A16)

Inner nuclear layer (A 17)

Caudate nucleus, nucleus
accumbens

Caudate nucleus, putamen,
globus pallidus, nuclcus
accumbens, olfactory bulb,
cerebral cortex (see text)
locus coeruleus

Caudate nucleus, puta-
men, nucleus accumbens,
olfactory bulb, cerebral
cortex (see text), hippo-
campus, amygdala, lateral
habenular nucleus, locus
coeruleus

Median eminence, inter-
mediate and postetior lo-
bes of the pituitary
Intermedio-lateral cell col-
umns of spinal coxd

Hypothalamus, lateral
septum

Pertaqueductal and peri-
ventricular gray, thalamus,

hypothalamus
Olfactory glomeruli

Inner and outer plexiform
layers

' Main subset is the nigro-striatal pathway.
2 Main subsets are the mesencephalo-limbic and mesencephalo-cortical pathways.



Como evidencias experimeiitales que apoyan la importancia de la proyeccion DA-AVT en el
control de la emocion, lesiones en el AVT de roedores que generan un dafio especifico en células DA han
demostrado producir alteraciones conductuales tales como (i) incremento en la actividad iocomotora e
hipo-exploracidon [11}, (ii) déficit en discriminacidn espacial y alternacién {13}, (iii) extincion de
conductas de recompensa criticas para la supervivencia de la especie (ej. social, maternal, recoleccion de
alimentos, impulso sexual) [14, 15]; y (iv) déficits en conductas de aprendizaje, cognicion, y en auto-

administracién de drogas psico-estimulaintes | 13].

Si bien es relativamente claro el rol del sistema DA-mesocorticolimbico sobre el control de las
conductas de recompensa y en general en el control de las emociones, seria demasiado simplista
considerar que tinicamente el sistema DA participa en tan importante circuito emocional. En este sentido,
un ndmero extenso de trabajos han demostrado bajo diversos paradigmas experimentales que el sistema
colinérgico, opiaceo, glutamatérgico y GABAérgico participan de manera significativa en la regulacion
de la propia actividad del sistema DA mesocorticolimbico, asi como también en la modulacion del

funcionamiento del sistema en general [16].

Esté relativamente bien establecido que las neuronas dopaminérgicas en el AV pueden ser
directamente reguladas por la accion de receptores colinérgicos nicotinicos y muscarinicos [17-19]. En
este sentido, la administracion directa en el AVT de drogas agonistas para estos receptores son capaces de
activar conductas heddnicas y de recomipensa en ratas [17, 20]. Por su parte, el sistema opidceo ejerce su
mayor impacto sobre las conductas de recompensa a través de los receptores mi () y delta (3), los cuales
al ser estimulados promueven la actividad DA mesocorticolimbica [21-23]. A diferencia del sistema
colinérgico, en este caso se presume que el mecanisiiio de accion de los y involucra la inhibicion de las
células GABA, las cuales normalmente ejercen un efecto inhibitorio tonico sobre las células
dopaminérgicas a nivel del AVT [24]. Al bloquear la inhibicion ténica que las células GABAérgicas
ejercen sobre las dopaminérgicas, estan incrementan su actividad basal, promoviendo conductas

hedénicas y de recompensa.

Considerando el mecanismio de accion del sistema opiaceo sobre las conductas de recompensa, no
es extrafio que posteriormente haya sido demostrado que agentes GABAGérgicos por si mismos sean
capaces también de generar conductas de auto-administracion en el AVT [25-27]. Sin embargo, el
mecanismo especifico por el cual el sistema GABA modula la actividad DA a nivel del AVT no esta
completamente claro debido a que se ha demostrado que receptores GABA-A pueden ser

heterogéneamente expresados tanto en células DA [28], como en neuronas GABA dentro del mismo
AVT [29].



Finalmente, proyecciones polisinapticas glutamatérgicas de la CPF al AVT también modulan las
conductas de recompensa. Se sabe que las ratas se auto-administran fenciclidina u otros antagonistas para
el receptor NMDA en la CPF [30]. También es conocido que conductas de auto-estimulacién eléctrica en
la CPF promueven un incremento en la liberacién de glutamato en el AVT de ratas, mientras que el
empleo de antagonistas para receptores ionotrdpicos glutamatérgicos directamente en el AVT suprime

dichas conductas [31].

En general, el sistema mesocorticolimbico responsable del control de las conductas de
recompensa parece estar regulado principalmente por el sistema DA, cuyo origen radica en células
dopaminérgicas (A10) localizadas en el AVT que proyectan a regiones tales como el NAc, CPF e
hipocampo (ver Figura 1) {32-35|. Por su parte, proyecciones colinérgicas procedentes del tallo cerebral,
glutamatérgicas de la CPF y GABAérgicas del NAc y VP parecen constituir los principales reguladores
endogenos de la actividad DA a nivel del AVT, que a su par regula los efectos de recompensa por la
comida, agua, interaccion sexual, motivacion, y en general, por todas aquellas conductas que generan

placer en el individuo a un nivel tal que promueven el deseo de repetir dicha experiencia en lo sucesivo.

2.2. Sistema GABAérgico

El acido y-amino butirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio de la actividad en
neuronas maduras. Su receptor esta ampliamente distribuido en el sistema nervioso central y se puede
clasificar farmacologica y funcionalmente en dos clases: ionotropicos rapidos GABA-A/GABA-C y
metabotropicos lentos GABA-B [36, 37].

La existencia del GABA en el sistema nervioso central fue por primera vez descrita por Roberts y
Frankel en el afio 1950 [38]. El GABA es sintetizado por la descarboxilacion del glutamato mediante la
enzima glutamato decarboxilasa (GAD), la cual puede existir en dos isoformas: GAD65 y GADG67.
Amibas isoformas difieren entre si en su peso molecular (65 vs. 67 KDa), sus propiedades cataliticas y
cinéticas para la sintesis de GABA, asi como también en su ubicacién subcelular [39]. La sintesis de
GABA mediada por GAD ocurre en el citosol, para luego ser transportado al interior de las vesiculas
sindpticas por la accion del transportador vesicular vGAT. Finalimente, luego de la llegada del potencial
de accién al terminal sinaptico, el GABA vesicular es liberado al espacio sinaptico en un proceso
dependiente de Ca®*. En muchas neuronas GABAérgicas, la homeostasis de los niveles de Ca’’
intracelular a nivel del terminal sindptico es un proceso critico que ocurre en buena medida por la
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residual que pueda quedar fuego de concluido un tren de potenciales de accion. Por su parte, ia
degradacidén de GABA requiere la accion de una GABA transaminasa (GABA-T) que convierte al GABA
en succinato semi-aldehido, que posteriormente puede ser oxidado a succinato para incorporarse al ciclo
de Krebs [40].

El receptor GABA-A fue originalmente identificado farmacoldgicamente debido a que el mismo
era facilmente activado por la accion de GABA y del agonista selectivo muscimol, bloqueado por
bicuculina y picrotoxina, y modulado por benzodiacepinas y barbitiricos [37]. Posteriormente se
demostr6 que un segundo tipo de receptor GABA era insensible al muscimol y la bicuculina pero
estimulado por el baclofen, por lo cual se le denominé GABA-B [36]. Finalmente, un tercer grupo de
receptores de GABA mostraban ser insensibles a todas las drogas para GABA-A y GABA-B pero
sensibles a CACA (acido cis-4-aminocrotonico), por lo cual ios mismos fueron denominados como
GABA-C [37]. Originalmente se creia que los receptores GABA-C eran una clase especial de receptores
ionotropicos GABA los cuales eran expresados exclusivamente en la retina y diversos tejidos periféricos
pero que estaban ausentes en el sistema nervioso central, asi como también que eran exclusivamerte
constituidos por subunidades p las cuales no se encontraban en los receptores GABA-A [41]. Sin
embargo, con el refinamiento de las técnicas en biologia molecular e histologia se ha demostrado que
receptores ionotrépicos GABA-A a nivel del sistema nervioso central también pueden estar constituidos
parcialmente por subunidades p, con lo cual ciertos investigadores han propuesto que la clasificacion
GABA-C se considere como parte de la subfamilia del receptor GABA-A [37]. Tomando en cuenta lo
anteriormente citado, el término GABA-C no sera empleado en lo sucesivo en este trabajo y
consecuentemente GABA-A y/o GABA-B seran usados exclusivamente para referirse a la forma

inotrépica y metabotrépica respectivamente.

Desde una perspectiva funcional, los receptores GABA-A se consideran ionotropicos debido a
que se los mismos son canales 10nicos hetero-pentaméricos que permiten el paso de aniones cloro (Cl) y
bicarbonato a través de la membrana celular. Debido a que en el adulto la proporcion de aniones CI es
mayor en el espacio intersticial que en el intracelular, cuando estos canales se activan permiten el flujo de
CI' al espacio intracelular, hiper-polarizando el potencial de membrana celular y consecuentemente
reduciendo la excitabilidad neuronal (ver Figura 24) [37]. Se han clonado 19 genes para el receptor
GABA-A, los cuales han sido clasificados de acuerdo al grado de homologia de su secuencia
aminoacidica (Figura 2B). En base a esto se han clasificado 8 tipos de subunidades que son a, B, v, 8, €, 7,
0y p [37]. Dentro de estas subunidades, la a exhibe seis isoformas (al-a6), mientras que la B, y y p
exhiben respectivamente tres cada una (B1-p3, y1-y3, y pl-p3). Por otra parte, ciertas subunidades pueden

ademas presentar diversas formas de splicing siendo la mas predominante de estas la subunidad y2, la
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cual exhibe una forma corta y una forma larga, lo cual le confiere a su receptor diferencias electro-
cinéticas [37]. Dado el hecho que el receptor GABA-A es hetero-pentamérico y que existe un alto nimero
de subunidades para el mismo, no es extrafio encontrar que este receptor sea altamente heterogéneo tanto

farmacoldgica como electrofisiolégicamente dentro del sistema nervioso central [37].
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Tomado y modificado de Belelli y Lanbert, 2005 y Olsen, 2008

Figura 2: (4) El receptor GABA-A es un canal para iones cloro hetero-pentamérico . (B) Se conocen 19 genes
para el receptor GABA-A, los cuales han sido clasificados de acuerdo al grado de homologia de su secuencia

aminoacidica.

Los receptores GABA-B pertenecen al grupo de receptores que estan asociados a nivel
intracelular a proteinas G, por lo cual los mismos se consideran metabotropicos [36]. Estructuralmente,
este es un receptor de siete dominios transmembranales (ver Figura 3) que en su forma activa
heterodimeriza con las subunidades conocidas como GABA-B1 y GABA-B2 [42-46]. Se sabe que la

subunidad GABA-B2 es el componente esencial que asocia en su dominio intracefular con la proteina G,



mientras que la subunidad GABA-B1 es necesaria para la activacion ligando-dependiente [47-50]. De esta
manera se cree que el mecanismo de activacion del receptor GABA-B consiste en que una vez que el
neurotransmisor GABA se une a la subunidad GABA-BI en la superficie celular, un cambio
conformacional de esta promueve la heterodimerizacion GABA-B1/B2, que a su vez permite que
GABA-B2 active la cascada de sefializacion intracelular dependiente de proteina G [36]. Respecto a la
diversidad de este receptor, si bien la misma es mucho menor respecto a la exhibida por parte del GABA-
A, siete formas de splicing han sido reportadas para la subunidad GABA-B1 (la, 1b, lc, 1d, le, If, 1g)
en ratas y humanos [51-57]. Sin embargo, aunque se cree que como en el caso del receptor GABA-A, la
variedad representada en las diversas formas de splicing para la subunidad GABA-B1 deberia ofrecer
diferencias en las propiedades farmacologicas y en la capacidad de enlazar GABA a esta, aun no esta
claro como sucede esto de manera especifica [36]. Los mecanismos efectores asociados con los receptores
GABA-B son el sistema adenilato ciclasa, y canales ionicos para calcio (Ca*") y potasio (K") [36]. Estos
receptores median la activacion de estos mecanismos efectores mediante la activacion de proteinas G
Gio/Goos €n particular Gi, [58, 59]. En este sentido, posterior a la activacion de la cascada de sefializacion
intracelular dependiente de proteina G se promueve la produccion de AMPc mediante la activacion de
una adenilato ciclasa a nivel intracelular. Finalmente y dependiendo de la localizacion especifica del
receptor y de la region en particular en el sistema nervioso central, una reduccion en la conductancia para

2 . .
Ca™ o un incremento para la conductancia a K" ocurre en la membrana neuronal [36].
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Tomadoy modificado de
Pierce et al, 2002.
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Figura 3: E! receptor GABA-B es un heterodimero obligado el cual unicamente es funcional cuando las
subunidades GABA-Bl y GABA-B2 se co-expresan en la misma célula. La subunidad GABA-BI es capaz de enlazar
GABA mientras que la subunidad GABA-B2 no lo hace. Por su parte, la subunidad GABA-B2 es totalmente inactiva
cuando no dimeriza con su contraparte GABA-BI. Sin embargo, cuando ocurre la heterodimerizacion GABA-
BI/GABA-B2 el receptor activa una cascada de sefializacion intracelular dependiente de proteina G. Se sabe que la
subunidad GABA-B2 es critica en este proceso intracelular.



La Depresion Mayor es un desorden emocional que afecta al 3.9 % de la poblacion mundial [60].
De acuerdo a los criterios de clasificacion de DSM-IV, la misma se caracteriza en general por un estado
de desmotivacion y baja autoestima, desinterés por actividades cotidianas (anhedonia), trastornos del ciclo
suefio-vigilia, baja energia, agitacion psicomotora, cambios en el apetito por alimentos y desesperanza
{2]. Por su parte, en la bisqueda de posibles sustratos neurales que permitan describir la etiologia de la
depresion conductual, diversos estudios en humanos y roedores han demostrado que el AVT, la CPF, el
estriado, la amigdala, el talamo y el hipocampo (en general, el sistema mesocorticolimbico) estan
vinculados con conductas depresivas [61-64]. Adicionalmente, el shell del NAc el cual es una regiéon que
integra proyecciones provenientes de la CPF, el AVT y el hipocampo (ver Figura I) [65], también ha
demostrado jugar un importante rol en la depresion [66-68]. En este sentido, también se sabe que diversos
sistemas de neurotransmision tales como el glutamatérgico, colinérgico, adenosinérgico y dopaminérgico

en el NAc estan desregulados [61, 68-72].

Diversos trabajos han sefialado claramente que el NAc se proyecta casi exclusivamente al VP
mediante neuronas espinosas medianas GABAGérgicas (Figura 1) [73-75]. En general, se ha demostrado
que el VP es un area cerebral de convergencia de seiiales de recompensa limbicas asi como también
integrador de diversos procesos cogritivos, alectivos y motores. De este modo, las primeras evidencias
respecto a la funcién del sistema GABA en el VP indicaron que el mismo estaba asociado al control de la
actividad locomotora inducida por la anfetamina [76-79]; aunque mas recientemente, otros describieron
que este sisteina también es importainte en el coitrol de conductas de alimentacion, saciedad, recompensas
y de aversion a nuevos sabores [64, 80-84]. A modo de descripcion general, lo que se sugiere es que
experiencias agradables o placenteras (hedonicas) reducen el tono GABAérgico en el VP, mientras que
por el contrario, todas aquellas experiencias desagradables o aversivas incremientan la actividad GABA-
VP, posiblemente debido en parte a un cambio en la actividad neural del NAc {76, 84-87]. Tomando en
cuenta lo anteriormente citado, mas el hecho que el NAc participa activamente en la etiologia de la
depresion, parece razonable considerar que el sistema GABA en el VP deberia también estar asociado a
conductas de desmotivacion y depresion; asi como también debe servir como una importante “via final
comin” en el procesamiento mesocorticolimbico para conductas emocionales y de recompensa No

obstante, aun no existen reportes que prueben lo aqui sugerido.
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2.4. Sistema Dopamina

La DA fue fisiologicamente descrita por primera hace mas de 50 afos por el premio nobel Arvid
Carlsson [88]. A diferencia de neurotransmisores tales como el glutamato o el GABA en el sistema
nervioso central, la DA afecta la actividad neuronal de manera relativamente lenta mediante la activacion
de dos grupos importante de receptores asociados a proteina G, conocidos como receptores tipo-D1 y
tipo-D2, [89].

La sintesis de las catecolaminas y en particular de la DA, se inicia en las neuronas
catecolaminérgicas con la hidroxilacion del aminoacido L-tirosina a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA) por la accion de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH) [90]. Seguidamente, la DA, norepinefrina y
epinefrina se sintetizan secuencialmente mediante una descarboxilacién, hidroxilacion y metilacion para
obtener epinefrina como producto final (ver Figura 4A4) [91]. Por su parte, el catabolismo de las
catecolaminas involucra principaimente dos enzimas: la Catecol-O-Metiltransterasa (COMT) estracelular
y la mitocondrial Monoamino Oxidasa (MAO) mitocontrial, las cuales metabolizan la DA a 3-Metoxi-
Tiramina (3-MT) y a acido 3.,4-Di-hidroxi-fenilacetico (DOPAC) respectivamente [90]. Finalmente y
dependiendo de la region cerebral en particular, tanto la 3-MT como el DOPAC son metabolizados por la
accion de COMT o MAO para obtener adcido homovanilico (HVA) como producto metabdlico final de la

DA, el cual es posteriormente excretado a través de la orina (Figura 4B) [90].
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Figura 4: (4) Ruta biosintética para las catecolaminas. (B) Metabolismo de la dopamina por la accion de la
monoamino oxidasa (MAQO) y la Catecol-O-Metiltransferasa (COMT). Acido 3,4-Di-hidroxi-fenilacetico (DOPAC),
3-Metoxi-Tiramina (3-MT), y dcido homovanilico (HVA).
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En lo que respecta a los receptores para DA, tal y como se ha sefialado previamente, los mismos
se han separado en dos grupos importantes: receptores tipo-D1 y tipo-D2 [89]. Originalmente, esta
clasificacion general se basé en el hecho de que ciertos receptores para la DA eran capaces de estimular
la activacion de una adenilato ciclasa mientras que otros no lo hacian, por lo cual a los primeros se les
denomino como receptores DI y a los segundos como receptores D2 [92]. Posteriormente, con el
advenimiento de nuevas tecnologias en ingenieria genética y biologia molecular fue posible determinar
que existen mas de dos clases de receptores para la DA. De hecho, actualmente se reconoce que existen
cinco subtipos de receptores para la DA denominados respectivamente D1, D2, D3, D4 y D5, los cuales
difieren estructural, farmacoldgica y bioquimicamente entre ellos [89]. Sin embargo, aunque es
ampliamente aceptada la previamente mencionada diversidad para los receptores de DA, la clastficacion
de los mismos continua siendo resumida en base al tipo de cascada de sefializacion celular que los
mismos activan. En este sentido, los receptores D1 y D5, los cuales inducen la produccion de AMPc via
adenilato ciclasa activada mediante una proteina Gag,s S€ consideran receptores tipo-D1, mientras que los
receptores D2, D3 y D4 los cuales inhiben la produccién de AMPc al bloquear la adenilato ciclasa via una
proteina Gay, se consideran como receptores tipo-D2 [89]. Las respuestas intracelulares que pueden ser
activadas mediante los receptores para DA son muy diversas; sin embargo, en general se considera que
los receptores tipo-D1 tienen un efecto facilitador sobre la actividad neuronal, mientras que los receptores
tipo-D2 la reducen [89]. Aunque el mecanismo especifico por el cual esto ocurre depende del tipo de
receptor que este siendo activado asi como también de la neurona involucrada en la sinapsis
dopaminérgica, los receptores DA facilitan o inhiben la actividad neuronal al afectar los niveles
intracelulares de Ca’" bien sea por cambios en la permeabilidad de este o por inducir la movilizacién de
depositos internos, asi como también afectando la permeabilidad para iones K', alterando la actividad
para transportadores de iones Na', la actividad de la fosfolipasa C (PLC) y afectando las corrientes
dependientes de receptores glutamatérgicos NMDA/AMPA o GABAérgicos GABA-A (ver Figura 5)
[89].

Figura 5: Mecanismos de transduccion de
sefializacion intracelular de receptores
Tipo-D1 o Tipo-D2. AC, adenilato ciclasa;
PLC, fosfolipasa C.

Tomado y modificado de Missale et al., 1998
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2.5. Sistema Neuregulina/ErbB

Las neuregulinas (NRGs) son proteinas de seiializacion mediadoras de interacciones
intercelulares principalmente en el sistema nervioso central, corazon y glandulas mamarias [93]. Para el
caso particular del sistema nervioso central, se ha demostrado que las NRGs promueven la proliferacion,
diferenciacion, migracion y supervivencia de células satélite, Schwann y oligodendrocitos durante etapas
tempranas y medias del desarrollo embrionario [93]. Por su parte, las NRGs constituyen una familia de
cuatro miembros (NRG1, NRG2, NRG3 y NRG4) que comparten todas ellas en comiin un motivo de
factor de crecimiento epidérmico (EGF-like) (ver Figura 6), el cual es el responsable principal de la
activacion de los mecanismos de sefializacion intracelular mediados por su correspondiente receptor del
que se discutirda mas adelante [94-99]. Se cree que cada una de las isoformas descritas para las NRGs
producen diferentes respuestas bioldgicas gracias a las diferencias estructurales que ellas exhiben, asi
como también por el hecho de que las mismas presentan un patron de expresion temporal y espacial

diferencial [93].

La utilizacion de ratones modificados genéticamente en la biologia ha sido de gran utilidad para
describir la funcion de algan gen en particular. Sin embargo, esta estrategia ha sido dificil del emplear
para el caso de la NRG-1, debido al hecho de que la carencia de la misma conduce a la muerte temprana
de los embriones al decimo dia de gestacién (E10) debido a un deficiente desarrollo del tejido cardiaco
{100], impidiendo consecuentemente estudiar el impacto de la supresion de este gen en posteriores etapas
del desarrollo embrionario e inclusive durante la aduitez. Sin embargo, mediante el empleo de diferentes
estrategias las cuales afectan la sefializacion de la NRG-1 ha sido posible describir de manera
relativamente clara que la NRG-1 es importante en la regulacion de la proliferacion de neuroepitelios,
diferenciacion de neuronas ganglionares de la retina, desarrollo de neuronas ganglionares de la médula y
cerebelo, migracion de neuronas del cerebelo y cerebro, y la expresion y funcion de canales ligando y

voltaje dependientes en neuronas centrales [101].

MRG-2 NERG-3 NRG-4
: l {

i I | i

Figura 6: Cuatro neuregulinas (NRG) han
sido descritas en los vertebrados. En
general, las NRGs difieren entre si por

presentar diferentes dominios

extracelulares; sin embargo, es importante

hacer notar que todas ellas contienen un

dominio EGF-like responsable de la

activacion de los  mecanismos  de

sefializacion intracelular mediados por su Type | Type li Type lii

receptor ErbB. {;“ igSdike T Cysteine-rich B8 Transmembrane
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Por otra parte, fos receptores para las NRGs son genéricamente conocidos como ErbB o HER.
Estos constituyen una familia de cuatro proteinas (ErbR1-4) asociadas en su dominio intracelular a
tirosina kinasa (TK), que comparten cntre cllas clementos basicos estructurales [102]. Sc sabe que los
receptores ErbB son mediadores importantes de la regulacion del desarrolio del tejido cardiaco y
receptores ErbB (a excepcion de ErbB2) son ligandos selectivos para diversos factores de crecimiento
EGF-like, tales como el factor de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento transformador a,
amfiregulina, factor de crecimiento heparina enlazante, betacelulina, epiregulina y NRGs (ver Figura 74)
[106]. Es importante hacer mencioén que las NRGs han demostrado ser ligando exclusivamente para
ErbB3 y ErbB4 [106]. En general, los receptores ErbB median respuestas intracelulares especificas
dependientes de la fosforilacidn de residuos tirosina asi como también median [a asociacién de proteinas
a dominios Src [93]; sin embargo, para que esto se lleve a cabo es necesario que el receptor ErbB una vez
asociado a su correspondiente ligando inicie un proceso de homo- o hetero-dimerizacion entre los
diferentes miembros de la familia de receptores ErbB lo cual conduce a una completa activacidn del
mismo (ver Figura 7B) [102]. Mediante este mecanismo de dimerizacion de los receptores ErbB se
promueve un mecanismo de fosforilacion cruzada de los residuos tirosina a nivel intracelular, para
finalmente desencadenar las rutas efectoras intracelulares que median respuestas bioldgicas especificas
dependiendo de los receptores involucrados en el proceso de dimerizacion [106]. La hetero-dimerizacion
también juega un rol importante en la biologia del receptor ErbB4, dado el hecho que es frecuente
encontrar la formacidn de complejos con ErbB2, lo cual incrementa el espectro de sefiales intracelulares

que este activa [106].

2.6. Relacion entre el sistema Neuregulinal-ErbB4 y la Dopamina CAl-dorso-hipocampal con

Desordenes Esquizoides

Los desordenes esquizoides se caracterizan por tres clases de sintomas conductuales: positivos,
negativos y cognitivos [2]. En este sentido, los sintomas positivos incluyen alucinaciones, delirios y
pensamientos desorganizados, mientras que los negativos consisten en anhedonia y disociacién social
{107]. Finalmente, los sintomas cognitivos se caracterizan por déficits de atencidn y de memoria para
ejecucion de tareas [108]. En general lo que se propone es que los sintomas previamente mencionados
estan asociados con una actividad aberrante de diversos sistemas neurotransmisores en diferentes aéreas
cerebrales, entre las cuales el sistema mesocorticolimbico y el dopaminérgico muestran estar altamente

des-regulados en la Esquizofrenia [109].
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Figura 7: (4) Especificidades de los receptores ErbB por diferentes ligandos. BTC, betacelulina; TGFa, factor de
crecimiento transformador a; AR, anfireguline, EPR, epiregulina;, HB-EGF, EGF-like heparina enlazante, NRG,
neuregulings. (B)Aunque no se conoce ningun ligando para el receptor ErbB2, el mismo es el receptor mas
comunmente encontrado que dimeriza con las otras formas de receptores FrbB. El homodimero ErbB3no genera
sefializacion intracelular por lo cual es mismo estd marcado con una “X”. Por su parte, el heterodimero mas

comunmente encontrado en el sistema nervioso central y que es activado por NRG1 es la forma ErbB2-ErbB4.

Clasicamente la etiologia de la Esquizofrenia ha sido explicada por la “Hipodtesis Dopaminérgica”
{110, 111], la cual se basa en el hecho de que la administracion de drogas que aumentan la transmision
dopaminérgica en el cerebro pueden iniciar sintomas psicéticos positivos en pacientes normales o
exacerbarlos en pacientes esquizofrénicos mientras que la mayoria de las drogas anti-psicoticas usadas
actualmente en el tratamiento de este desorden actian como antagonistas del receptor tipo-D2 para la DA
[112, 113]. Actualmente se sugiere que el metabolismo del sistema DA en pacientes esquizofrénicos es
normal mas no la manera como este es regulado dentro del sistema nervioso central, conduciendo a
cambios anormales y heterogéneos en la actividad de las neuronas dopaminérgicas en diversas zonas
cerebrales [109]. De esta manera, algunos reportes indican que el estriado e hipocampo, y particularmente
el sistema dopaminérgico estriatal de pacientes esquizofrénicos es hiper-reactivo a bajas dosis de

anfetamina y potencia los sintomas positivos psicoticos de estos cuando normalmente no se produce
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ningdn sintoma psiquidtrico en pacientes normales [114-116]. En contraposicion a lo anterior, otros
reportes han indicado que una hipofuncién dopaminergica de la CPF es caracteristica en pacientes
esquizofrénicos {117, 118]. La CPF ha demostrado ser un area cerebral importante para el establecimiento
de la memoria para la ejecucién logica de tareas y en general en el correcto procesamiento cognitivo
[119]; por lo cual, la condicion de “hipo-frontalidad” caracteristica de pacientes esquizofrénicos ha
permitido explicar en buena medida los déficits cognitivos caracteristicos expresados en la enfermedad
[120-123].

La medicacion antipsicitica clasica para la Esquizofrenia (entiéndase antagonistas para receptores
tipo-D2) ha sido efectiva en minimizar los sintomas positivos de la enfermedad, mas sin embargo esta ha
mostrado ser inefectiva e inclusive contraproducente para corregir los sintomas negativos o cognitivos.
Las razones de esta afirmacion son facilmente entendidas si consideramos los argumentos previamente
citados. Dicho de otra manera, los antipsicoticos anti tipo-D2 en pacientes esquizofrénicos actilan
exciusivamente en la correccion de los estados hiper-dopaminérgicos en regiones tales como el estriado;
sin embargo, en regiones tales como la CPF en la cual se describe un posible estado hipo-dopaminérgico,
los anti psicéticos anti tipo-D2 agravan esta condicion neuroquimica, empeorando la sintomatologia
[124].

Si bien la “Hipdtesis Dopaminérgica” para la Esquizofrenia fue originalmente aceptada como el
componente neurobiologico esencial en este desorden mental, recientemente se reconoce que alteraciones
en otros sistemas neuronales tales como el glutamatérgico, colinérgico y el GABAérgico también deben
ser importantes en el establecimiento de la enfermedad [125-129]. Interesantemente, diversos reportes han
sugerido que la esquizofrenia puede estar asociada a déficits en la regulacion de patrones sincronizados
oscilatorios de la actividad neural cerebral (revisado en [1307). Estos patrones sincronizados oscilatorios
se sabe son importantes para facilitar el procesamiento v el flujo de informacidn entre diferentes areas
cerebrales y posiblemente, son esenciales para la funcién cognitiva normal, la cual esta alterada en los
pacientes esquizofrénicos [131]. De hecho, diversos reportes han indicado que un tipo actividad
oscilatoria sincronizada electroencefalografica en particular (30-80 Hz), conocida como oscilaciones v
(gama) puede estar significativamente reducida en estos pacientes [132]. Las oscilaciones y son un
mecanismo neural de circuito local sincronizado que se ha reportado ocurre a nivel de ia corteza y el
hipocampo, las cuales requieren de interacciones excitatorias e inhibitorias recurrentes [130]. Diversos
estudios apoyan la hipotesis de que interneuronas bi-estratificadas GABAérgicas y positivas para PV son
importantes en la generacion de las oscilaciones v en el hipocampo y la corteza [130]. De hecho se cree
que la regulacion de la actividad de estas interneuronas GABA-PV+ depende de la activacion de
receptores AMPA y NMDA localizados en esta poblacion interneuronal en el hipocampo, y la ablacion

selectiva de estos receptores reduce el poder de estas oscilaciones sincronicas en esta area cerebral [128,
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129]. Adicionalmente, un reporte reciente también ha demostrado de manera interesante que ¢l poder de
las oscilaciones y también es regulado por el receptor dopaminérgico D4, el cual es expresado en las
mismas interneuronas GABA-PV+ [133]. Este reporte indica que activando receptores D4 en el CA1 del
hipocampo se incrementa el poder de las oscilaciones y mientras que su bloqueo las reduce. De esta
manera, st bien otros sistemas de neurotransmision tales como el glutamatérgico, colinérgico y
GABAgérgico han comenzado a modernizar el paradigma clasico del origen de la Esquizofrenia, la DA
aun sigue manteniendo vigencia dentro del contexto de la etiologia para este desorden psiquiatrico.

Actualmente se sugiere que existen ciertos factores ambientales que durante etapas del desarrollo
embridnico o a temprana edad pueden predisponer al desarrollo de la Esquizofrenia durante la aduitez
[134-140]; sin cmbargo, sc sabe que para ello también es necesario que ¢l individuo lleve consigo una
carga especifica de variantes genéticas que incrementen la susceptibilidad de desarrollar este desorden
psiquiatrico [141]. En este sentido, polimorfismos en nucledtidos especificos dentro de haplotipos para el
gen de la Neuregulina-1 (NRG1) y su receptor ErbB4 han demostrado estar asociados a un incremento en
la susceptibilidad para desarrollar Esquizofrenia en diferentes poblaciones en Islandia, Escocia, China v
Costa Rica [142-153].

El sistema NRG1-ErbB4 puede afectar la plasticidad hipocampal al revertir la induccion del LTP,
as{ como también incrementar el poder de las oscilaciones gama (), mediante la activacion del receptor
D4 para la DA en el hipocampo dorsal de ratones [133, 154]. Adicionalmente, el laboratorio del Dr.
Buonanno ha demostrado de manera significativa que la administracion aguda v local de NRG! en el
hipocampo dorsal de ratas es capaz de incrementar los niveles extracelulares de DA dorso-hipocampales
[154], dandose un importante avance en el entendimiento de la relacion directa existente entre el sistema
NRGI-ErbB4, sistema DA y Esquizofrenia.

En el hipocampo dorsal de roedores, la expresion de ErbB4 esta restringida a una poblacion
particular de interneuronas positivas para colecistokinina {(CCK), oxido nitrico sintasa (NOs),
somatostatina y para PV, las cuales se localizan en estratos celulares bien definidos dentro de esta region
cerebral {155, 156]. A pesar de las evidencias anteriormente sefialadas, aun no esta claro el mecanismo
especifico por el cual la activacion del receptor ErbB4 mediante NRG1 en el hipocampo dorsal es capaz
de inducir un incremento en los niveles extracelulares de DA reportados previamente por el laboratorio
del Dr, Buonanno [154].

El empleo de ratones con alteraciones genéticas especificas en las cuales se modifica, agrega
(knock-in), o elimina (knock-oul) la expresion de un gen particular ha resultado ser una herramienta
poderosa para determinar la funcion de un gen en particular en un contexto biolégico. En este mismo
sentido, diversos laboratorios han desarrollado diversas lineas de ratones modificados genéticamente que

presentan déficits en la expresion de la NRG1 o del receptor ErbB4, a modo tal de generar cambios en la
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funcion del sistema NRG1-ErbB4 en modelos animales que permitan en primer lugar, reproducir alguno
de los sintomas reportados para la Esquizofrenia en humanos, v en segundo lugar, explorar en mayor
profundidad las bases neurobiologicas que desencadenan en estas conductas. Sin embargo y como ya se
ha mcncionado con antcrioridad, dado que cl sistema NRG1-ErbB4 ha demostrado ser csencial durante
etapas tempranas del desarrollo embrionario {100, 157]; diversos laboratorios han procedido a desarrollar
ratones viables que expresan en menor grado NRG1 o que contienen mutaciones que afectan dominios
especificos de la propia NRG1 Sin embargo, los resultados obtenidos por esta via han sido complicados
de interpretar (discutido por [101]). Una segunda estrategia para estudiar el rol neurobioldgico del
receptor ErbB4 en ratones ha consistido en emplear ratones ErbB4 -/- descritos originalmente por
Gassman et al., 1995 [100], y rescatarlos de la letalidad embrionica debida al ineficiente desarrollo del
miocardio mediante la sobre-expresion transgénica del receptor ErbB4 a nivel cardiaco ErbB4MHCE®BS
[158]. Finalmente, una tercera estrategia para estudiar de manera especifica el papel de ErbB4 sobre
diferentes poblaciones celulares dentro del sistema nervioso central ha consistido en emplear el sistema
Cre-lox, el cual actualmente es empleado como una herramienta refinada para desarrollar ratones knock-
out clasicos y condicionales.

De manera breve, el sistema Cre-lox lo constituyen dos componentes: (a) una Cre recombinasa
que cataliza la recombinacion entre dos sitios loxP; y (b) los sitios loxP, los cuales son regiones de 34
pares de bases con una regién central conservada de 8 pares de bases especifica que es donde se lleva a
cabo el proceso de recombinacion (ver Figura 84). Aunque cxisten diversas cstrategias para introducir los
genes Cre y loxP en el genoma del raton de manera separada, estos generalmente se hacen a modo tal de
garantizar la eliminacion de un segmento del mismo, lo cual implica que los genes loxP deben flanquear
la porcion del genoma que se desea eliminar (Figura 8B) [159]. De esta manera, ratones que expresan Cre
bajo el control del promotor para PV [160] o TH [161], han sido cruzados con ratones que tienen el exdn
2 del gen de ErbB4 flanqueado por dos sitios loxP (floxed). De esta manera, es posible obtener ratones
PV-Cre ErbB4floxed o TH-Cre ErbB4fluxed que no expresan ErbB4 exclusivamente en interneuronas
positivas para PV o en neuronas TH+ respectivamente.

Para determinar de qué manera especifica la des-regulacion del sistema NRG1-ErbB4 puede
reproducir alguno de los sintomas reportados para los desordenes esquizoides en humanos, el laboratorio
del Dr. Buonanno ha comenzado a emplear ratones ExbB4M'“F™4 v py_Cre ErbBAfloxed [162]. De esta
manera, se ha demostrado que ratones ErbB4-/- exhiben déficits sensorimotores ante estimulos audibles,
son hiperactivos y de bajo indice de ansiedad basal respecto a sus controles (ratones consanguineos y con
el mismo perfil genético aunque en este caso expresan ErbB4). Por su parte, aunqgue los ratones PV-Cre
ErbB4floxed no presentan todas las alteraciones conductuales exhibidas por los ratones ErbB4-/-, estos

también presentan déficits sensorimotores ante estimulos audibles ¢ hiperlocomocién. Diferencias en la
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manera como el sistema NRG1-ErbB4 actia sobre las diferentes poblaciones celulares que expresan
ErbB4 en el hipocampo dorsal, asi como también en diferentes regiones cerebrales asociadas al sistema
mesocorticolimbico tales como la CPF, NAc, VP, amigdala y AVT podrian explicar las diferencias
conductuales tipo-esquizoides reportadas para las diferentes lineas de ratones transgénicos previamente

mencionados, aunque esta hipdtesis aun no ha sido explorada.

Figura 8: (4) la secuencia loxP esta constituida B
por 34 pares de bases. Una region central de 8 Deletion

pares de bases es el blanco para la recombinasa

Cre. (B) al flanquear el gen X de interés con dos

secuencias loxP, se garantiza la completa
eliminacion del mismo cuando también se

expresa la recombinasa Cre en el mismo raton.

Tomado y modificado de http://cre.jax.org/introduction.html

Considerando el hecho de que (a) el receptor ErbB4 es ampliamente expresado en interneuronas
que co-expresan PV+y GAD67+ en el hipocampo dorsal [155, 163, 164]; (b) las interneuronas PV+ estan
involucradas en el control de las oscilaciones gama (y) y que la intensidad de las mismas estan reducidas
en la esquizofrenia [165, 166]; (c) el numero de interneuronas PV+ en el hipocampo de ratones ErbB4-/-
esta reducido en un 31% [164]; (d) ratones defectuosos para la expresion de ErtbB4 en interneuronas PV+
reproducen algunos de los sintomas caracteristicos de la Esquizofrenia [162]; y (e) el receptor
dopaminérgico D4 también es co-expresado en interneuronas PV+/ErbB4+ [133]; es posible sugerir que
el incremento de DA en el CA1 del hipocampo dependiente de la activacion del sistema NRG1-ErbB4

previamente reportado por Kwon et al. [154], ocurre mediante la participacion activa de interneuronas
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PV+ en el CAl del hipocampo dorsal de ratones, sin embargo, no existen reportes previos que hayan

explorado lo aqui indicado.

Los ratones knock-out defectuosos para {a expresion de ErbB4 en interneuronas PV+ se sabe
reproducen algunos, pero no todos los fenotipos conductuales expresados en ratones ErbB4-/- [162]. Esto
sugiere que la accion deletérea de la supresion en la expresion de ErbB4 exclusivamente en interneuronas
PV+ no afecta de manera generai la regulacion de todos los fenotipos conductuales expresados en ratones
ErbB4-/-. Esto implica que otros tipos de neuronas que también expresan ErbB4 dentro del sistema
nervioso central también deben tener un rol en la regulacion de estas otras conductas no expresadas en los
ratones PV-Cre ErbB4floxed. Aunque actuaimente no existen evidencias de que el receptor ErbB4 sea
expresado en terminales DA a nivel del hipocampo dorsal [154], otras estructuras cerebrales tales como el
AVT (el cual proyecta al hipocampo dorsal [33, 34]) expresan ARNm para ErbB4 en neuronas TH+ y
dopamina-p-hidroxilasa negativa, lo cual indica la naturaieza dopaminérgica de las mismas [167-169]. De
esta manera, en los ratones TH-Cre ErbB4 floxed se deberia desencadenar una regulacién anormal del
sistema DA en ¢l sistema mesocorticolimbico, lo cual conduce a fenotipos conductuales tipo esquizoide

tal y como otros autores han predicho {109].

3. HIPOTESIS

3.1. Hipdtesis A: Relacion del sistema GABAérgico ventro-palidal con conductas de Depresién.

La activacion del sistema GABAérgico en el VP esta asociada a la depresion conductual. Este
cambio a su vez desencadena en cambios en la expresion de subunidades del receptor GABA-A, los
cuales determinan un mecanismo epigenético para el establecimiento de un fenotipo tipo-depresivo en el

cerebro de la rata.

3.2. Hipotesis B: Mecanismo del sistema Neuregulinai/ErbB4 para inducir activacion del

sistema dopaminérgico en el hipocampe dersal y su relaciéon con conductas psicéticas.

El incremento de DA en el CA1 del hipocampo dorsal dependiente de la activacion dei sistema
NRG1-ErbB4, ocurre debido a la inhibicidn de la actividad tdnica de interneuronas que co-expresan PV y
ErbB4 cuando la NRG! es aplicada de manera aguda, lo cual a su vez permite a los terminales DA
presentes en esta drea cerebral liberar mas DA de manera temporal. Este fenomeno es suprimido en
ratones genéticamente modificados que no expresan ErbB4 en interneuronas PV+, asi como también los

mismos exhiben conductas tipo-esquizoides. Por su parte, ratones modificados genéticamente que
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suprimen la expresion de ErbB4 en céiulas TH+ responden de manera similar que ratones controles

cuando un pulso de NRG1 es aplicado en el CA1, aunque expresan algunos fenotipos conductuales tipo-

esquizoides.

4. OBJETIVOS

4.5. Objctives Generales: FHipdétesis A

a)

b)

c)

Monitorear ios niveles extraceiuiares de GABA en el VP de roedores antes, durante y después de
un status de depresion conductual, usando para ello microdialisis in vivo en animales despiertos y
con libre movilidad.

Evaluar de qué manera microinyecciones directas en el VP de drogas que incrementan o reducen
la actividad del sistema GABAGérgico afecta diversas conductas de motivacion, utilizando para
ello diversos modelos conductuales.

Determinar si ios posibies cambios en la transmisién de GABA a nivel dei VP durante un status
de depresion conductual puede modificar el patrén de expresion del receptor ionotropico GABA-
A, con lo cual se podria sugerir un mecanismo epigenético para el establecimiento de
mecanismos conductuales anhedoénicos generalizados en el roedor. Para ello, experimentos para
evaluar cambios en la expresion relativa de mARNSs y proteinas para 19 subunidades del receptor
GABA-A en el VP (al-a6, B1-B3, v1-v3, 6, 0, m, €, pl-p3), antes y después del establecimiento de

un estado de depresion conductual seran empieados.

4.2, Objetivos Generales: Hipotesis B

a)

b)

Evaluar cambios en los niveles extracelulates de DA del hipocampo dorsal de roedores luego de
que la NRG1 es directamente administrada en esta region cerebral. La utilizacion de tres lineas de
ratones knock-out (ErbB4MCE4 py_Cre ErbB4floxed y TH-Cre ErbB4floxed) permitiran
determinar ¢l mecanismo de circuito local responsable de iniciar un incremento en los niveles
extracelulares de DA en esta region cerebral debido a la activacion del sistema NRG1-ErbB4.

Emplear una bateria de pruebas conductuales en ratones TH-Cre ErbB4floxed a modo tal de

evaluar posibles fenotipos esquizoides sobre los mismos.

4.3 Objetivos Especificos

4.3.1. Hipotesis A
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o Explorar cambios en la actividad del sistema GABA dentro del pdiido ventral durante Ia
depresion conductual: Experimentos de microdialisis in vivo seran empleados a modo tal de
evaluar cambios en los niveles extracelulares de GABA en el VP de ratas que son sometidas a
condiciones ambientales que tedricamente deben desencadenar en conductas de depresion
conductual. En este sentido, el test de nado forzado sera empleado para generar un estado de
depresion conductual en ratas. Para medir los niveles de GABA en muestras microdializadas, la
técnica de cromatografia electrocinética micelar acoplada a deteccion de fluorescencia inducida

por laser serd empleada.

o lInvestigar el rol de drogas directamente administradas en el palido ventral que afectan ia
transmision de GABA sobre conductas motivacionales y hedénicas: Microinyecciones de y-
vinil-GABA (inhibidor irreversible de GABA-T) o bicuculina (antagonista competitivo para
GABA-A) seran realizadas a miodo de incrementar o reducir respectivamente la actividad del
sistema GABA en el VP. Se utilizara el test de nado forzado y de preferencia por la sacarosa para

evaluar el efecto conductual de estas drogas sobre conductas motivacionales y heddnicas.

o Explorar el impacto de posibles cambios en la transmision GABA en el pdiide ventral durante
conductas de depresion sobre cambios en la expresion del receptor GABA-A: Varios reportes
han previamente sugerido que cambios en la transmision GABA en cultivos celulares son capaces
de generar cambios selectivos en ciertas subunidades del receptor GABA-A, afectando las
propiedades farmaco-cinéticas del mismo [170-175]. Para evaluar de que manera cambios en la
actividad del sistema GABA en el VP debidos a un estado de depresion conductual en ratas puede
afectar la expresion de subunidades del receptor GABA-A en este niicleo cerebral, la técnica de
RT-PCR semicuantitativo y western blot seran empleados para medir la expresion de 19 genes

que codifican para subunidades del receptor GABA-A (al- a6, 1 - 3, y1-v3, 3, 6, &, €, p1 - p3).

4. 3.2, Hipdtesis B

s Explorar el rol del sistema Neuregulina/ErbB4 sobre diferentes poblaciones de células que
expresan ErbB4 dentro del hipocampo dorsal de ratones: Una combinacion de diferentes
ratones tales como ErbB4MACE®B  py.Cre ErbB4floxed and TH-Cre ErbB4floxed seran
empleados para investigar como los niveles basales de DA y el incremento dependiente del
sistema NRG1-ErbR4 es afectado. En este sentido, microdialisis reversa in vivo serd empleada

para medir los niveles extracelulares de DA en el hipocampo dorsal de estos ratones asi como
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también para administrar NRG1 a través de la sonda de microdialisis. Los niveles extracelulares
de DA, y de sus metabolitos DOPAC y HVA seran medidos de las muestras dializadas mediante
la técnica de cromatografia liquida de alta presion, acoplada a dcteccion clectroquimica

amperométrica.

o Impacto conductual de la supresion de la expresion de ErbB4 sobre neuronas Tirosina
Hidroxilasa peositivas: Una bateria de test conductuales se emplearan para determinar que
sintomas esquizoides se expresan fenotipicamente en este tipo de ratones transgénicos. En este
sentido, el test de laberinto elevado en cruz y supresion de alimentos nuevos se empleara para
medir niveles basales de ansiedad, el test de campo abierto para medir actividad motora, nado
forzado para medir motivacion, ¢l rcto dc anfctamina para mcdir scnsibilidad a drogas
psicotropicas, y finalmente el test de pinchazo ligero en la cola acoplado a microdialisis en el

CA1 del hipocampo dorsal para medir reactividad al estrés.

5. METODOS

8.1, Animales

Ratas machos Sprague-Dawley con pesos comprendidos entre 300-450 gramos se obtuvieron del
vivarium de la Universidad de los Andes. Las mismas se mantuvieron en parejas dentro de cajas
metabolicas con libre acceso a comida y agua, a 22 + 2 °C de temperatura ambiental y ciclos de luz-
oscuridad de 12-12 horas. Ratones machos C57BL/6J fueron obtenidos de Jackson Labs ® y mantenidos
en el vivarium del NIH hasta su empleo. Ratones full knock-out para ErbB4-/- (ErbB4MHC-erbB4) o
ratones knock-out condicionales PV-Cre ErbB4floxed v TH-Cre ErbB4floxed, fueron mantenidos inbreed
en el vivarium del NIH. La generacién de los ratones knock-out full y condicionales han sido descritos
previamente por [100, 158, 160, 161, 176]. Estos ratones fueron mantenidos en parejas con libre acceso a
comida y agua, 22 = 2 °C de temperatura ambiental y ciclos de luz-oscuridad de 12-12- horas. Los
ratones tuvieron un peso de 30-40 gramos al momento de ser empleados. Todos los experimentos fueron
conducidos siguiendo las normas y procedimientos establecidos por el NIH, y aprobados por los comités
de bioética de la Universidad de los Andes y el National Institutes of Health (NIH) respectivamente. Para
todos los experimentos que requirieron el empleo de animales, se realizo el mayor esfuerzo en minimizar

el namero de ellos y su sufrimiento.
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5.2. Reactives Quimicos y Biologicos

La NRG1 empicada para estimular receptores ErbB4 en el CAl del hipocampo de ratones fue
generada por (Genscript Inc, NJ, USA). La misma consistié Gnicamente en el dominio extracelular 8-
EGF-like el cual es de aproximadamente 12 KDa y que previamente ha demostrado ser suficiente para
activar la cascada de sefializacion intracelular dependiente de ia activacion de ErbB4 [177]. La razon de
emplear esta forma corta (NRG1B-EGF-like) en lugar del dominio extracelular completo es porque esta
ha demostrado ser mas eficiente en su capacidad de penetracién en el tejido, generando una amplia
activacion de ErbB4 [154]. Todas las drogas y quimicos empieados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO), a excepcion de la vigabatrina (y-vinil-GABA) la cual se obtuvo de Tocris (Tocris
Bioscience, Bristol, UK), y la anfetamina sulfato que se obtuvo de Spectrum (Spectrum, Gardena, CA).
Enzimas, primers y reactivos para realizar RT-PCR fueron obtenidos de Invitrogen (Life Technologies,
Grand Island, NY). Anticuerpos policlonales primarios v secundarios fueron obtenidos de Santa Cruz

Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) y Millipore (EMD Millipore, Billerica, MA).

5.3. Cirugia
5.3.1. Ratas

Se empled un aparato estereotixico modelo “Stellar” (Stoeiting, II, USA) para implantar
cronicamente cdnulas guias orientadas al VP de ratas anestesiadas con una combinacién de ketamina
(Calox International, C.A., Argentina) (50 mg/kg i.p.) y xilacina (Laboratorios Calier, S.A., Barcelona,
Espaiia) (10 mg/kg ip.). Para los experimentos de microdidlisis intracerebral se implantaron
unilateralmente canulas guias de 10-mm de largo y 21-ga empleando las siguientes coordenadas
estereotaxicas para ratas: AP 0.0 mm, L: 2.4 mm y V: 4.0 mm [178], usando como estructuras anatomicas
de referencia el Bregma, linea media sagital, y superficie de la corteza cerebral. Las canulas guia se
implantaron de manera indiferente v contra balanceadamente en el hemisferio cerebral izguierdo o
derecho. Para los experimentos de microinyecciones intracerebrales, canulas guia de 15-mm de largo y
26-ga se orientaron bilateralmente al VP empleando las siguientes coordenadas: AP: 0.0 mm, L: 2.4 mm,
V: 5.8 mm. Adicionalmente, un grupo de ratas se les implantd de manera bilateral cdnulas guias para
microinyecciones que intencionalmente fuesen realizadas fuera del VP, a modo tal de tener un grupo
control anatomico negativo. Para esto, las siguientes coordenadas estereotaxicas fueron empieadas: V: 0.0
mm, L: 2.4 mmy V: 3.3, mm. En todos los casos, las canulas guias fueron imaplantadas de manera cronica

con la ayuda de cemento dental acrilico y cuatro micro-tornilios de acero anclados al craneo. Luego de
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realizada la cirugia, todas las ratas fueron supervisadas diariamente durante una semana antes de iniciar

cualquier experimento,
5.3.2. Raiones

Se utilizo un aparato estereotaxico modelo David Kopf (Stoeiting) digitalizado para impiantar
crénicamente canulas guias orientadas al CA1 del hipocampo dorsal de ratones anestesiados con una
combinacion de O, (1ml/min)/isoflurano (1.5-2%). Las canulas guias de 6-mm de largo y 21-ga fueron
implantadas bilateralmente usando las siguientes coordenadas estereotaxicas para ratones: AP: -2.5 mm,
L: 2.5 mm, V: 0.0 mm [179], usando como estructuras anatémicas de referencia el Bregma, linea media
sagital, y superficie de la corteza cerebral. En todos los casos, las canulas guias fueron implantadas de
manera cronica con la ayuda de cemento dentali acrilico y dos micro-torniilos de acero anclados al craneo.
Luego de realizada la cirugia, todos los ratones recibieron diariamente por tres dias consecutivos una
dosis de 5% ketoprofeno como analgésico y supervisados diariamente durante una semana antes de iniciar

cualquier experimento.

5.4. Microdialisis Intracerebral
5.4.1. Ventro pdiido de ratas

Las sondas de microdialisis fueron construidas en el laboratorio tal y como previamente ha sido
descrito [180]. Rapidamente, la sonda de microdialisis consistid en un tubo de acero de 13-mm de largo y
26-ga mas 2-mm de largo extras en el extremo final constituido por una membrana semi-permeable de
celulosa (Spectrum labs, Inc., Rancho Dominguez, CA) con un limite maximo de permeabilidad a
moléculas de 18 KDa. Esto permitio a la sonda de microdialisis protruir 5 mm adicionales desde la punta
de la canula guia. En el interior del tubo de 26-ga se posiciond concéntricamente un capilar de silica de
150-um de diametro externo y 75-um de interno que permitié colectar la muestra dializada. La sonda de
microdidlisis se posiciond en el VP IR horas previas al experimento con ayuda de la cinula guia
previamente implantada en el animal y se fij6 con cemento dental acrilico para evitar movimientos de la
misma. Se perfundio a través de la sonda de microdialisis solucion Ringer modificada (136 mM NacCl, 3.7
M KCL 1.2 mM CaCl, | mM MgChL v 10 mM NaHCO,, pH 74, filtrada a 22 ym) a una velocidad de 1
pl/min. Para el test de nado forzado y de pinchazo ligero en la cola, las muestras microdializadas fueron
colectadas cada 1 minuto en tubos de hematocrito de vidrio con el extremo final conico sellado con fuego,

a modo tal de evitar la evaporacion de 1a muestra [181]. Un grupo de ratas (n=14) fueron directamente

sometidas al test de nado forzado para medir los niveles extracelulares de GABA en el VP tal y como sera
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descrito mas adelante. Para medir el impacto neuroquimico que el estrés inherente del test del nado
forzado pudiese generar sobre cambios en los niveles extracelulares de GABA, un grupo de ratas (n=7)
fué sometida exclusivamente al test de pinchazo ligero en la cola. El procedimiento de recoleccion de
muestras de microdialisis fué el mismo para ambos test conductuales. Explicado de manera rapida, tanto
para el Dia-1 como para el Dia-2 del test de nado forzado y de pinchazo ligero en la cola, cinco muestras
basales fueron colectadas en el cajon conductual antes de colocar la rata en el tanque de agua o iniciar el
pinchazo ligero en la cola. Durante esta segunda etapa experimental, diez muestras fueron colectadas
durante los 10 minutos de duracion del test. Posteriormente v nuevamente en el cajon conductual, diez
muestras post-test se colectaron durante los inmediatos 10 minutos, y tres muestras a los 30, 60, 120 y
180 minutos post-test. Finalmente, un grupo control de ratas fueron dializadas en el VP para evaluar el
efecto farmacoldgico de la vigabatrina sobre los niveles extracelulares de GABA cuando esta cra
administrada por dialisis reversa en el propio VP. La vigabatrina fue disuelta en Ringer (20 pg/ul) y
perfundida a través de la sonda de microdialisis (1 pl/min) durante 20 minutos. Se recolectaron muestras
de 5 minutos de duracion cada una de la siguiente manera: dos muestras basales en el cajon conductual,
dos muestras durante el pulso de vigabatrina o vehiculo, dos muestras durante ¢l test de nado forzado mas
la perfusidn de vigabatrina o vehiculo, dos muestras posterior al test, una muestra | hora después del test
y una muestra 2 horas finalizado el test de nado forzado. Para este estudio final, 7 ratas recibieron un

pulso de vigabatrina y 7 ratas recibieron un pulso con vehiculo.

Los niveles extracelulares de GABA para las pruebas de nado forzado y de pinchazo en la cola
para el Dia-1 y Dia-2 fueron presentados como el promedio *+ SEM (error estandar de la medida) del
porcentaje de variacion respecto a los niveles basales (% variacion) de GABA. Posteriormente los
mismos fueron analizados con el analisis de varianza de una via (ANOVA) para medidas repetidas,
seguido del post-test de Newman-Keuls. Adicionalmente, el analisis de varianza (ANOVA) de dos vias
para comparar las diferencias entre los Dias 1 y 2 o entre diferentes tratamientos fue empleado. Por
Gltimo, la prueba T de student se empleé para comparar las diferencias entre los niveles basales de GABA

extracelular entre los Dias 1 y 2. La significancia estadistica se determind a p<0.05.

5.4.2. Hipocampo CAl dorsal de ratones

De la misma manera que en el caso de los experimentos en ratas, para este caso también se
prepararon en el laboratorio las sondas de microdialisis para ratones. En este caso en particular, la sonda
de microdidlisis consistié en un tubo de acero de 7-mm de largo y 26-ga mas 1-mm de largo extra en el

extremo final constituido por una membrana semi-permeable de celulosa (Spectrum labs) con un limite
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méximo de permeabilidad a moléculas de 18 KDa. Con las caracteristicas de esta sonda de microdialisis
fue posible lograr una protrusion de 2 mm adicionales desde la punta de la canula guia. En el interior del
tubo de 26-ga se posicioné concéntricamente un capilar de silica de 150-um de diametro externo y 75-um
de interno que permitid colectar la muestra dializada. Las sondas de microdidlisis fueron colocadas
bilateralmente en el CA1 del hipocampo dorsal de ratones 14 horas previas al experimento con ayuda de
la canula guia previamente implantada en el animal y se fijo con un tubo de polietileno PE-50 para evitar
movimientos de la misma. Se perfundié a través de la sonda de microdialisis solucion Ringer modificada
(135 mM NaCl, 3.6 mM KCI, 1.6 mM CaCl,, 2.13 mM MgCl, v 10 mM NaHCO;, pH 7.4, filtrada a 22
pum) a una velocidad de 1 pl/min. Para probar el efecto de la NRG1B-EGF-like a 1nM de concentracion
sobre los niveles extracelulares de la DA y sus metabolitos DOPAC y HVA en las diferentes lineas de
ratones knock-out empleados, la misma fue perfundida por dialisis reversa durante 15 minutos a través de
ambas sondas de microdialisis simultaneamente a una velocidad de flujo de 1 pl/min. Cada muestra fue
colectada durante 15 minutos en tubos eppendorf de 0.2 mi que contenian 3 pl de 0.1 M HCl y | mM
EDTA para evitar la rapida oxidacion de la DA, Todas las muestras de microdialisis fueron colectadas en
el cajon conductual de dialisis mediante el siguiente orden: cinco muestras basales, una muestra durante la
dialisis reversa de la NRG1 y ocho muestras posterior a esto. De esta manera, {0 ratones C57BL/6, 8
ErbB4-/MAC®B4 47 pY.Cre ErbB4floxed, 10 controles para PV-Cre ErbBdfloxed, 12 TH-Cre
ErbBAfloxed y 12 ratones controles para TH-Cre ErbB4floxed recibieron un pulso de 15 minutos de
NRG18-EGF-like, mientras que 8 ratones C57BL/6 unicamente recibieron un pulso de vehiculo para la
NRG1 como grupo control. Para verificar la integridad funcional de los terminales dopaminérgicos en el
CA1l del hipocampo dorsal de los ratones dializados, se procedié a aplicar un pulso despolarizante
inducido por una alta concentracion extracelular de KC1 (50 mM) en la solucion Ringer que perfundié por
15 minutos a través de la sonda de microdialisis. Para proceder con este experimento, una hora después de
haber concluido el experimento previo se colectaron nuevamente muestras de didlisis cada 15 minutos y
se acidificaron en HCl y EDTA al momento de su recoleccion mediante el siguiente orden: cinco
muestras basales, 1 muestra durante el pulso de 50 mM de KCl y cuatro muestras post-test. Para este
experimento se emplearon 6 ratones C57BL/6, 6 ErbB4-/-MAC=™B4 6 py.Cre ErbB4floxed, 6 controles
para PV-Cre ErbB4floxed, 6 TH-Cre ErbB4floxed y 8 ratones controles para TH-Cre ErbB4floxed.
Finalmente, para evaluar la reactividad al estrés de las diferentes lineas knock-out de ratones empleados
en este estudio, se procedid a emplear la prueba de pinchazo ligero en la cola mientras simultaneamente
se median los niveles extracelulares de DA, DOPAC v HVA en el CAl del hipacampo dorsal. Para esto,
se utilizaron animales nuevos y se colectaron muestras de microdialisis de 15 minutos de duracién cada
una de la siguiente manera: cinco muestras basales, una muestra durante los 15 minutos de duracion del

test de pinchazo en la cola, y cuatro muestras post-test. En esta prueba final, § ratones C57BL/6, 6 ErbB4-
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jMHCebBA 6 PV _Cre FrbBdfloxed, 6 controles para PV-Cre FrbBdfloxed, 6 TH-Cre ErbBdfloxed v 6
ratones controles para TH-Cre ErbB4floxed fueron utilizados. Para todos los experimentos anteriormente
indicados, la sesion de recoleccion de muestras de microdialisis se realizaba simultaneamente para dos
ratones del mismo genotipo a modo tal de que cada pareja de muestras obtenidas eran fusionadas entre si
en un solo tubo eppendort de §.2 mi para inmediatamente después ser inyectadas en el sistema de HPLC,
el cual finalmente permiti6 medir la cantidad total de DA, DOPAC y HVA contenido en la muestra.
Previamente se ha reportado que los niveles extracelulares de DA en el CAl hipocampal son
significativamente bajos en ratas (~0.8 aM) [154]. Al realizar esta estrategia metodologica fue posible
incrementar la cantidad total en masa de DA contenida en cada muestra, incrementando de manera
importante la capacidad de deteccion de los niveles extracelulares de DA contenidos en el CAl

hipocampal de ratones por parte del sistema de HPLC con deteccidn electroquimica.

Los niveles extracelulares de DA, DOPAC y HVA del CAl del hipocampo dorsal de ratones que
recibieron un pulso de 1nM de NRG1B-EGF-like fueron presentados como el promedio + SEM (error
estandar de la medida) del porcentaje de variacion respecto a los niveles basales (% variacion).
Posteriormente, para determinar cambios significatives de DA y sus metabolitos, los mismos fueron
analizados con el analisis de varianza de una via (ANOV A) para medidas repetidas, seguido del post-test
de Dunnet. Adicionalmente, el analisis de varianza (ANOVA) de dos vias se empled para comparar
diferencias entre genotipos. Por tltimo, la prueba T de student se usé para comparar diferencias entre los
niveles basales de DA extracelular y sus metabolitos entre los diferentes genotipos de ratones, La

significancia estadistica se determiné a p<0.05.

5.5. Micrsinyecciones Intracerebrales

Los inyectores fueron fabricados en el laboratorio utilizando tubos de acero de | 7-mm de largo y
33-ga, los cuales protruian 2 mm extras desde el extremo final de la canula guia. Durante cinco dias
consecutivos previos al dia de Ia microinyeccion, cada rata fue manipulada diariamente durante 5 minutos
para evitar la ansiedad inducida por la manipulacion. Por su parte, la microinyeccion se realizo
bilateraimente en el VP con vehiculo (0.9 % NaCl), vigabatrina o bicuculina meta-bromuro, 5 minutos
antes de la prueba de nado forzado, preferencia por Ia sacarosa o de campo abierto. Las microinyecciones
consistieron en un volumen final de 0.5 pl/hemisferio perfundido en un periodo total de | minuto.
Congcluida la microinyeccion, los inyectores se mantuvieron implantados intracerebralmente por 1 minuto
extra adicional para evitar la retraccion de la solucion administrada. Previo al segundo dia de 1a prueba de

nado forzado, las ratas recibieron microinyecciones de vehiculo (n=12); vigabatrina a 5 pg/hemisferio
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(n=11), 10 pg/hemisferio (n=11), 15 pg/hemisferio (n=11); y bicuculina a 0.1 pg/hemisferio (n=10). Para
evaluar el efecto conductual de microinyecciones realizadas fuera del VP (control anatémico negativo),
un nuevo grupo de ratas (n=7) recibieron una microinyeccion de vigabatrina (10 pg/hemisferio). Para
evaluar el rol del sistema GABA en el VP en la prueba de preferencia por la sacarosa, un nuevo grupo de
ratas . recibieron microinyecciones de vehicuio (n=10), vigabatrina a 10 pg/hemisferio (n=10), o
bicuculina a 0.1 pg/hemisferio (n=10). Finalmente, otro nuevo grupo de ratas recibieron microinyecciones
de vehiculo (n=10), vigabatrina a 10 pg/hemisferio (n=10) y bicuculina a 0.1 pg/hemisferio (n=10) previo
a la prueba de campo abierto. Para todas las pruebas conductuales, un investigador ciego al tipo de
tratamiento administrado a las ratas se encargé de medir el tiempo total de conductas de
escape/inmovilidad durante el nado forzado y la actividad total locomotora en el campo abierto,

utilizando para ello videos grabados de las conductas de cada animal.

Para analizar estadisticamente 10s resultados conductuales del nado forzado, los tiempos de
inmovilidad v lucha de las ratas fueron contabilizados y 1a diferencia entre estos tiempos (Dia2 — Dial)
fueron calculados. Para comparar la diferencia conductual entre los diferentes tratamientos aplicados para
la prueba de nado forzado, preferencia por la sacarosa, y de campo abierto, se empled el analisis de
varianza de una via (ANOVA) seguido del post-test de Dunnet. La curva de dosis-respuesta a la

vigabatrina fue analizada por una prueba de correlacion lineal.

5.6. Pruebas Conductuaies
5.6.1. Prueba de Nade Forzado

5.6.1.1. Ratas

Las conductas de inmovilidad durante la prueba de nado forzado han sido correlacionadas como
un indicador del nivel de conductas de desesperanza y desmotivacion expresadas en roedores, tal y como
originalmente fue establecido por R. Porsolt [182] y discutido por [183). La prueba fue realizada entre ia
8:00 y 12:00 horas del dia en dos sesiones de dos dias consecutivos. En la primera sesion (Dia-1), las
ratas fueron colocadas individualmente en un tanque de agua cilindrico opaco (30 cm didmetro, 55 cm de
alto y 45 ¢cm de profundidad del agua a 18 °C de temperatura), durante 10 minutos. I.a actividad de la rata
durante la sesion (periodo de lucha/inmovilidad) de 10 minutos de nado forzado fue grabada en video
para su posterior analisis, Veinticuatro horas después de 1a primera sesidn, las ratas fueron nuevamente
colocadas durante 10 minutos en el tanque de agua (Dia-2) y las conductas grabadas en video. Las

conductas en las que la rata intentaba escapar del tanque de agua (ej: inmersiones por debajo de la
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superficie del agua, pataleo intenso con las cuatro patas, exploracion de todas las paredes e intento de
escalar por las mismas) fueron denominadas como “Periodo de Lucha”. Por su parte, las conductas en fas
que la rata permanecia pasivamente en el tanque de agua sin intentar escapar del mismo se les

denominaron como “Inmovilidad”. El agua del tanque fue cambiada entre cada animal.
5.6.1.2. Ratones

Al igual que en el caso de las ratas, en este caso se empled el test de nado forzado en ratones para
determinar conductas anhedonicas que podrian estar expresadas en ias diferentes lineas de ratones
modificados genéticamente. El procedimiento empleado para evaluar conductas de lucha e inmovilidad en
ratones s realizo al colocar a los ratones en un tanque cilindrico de agua (20 cm de didametro, 30 cm de
alto y 15 cm de profundidad del agua a 15 °C de temperatura), iluminado a 442lux y 55 db de ruido de
fondo, durante 6 minutos. Las conductas de lucha e inmovilidad fueron evaluadas inicamente durante los
Gltimos 4 minutos de la prucba en una unica sesion, lo cual ha demostrado ser suficiente para evaluar

conductas de anhedonia en ratones [ 184]. El agua del tanque fue cambiada entre cada animal.

Los tiempos de inmovilidad (segundos) para cada genotipo fueron promediados y la comparacion
entre genotipo knock-out vs. control se comparé mediante la prueba T de student. La significancia

estadistica se determind a p<0.05.

5.6.2, Pinchazo ligero en la cola
5.6.2.1. Ratas

Dada la estrecha correlacion entre los fenomenos de estrés y depresion conductual [183], un
grupo nuevo de ratas fueron estresadas por dos dias consecutivos con la prueba de pinchazo ligero en ia
cola para diferenciar los fendmenos de estrés de los de depresion conductual. Basicamente, ia prueba
consistio en fijar una pinza de goma a 3 cm del extremo final de la cola de la rata por 10 minutos con
suficiente presion para evitar que ia misma se liberara por si sola de la pinza pero evitando en todo caso
cualquier sintoma de dolor, permitiendo ademas que la rata pudiese moverse libremente en el cajon

conductual durante este periodo.
5.6.2.2. Ratones

Reportes previos han demostrado que el hipocampo dorsal es activado ante situaciones de estrés,

y que el sistema dopaminérgico en esta area cerebral es hiper-reactivo en fenotipos esquizoides [185], ia
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prueba de pinchazo ligero en la cola se empled en ratones para determinar el grado de reactividad al estrés
del sistema DA en el CA1l del hipocampo dorsal entre los diferentes ratones modificados genéticamente.
De esta manera, empleando esta prueba conductual en los ratones knock-out se espera identificar que
genotipo en particular exhibe fenotipos tipo-esquizoide bajo este paradigma conductual. Para el caso
particular, la prueba consistid en fijar un pedazo de cinta adhesiva de 2 cm de ancho vy 3 cm de fargo al

extremo final de la cola del raton en una unica sesion de 15 minutos de duracion.

5.6.3. Prueba de preferencia por la sacarosa

La prueba de preferencia por la sacarosa fue empleado en ratas para determinar conductas
anhedoénicas, las cuaies se consideran como un componente central de la depresion conductual [2]. La
prucha fue realizada siguiendo el procedimiento previamente descrito por [186]. De manera breve,
durante dos dias consecutivos previos al experimento las ratas fueron mantenidas individualmente en
cajones conductuales y habituadas a beber agua directamente de dos botellas idénticas de 100 mi de
volumen. Seguidamente, el acceso a comida y agua fue restringido completamente durante un periodo de
20 horas. Finalmente, 5 minutos antes de la Gltima prueba, las ratas recibieron una inyeccion bilateral en
el VP de vehiculo, vigabatrina (10 pg/hemisferio), 6 bicuculina (0.1 pg/hemisferio), y dos boteilas
idénticas de 100 ml de volumen que contenian la primera agua y la segunda solucion de sacarosa 1%
fueron colocadas en cada uno de los cajones conductuales de las ratas durante un periodo total de 2 horas.
El volumen total de agua/sacarosa fue determinado al final de ia prueba y el indice de preferencia por la
sacarosa (el cual directamente se co-relaciona con el nivel de hedonia conductual) se calcul de la
siguiente manera: (volumen sacarosa bebido (m))/[(volumen sacarosa bebido (ml))y+(volumen agua
bebido(ml))].

3.6.4. Laberinto elevado en cruz

Esta prueba conductual fue empleada en ratones para evaluar niveles basales de ansiedad en
ratones. El taberinto en forma de cruz hecho de Plexiglas consistid en cuatro brazos (dos abiertos y dos
cerrados) de 30 x 5 cm cada uno, un area central de 5 x 5 cm y elevado 50 cm del suelo. 1.as paredes de
los brazos cerrados fueron de 20 cm de altura. La prueba se inicio una vez que el raton fue colocado en el
centro det laberinto y la conducta del animal grabada con una video camara durante 5 minutos, El
laberinto fue limpiado con alcohol 70 % entre cada experimento. El tiempo que el animal permanecié en

los brazos cerrados/abiertos fue contabilizado empleando el software Any Maze (Stoelting). Diferencias
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en los tiempos (promedio £ SEM) que los ratones permanecieron en los brazos cerrados/abiertos entre
genotipo knock-out vs. control se compararon mediante la prucba T de student. La significancia

estadistica se determiné a p<0.05.

3.6.5. Prueba de aversion a comer en ambienies novedosos

La prueba de aversion a comer en ambientes novedosos es Util para medir niveles basales de
ansiedad en ratones. L.a misma mide ia latencia del animal para animarse a comer un alimento familiar en
un ambiente nuevo el cual es naturalmente ansiogénico para este. De esta manera, la cantidad de tiempo
total que el animal requiere para atreverse a comer el alimento familiar en el ambiente novedoso se co-
relaciona directamente con el nivel de ansiedad basal del raton en cuestion {187]. Previo a iniciar los
experimentos, los ratones fueron entrenados para comer directamente del suelo durante tres dias
consecutivos un alimento agradable al paladar, el cual consistio en ofrecerles diariamente 1 gramo de
cotufa acaramelada (palomita de maiz). Al cuarto dia, el acceso a cualquier clase de alimento fue
suprimido a los ratones durante 24 horas hasta iniciada la prueba conductual. La prueba de aversion a
alimentarse en ambientes novedosos se inicio al colocar a un raton por vez en un cajon conductual de 35 x
35 cm y 45 cm de altura y con 2 cm de aserrin en el fondo del mismo durante 5 minutos y el ambiente
iluminado a 1200 lux de intensidad. En el centro del cajon conductual se colocé una plataforma circular
de 10 cm de diametro y 1 cm de altura que tenia sujetada un par de cotufas acarameladas en el centro de
esta. El tiempo que el ratdn tardo en comenzar a comer ¢l alimento de la plataforma central (pararse en
sus dos pastas posteriores y desprender un pedazo de cotufa acaramelada) se considero como el tiempo de
latencia, el cual posteriormente fue empleado para su posterior analisis estadistico. Diferencias entre los
tiempos de latencia entre los diferentes genotipos se determinaron mediante fa prucba T de student de dos

colas. Se identificaron diferencias significativas a un p<0.05.

5.6.6. Prueba de campao abierto

5.6.6.1. Ratas

Para descartar cambios en la actividad locomotora debidos a la administracion de drogas en el
VP, un nuevo grupo de ratas fueron sometidas a fa prueba de campo abierto. La prueba de campo abierto
consistio en una camara de madera (45 cm de altura) con una base cuadrada (60x60cm’) dividida en

nueve secciones de 20x20cm’. Ei aparato fue colocado en un cuarto aislado de ruidos a 22 °C, iluminada
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con una luz blanca de 70W colocada a 180 cm por encima del centro de la camara de conducta. Veinte
minutos antes del test, los animales fueron colocados individuaimente en el cajon conductual para evitar
cambios en la actividad locomotora debida a conductas exploratorias [188]. Después de este tiempo, las
ratas (vehiculo, 10 pg-vigabatrina/hemisferio, y 0.1 pg-bicuculina/hemisferio) recibieron una dnica
microinyeccion bilateral en el VP e inmediatamente fueron retornadas ai cajon conductual. La prueba de
campo abierto consistié en colocar las ratas en el centro del cajon conductual y contabilizar el total de
entradas a cada seccion previamente establecidas durante un tiempo total de 20 minutos. El cajon
conductual fue lavado con aicohol 70 % entre cada animal. L.a prueba completa fue grabada en video y un

investigador ciego al tratamiento realizado cont6 el niimero de entradas a cada seccion del campo abierto.

5.6.6.2. Raiones

La actividad basal locomotora en los diferentes genotipos de ratones fue evaluada mediante la
prueba de campo abierto, El cajon conductual para este caso fue de 35x35 y 45 cm de altura. Los ratones
fueron colocados en el centro del campo abierto y la actividad motora medida durante 30 minutos con la
utilizacion del Software Any Maze (Stoeiting). El cajon de conducta fue lavado con alcohol 70 % entre
cada animal. Para determinar diferencias en la actividad locomotora entre diferentes genotipos de ratones,

la prueba de ANOVA de dos vias fue empleada.

5.6.7. Prueba de sensibilidad por ia anfetamina

La prueba de sensibilidad por la anfetamina en roedores ha sido empleada para identificar
fenotipos tipo-esquizoides, dado el hecho que pacientes Esquizofrénicos han mostrado ser hiper-reactivos
a sub-dosis de esta droga respecto a pacientes normales, exacerbando la actividad dopaminérgica cerebral
e incrementando los sintomas positivos de ia enfermedad {189, 190]. La prueba consistio en dos fases
consecutivas: “pre-inyeccion” y “post-inyeccion” de anfetamina, ia cual cada una consistio en colocar al
raton en el centro de un cajon conductual de 35x35x45 cm con aserrin en el fondo de este durante 1 hora,
evaluando la actividad locomotora horizontal durante estos periodos de tiempo. Luego de concluida la
fase de pre-inyeccion, los ratones recibieron inyecciones intraperitoneales de vehiculo (0.9% NaCl) o
anfetamina a dosis de 0.5, 1.5, 2.5, 3.5 y 4.5 mg/kg. La actividad locomotora horizontal total para cada
fase de la prucba fue determinada mediante la utilizacion del software Any Maze (Stoelting). Finaimente
se determind el radio de la actividad motora total dividiendo la actividad motora total “post-inyeccion”
entre la actividad motora total “pre-inyeccion”. La prueba ¢ de student de dos colas para variables

independientes fue empleada para cada dosis de anfetamina de manera separada para comparar ias
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diferencias entre los radios de cada pareja de genotipo (control vs. transgénico). Diferencias estadisticas

significativas fueron determinadas a p<0.01.

5.7. Métodos analiticos

5.7.1. Cromatografia electrocinética micelar acopiada a deteccion de fluorescencia inducida por

laser

Los niveles extracelulares de GABA fueron monitoreados en muestras de microdialisis obtenidas
del VP de ratas durante las pruebas de nado forzado y pinchazo ligero en la cola. El procedimiento para
medir GABA por la técnica de cromatografia electrocinética micelar con deteccion de fluorescencia
inducida por laser ha sido reportada previamente [i91]. Cada muestra de I ul de volumen total fue
mezclada en una relacion 1:1 con solucién derivatizante. Esta solucion fue preparada al mezclar solucion
66 uM de fluoresceina en 20 mM de buffer carbonato a pH 9.4 con 2.5 mM de solucion de isotiocianato
de fluoresceina isomero-I (FITC) en acetona 1:1 v/v. Adicionalmente, 10 pl de solucién derivatizante
fueron mezclados con | mi de solucion de GABA 9.7 mM. Se permitid derivatizar las muestras en
oscuridad y en una camara himeda por 16 horas. Se empled un sistema capilar de electroforesis de zona
(Modelo R2D)2, Mérida, Venezuela) equipado con un laser de argon (20 mW) (Omnichrom, CA, USA) de
488 aM de longitud de onda. Una fibra optica condujo el rayo faser a un espejo dicroico de 510 nM v
enfocado a la ventana del capilar (Polimicro Technologiers, Phoenix, AZ, USA) con un objetivo de
0.85de apertura numérica. La ventana del capilar de silica fundida se realizo al quemar la cubierta de
polimida con un mechero a 35 cm del extremo anddico en un capilar de 45 cm de largo, con 26 um de
diametro interno y 358 pm de externo. La fluorescencia fue capturada a través del objetivo y enfocada en
un fotomultiplicador, el cual transformaba la fluorescencia dei capilar en una seiial digitai que cra
convertida a electroferogramas por un computador. El butfer de corrida consistio en 40 mM de butter
borato con 20 mM de dodecil-sulfato de sodio (SDS). La muestra de microdidlisis previamente
derivatizada fue cargada en el extremo anodico del capilar aplicando presion negativa (<12 p.s.i.) durante
12 segundos por el extremo catodico del mismo. La separacion electroforética fue lograda al aplicar 28
kV entre el anodo y el catodo del capilar durante 25 minutos. Antes de cada separacion electroforética, el
capilar fue lavado con 1 M de NaOH por 5 minutos seguido por un lavado de 5 minutos de agua y
finaimente cargar el capilar con 5 minutos de buffer de corrida. Finalizada la separacion electroforética un
electroferograma se obtuvo de cada muestra, el cual sirvié para determinar la aitura del los picos (AP)
correspondientes a GABA y fluoresceina. Las AP de GABA fueron normalizadas de acuerdo a o

sigutente: (AP GABA,,..., X AP fluoresceina;,;n)/AP fluoresceing,ey,. Por Gitimo, el porcentaje de
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variacion de las AP de GABA normalizada respecto a la linea basal se calculd de acuerdo a lo siguiente:
{AP GARA,, . atizaad promedio (basal AP GABA,,, 200, 1% 100, Finalmente, los datos correspondientes a
cada tratamiento fueron agrupados y los resultados presentados como el promedio + SEM. Para
determinar si el tratamiento en particular fue capaz de generar cambios significativos de los niveles de
GABA, la prucba de ANOVA para medidas repetidas fue empleada, seguida del post-test de Dunnet. La

significancia estadistica se determiné a p<0.05.

5.7.2. HPLC-ECD

La DA, DOPAC y HVA fueron separadas mediante cromatografia liquida de alta resolucion con
fase reversa, usando para ello una columna de 10 em de largo v 3.2 mm de diametro RP-C18 (Velosep,
Perkin Elmer, Massachusetts, USA). La fase movil de separacion consistio en 1.19 mM de acido 2-
octanesulfonico, 1 mM EDTA, 144 mM acido monocioroacético, 100 mM NaOH y 2 % acetonitrilo, pH
3.45, y la solucion filtrada a 0.22 um y degasificada antes de pasarla a través de la columna a 35°C y aun
flujo de | ml/min. El volumen total de cada muestra dializada (~60p1) fue inyectada en un asa de 100 ply
luego de su separacion, detectada amperométricamente a 700 mV (amperometric detector model LC-4C,
BASI, Indiana, USA) y un rango de deteccion de 1 nA, empleando un electrodo de platino de 6 mm
(BASi) de diametro y un electrodo de referencia de Ag-AgCl (BASi). Los cromatogramas fueron
obtenidos a través de una interfase DA-5 (BASIi) v la altura de ios picos correspondientes a DA, DOPAC
y HVA determinados a través del software ChromGraph (BASi). La altura de los picos (AP)
correspondientes a cada neurotransmisor se correlacionaron a una concentracién en particular, al
comparar estas alturas respecto a las alturas previamente obtenidas con estandares para DA, DOPAC y
HVA. Finalizada la separacion cromatografica y determinada las AP de interés, el porcentaje de variacion
de cada neurotransmisor fue determinado respecto a los niveles obtenidos en las muestras basales. Para
ello la siguiente formula fue empleada: [AP DA/promedio (basales AP DA)jx100. Finalmente, ios datos
correspondientes a cada genotipo fueron agrupados y los resultados presentados como el promedio +
SEM. Para determinar si la NRG1 fue capaz de generar cambios significativos de DA y de sus
metabolitos analizados, la prueba de ANOV A para medidas repetidas fue empieada, seguida dei post-test

de Dunnet. L.a significancia estadistica se determiné a p<0.05.

5.7.3. RT-PCR

35



El método de transcripeion reversa acoplada a la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
fue empleado para valorar los niveles de expresion relativa de ARNm para 19 subunidades del receptor
GABA-A (ol-a6, BI-B3, v1-«y3, 8, #, £, 0, pl-p3) en el VP de ratas. El ARN total fue aislado
inmediatamente de VP extraidos bilateralmente de ratas no entrenadas {controles) o luego de concluido el
Dia-2 dei nado forzado o del test de pinchazo en la coia mediante el método de Trizoi (Invitrogen, CA,
USA). La diseccion bilateral de los VP de ratas se realizo mediante el empleo de un estereoscopio y con
la ayuda de las siguientes coordenadas estereotaxicas [178): (AP: 00 a+1 mm; L: 1,2a24 mm; V: 74 a
9,0 mm). Las muestras fueron colectadas de manera independiente para cada tratamiento y un pooi de 5
ratas por grupo fue homogenizado, a modo total de obtener cantidades minimas suficientes de ARN para
los experimentos sucesivos. Todas las muestras de ARN total extraido fueron tratados con DNAsal y

lucgo transcritas a ADNc mediante ¢f protocolo previamente descrito en [717.

Los cebadores para amplificar por PCR las 19 subunidades de GABA-A fueron disefiados
mediante el software Oligo Explorer (v. 1.1.2) (Teemu Kuulasinaa Kuopio, Finlandia) para amplificar
regiones intronicas de ADN para cada gen estudiado, empleando para ello las secuencias nucleotidicas
indicadas en el GenBank [192] v comprados a Invitrogen. Un par de cebadores previamente disefiados
por {193] ios cuales amplifican el gen de la gliceraidehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fueron
empleados como control interno para normalizar los niveles de expresion de los genes para las
subunidades de GABA-A. Antes de examinar la expresion de cada gen, una curva estandar para
determinar el namero de ciclos de amplificacion por PCR fue generada, a modo tal de determinar la fase
exponencial de amplificacion por PCR del templado en cuestion. La composicion de acidos nucleicos de
cada cebador, los nameros de accese GenBank, tamaifio del amplicon obtenido, y nimero de ciclos de

PCR de amplificacion dentro de Ia fase exponencial son presentados en la Tabla 2.

Cada producto de PCR fue resuelto mediante separacion electroforética en gel de agarosa 2 %,
aplicando 100 V entre el dnodo y catodo con 0.5 pg/mi de concentracion de bromuro de etidio, y 160 bp
DNA Ladder (Promega, Madison, W1, USA) como marcador de peso molecular. Finalmente, los geles
fueron visualizados mediante el Gel Logic Imaging System (Kodak, New Haven, USA), con un tiempo de
exposicion al sistema de CCD de 0.5 segundos para evitar sobre-exposicion de las bandas.
Posteriormente, la densidad de las bandas (pixels’) fue cuantificada con el Software Molecular Imaging
(v. 4.0.1)(Kodak), para las bandas correspondientes a los grupos controles, nado forzado y pinchazo en la
cola, y normalizadas con respecto a la densidad de la banda correspondiente a ios niveles de expresion del
GAPDH. Para la normalizacion de la densidad de las bandas se empleé la siguiente formula: (densidad
banda GAPDH,,mi/densidad banda GAPDH,,eq)x(densidad bandayes..). Finalmente, el indice de

expresion fue calculado mediante la siguiente férmula: (densidad bandaeq./densidad banda,,pre)-1.
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Cada experimento que represento a un total de 5 ratas se realizé de manera independiente al menos tres

veces y los datos obtenidos empieados para su posterior andlisis estadistico. Los datos son representados

como el promedio + SEM del radio de variacion de expresion respecto al grupo control, y para determinar

diferencias significativas en los niveles de expresion de cada subunidad, los grupos control, pinchazo en

la cola y nado forzado fueron comparados mediante el ANOVA de una via, seguido del post-test de

Dunnet, La significancia estadistica fue determinada a un p<0.05. Las secuencias nucleotidicas de cada

fragmento de PCR obtenido fueron verificadas mediante secuenciamiento por MGW Biotech AG
(Elbersberg, USA)y CESAAN (IVIC, Venezuela).

Tabla2: Composicion de dcidos nucleicos de cada cebador (Fw-sentido, Rv-antisentido), los numeros de

acceso GenBank, tamaiio del amplicon obtenido, nuimero de ciclos de PCR de amplificacion dentro de la

Jase exponencial y temperatura de alineamiento de la reaccion de PCR.

Subunidad Acceso Cebadores (5> 3%) Amplicon N° de Tm
GenBank {pb) ciciss PCR | (O
al L03490 Fw: CCCCACACCCCATCAATAGG 245 30 60
Rv: GATTTTGCTCTCTGGCTTCCTCTC
o2 108491 Fw: TGTATTAGGGGTTAGTCCTTG 271 25 50
Rv: CTAGGTAAATGTGTTGAAAAGG
u3 108492 Fw: AGTAGATAATATGGGCAGCACAGC 219 35 55
Rv: ATGGCAGTGAAAGGCTCAATC
o4 L08493 Fw: GCTGCCCAGGAGTCTICIG 308 30 59
Rv: TCTATTTTACTTGTGCCAGATCCAG
oS 108494 Fw: AAGTTGACCCATCCTCCAAAC 292 30 60
Rv: TCTCCTCAGGTTCATITCTIGTG
a6 L08495 Fw: ACTTTGCCAATCGTTCCATC 304 30 59
Rv: AATAATTTGTGTTCTGTAAGCGAGG
pi X 15466 Fw: TAACCCCACAGATTTCCAAC 243 30 50
Rv: GCCAACAATGTCTAACACCC
B2 X {5467 Fwi: CATCAATCCAGGACAAAAGC 312 30 55
Rv: AACTGCGTGCCAACCTTAG
p3 X 15468 Fw: CACACACACACACACATACACAG 310 30 59
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Rv: AAGACACACTTTGGGATGACTG
" X57514 Fw: CTTAGTCCAATATAATCAC 203 %] 2
Rv: AAAAATTATTAAGTTTACTG
2 L08497 Fw: ATCTGTGAGGAGGTTTGGG 266 35 50
Rv: AGGTATCTTGCTCAGTCTAACAG
V3 X63324 Fw: GTGTTACCTTTCAGCAGGATGGG 212 7 &7
Rv: TGAGTGTGTGTGTGTGTATGTGTGTG
ol X95579 Fur GGTTTTCTCTGTCCCCTGTICAGE 294 30 60
Rv: TGAGTTTTATTTAGGTCCTTCCCAGATC
P2 D38494 Fw: CTAGGGATTCTAAGGCTGGATCTGG 195 30 60
Rv: AGTCAAAAGTGTGATCTGGAATAGTGTG
p3 NM_138897 | Fw: GACTTCCTTCTTTCTACACTCTS 381 ' 30 55
Ry: ACTGCCCAACTTATATCCAG
d L08496 Fw: CGTGAGGAACGCCATTGTCC 301 35 60
Rv: GTGTACGCACTGCCGTCACATG
i U95368 Fw: GCAAAGGACTCAGAAGAAGTCAAT 260 35 58
Rv: GCCAACATAAAAATCAAAGGAAAC
9 AF419333 Fw: AAAGGGGATGCTGACAGTATC 211 30 58
Rv: AGGAAAGAGGGAAGAGGAAAC
€ U92284 Fw: GTTTGTGTGTGAGATTGTTACCTATG 250 30 58
Rv: GAAGAAGAATGTAATGGGGAAAAG
GAPDH M17701 Fw: GTGGACATTGTTGCCATCAACGAC 336 30 58
Rv: TTTCTCGTGGTTCACACCCATCA
5.7.4. Western Blot

Los experimentos de Western Blot fueron empleados para determinar los niveles de expresion
relativos para tres subunidades dei receptor GABA-A (a3, 8 y v2) en VP de ratas control, ratas sometidas
al pinchazo en la cola y al nado forzado, detectando al mismo tiempo los niveles de expresion de la
proteina citoesquelética a-tubulina como estandar interno. VP bilaterales de ratas fueron disecados
posterior al Dia-2 o Dia-8 de ratas control, pinchazo en ia cola y nado forzado tal y como ha sido descrito
en la seccidn anterior (seccion 5.7.3). Las muestras fueron colectadas de manera independiente para cada

grupo experimental, usando un pool de VP equivalente a 5 ratas/grupo. Las muestras de VP de cada grupo
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fueron homogenizadas independientemente en buffer de homogenizacion (20 mM Tris-HCl, 137 mM
NaCi, 2mM EDTA, { mM DTT, | mM PMSF, 0.1 mM Na;VO,, | mM NaF, 10 mM f-glicerol fosfato, 1
% nonidet P-40, 10 pug/ml leupeptina, 5 pg/ml de aprotinina, pH 7.4 y a 4 °C. La concentracion total de
proteinas fue estimado mediante el método de Bradford [194]. Posteriormente las muestras fueron
diluidas en buffer SDS (10 % glicerol, 143 mM B-mercaptoetanol, 187.5 mM Tris-HCi, 0.1 % azul
bromofenol, y 22.9 mM SDS en buffer de homogenizacion, pH 7.4) a una concentracion final de

proteinas de 5 pg/pl, llevadas a 100 °C por 10 minutos y guardadas a -20 °C hasta su uso.

Las muestras desnaturalizadas de proteinas fueron separadas electroforéticamente en un gel de 12
% poliacrilamida-SDS (150 pg/pozo) a 100 V y transferidos a una membrana de nitrocelulosa (0.45 pm)
(Hybond ECL, Amersham GE Healthcare, Noruega). La transferencia de proteinas a la membrana se
verifico mediante la tincion de Ponceau. Para la inmunodeteccion de las subunidades de interés, los blots
fueron blogueados de ia siguiente manera: para u3, 2 horas de incubacion en TBST y 5 % de caseina; para
S, 1 hora en TBST y leche descremada al 5 %; para y2, 2 horas en TBST y 5% caseina-1% BSA.
Seguidamente, {a incubacion con anticuerpos primarios policlonales se realizé a 4 °C durante 18 horas tal
y como se indica a continuacion: para a3, dilucion 1:100 de GABAA Ra3 N-19 (sc-7353, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA); para 8, dilucion 1:500 de GABAA R3 H-100 (sc-25705, Santa Cruz); para y2,
1:550 de rabbit-polyclonal 1gG anti-y2 subunit (AB5954, Millipore, MA, USA). La incubacion con
anticuerpos secundarios acopiados a peroxidasa de rabano picante (IgG-HRP) se realizd durante 1 horaa
temperatura ambiente con donkey anti-goat IgG-HRP (sc-2020, Santa Cruz) diluido a 1.4500 para
detectar a3 y goat anti-rabbit IgG-HRP (AP187P, Millipore) diluido a 1:5000 para & y 1:6000 para y2. La
inmunoreactividad se fogré mediante el uso de solucion quimioluminiscente (SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, IL, USA), y peliculas de rayos X fueron expuestos a los
blots bajo condiciones no saturantes. Los blots fueron desnudados de la presencia de complejos
anticuerpo primario/secundario mediante el uso de soiucion Stripping (Restore Western biot Stripping
Buffer, Thermo Scientific) durante 10 minutos a temperatura ambiente, blogueados 1 hora con leche
descremada 4 %, incubados 1 hora con anticuerpo primario 1:100 anti-aTubulina P16 (sc-31779, Santa
Cruz), y 1 hora con anticuerpo secundario 1:3000 donkey anti-goat IgG-HRP (5¢-2020, Santa Cruz) para
su deteccion quimioluminiscente. Finalmente, las bandas para las subunidades GABA-A vy del estandar
interno fueron digitalizados en condiciones no saturantes con un sistema CCD, Gel Logic Imaging
System (Kodak) y ias densidades de las bandas cuantificadas con el software Molecular Imaging Software
(V 4.0.1) (Kodak), para los grupos control, pinchazo en la cola v nado forzado, para posteriormente ser
normalizados respecto a la densidad de la banda del estandar interno de la misma manera como

previamente ha sido explicado. Las condiciones de Western biot fueron verificados usando extracto de
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proteina total cerebelar como control positivo. Cada experimento fue realizado de manera independiente
al menos tres veces antes de proceder con el andlisis estadistico correspondiente. Los datos son
representados como el promedio + SEM del radio de variacion de expresion respecto al grupo control, y
para determinar diferencias significativas en los niveles de expresion de cada subunidad, los grupos

controi, pinchazo en ia coia y nado forzado fueron comparados mediante el ANOVA de una via, seguido

del post-test de Dunnet, La significancia estadistica fue determinada a un p<0.05.

5.8. Analisis histologicos

Los analisis histolégicos fueron empleados para verificar de manera precisa la localizacion final
de las sondas de microdialisis e inyectores implantados. Las ratas recibieron una sobredosis de
fenobarbital sadico y fueron perfundidas transcardiacamente con 0.1 M PBS a pH 7.4 seguido de 4 %
formaldehido en 0.1 M PBS a pH 7.4. Para el caso de los ratones, los mismos fueron sacrificados en una
camara de CO, la cual indujo fa muerte rapida de los mismos. Seguidamente, estos fueron perfundidos de
la misma manera que para el caso de las ratas. Para todos los casos, los cerebros fueron removidos y
mantenidos en 4 % formaldehido en 0.1 M PBS a pH 7.4 por 48 horas antes de seccionarlos de manera
coronal a 40 um de grueso hasta que la lesion del myector o ia sonda de microdialisis fuese

completamente expuiesta.

6. RESULTADOS

6.1. Factores ambientales que afectan la conducta en ratas

6.1.1 El nado forzado incrementa la actividad GABAérgica en el VP por un mecanismo diferente al

inducido por la prueba de pinchuzo en iu cola

6.1.1.1. Efecto del nado forzado sobre los niveles extracelulares de GABA en el VP

Durante 1a prueba de nado forzado, los niveles extracelulares de GABA en el VP incrementaron
significativamente a 219,6 £ 13.2 % para el Dia-1 y a 152,8 = 16.7 % para ¢! Dia-2 con respecto a los
niveles basales de GABA antes de la prueba. Este incremento significativo ocurrio unicamente durante el

periodo de nado forzado, por lo cual, finalizada la sesion los niveles de GABA retornaron a los niveles
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% Variacion (linea base)

basales originales para ambos dias de la prueba (Dia-1: F(13,312)=13.51, p<0.0001; Dia-2:
F(12,288)=7.733, p<0.0001; n=14) (Figura 94). El incremento en los niveles de extracelulares de GABA
durante la prueba de nado forzado resultaron ser diferentes entre ambos dias, esto al ser comparados por
el analisis de varianza de dos vias (F=34.81, df~1/576, p<0.0001). Al comparar los niveles extracelulares
basales absolutos de GABA en el VP, se encontrd que los mismos estaban incrementados
significativamente al inicio del segundo dia de la prueba de nado forzado (Dia-1: 1.50 &+ 0.14 nM; Dia-2:
2.84 £ 0.16 nM; 1(12)=8.253, p<0.0001) (Figura 9B).
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Figura 9: (4) Porcentaje de variacion de los niveles extracelulares de GABA respecto a los niveles
basales de ratas sometidas a la prueba de nado forzado. *p<0.05;**p<0.01;***p<0.001. (B) Los niveles

basales absolutos de GABA se incrementaron significativamente al Dia-2 de la prueba,; ****p<0.0001.

6.1.1.2. Efecto del pinchazo ligero en la cola sobre los niveles extracelulares de GABA en el VP

Tal y como puede ser apreciado en la Figura 10, las ratas sometidas a la prueba del pinchazo
ligero en la cola (n=7) incrementaron significativamente los niveles de¢ GABA (nicamente durante la
etapa de estrés a un 164,2 £ 26.9 % en el primer dia de la prueba (F(6,144)=2.46, p<0.001). En contraste,
el segundo dia de la prueba redujo de manera significativa los niveles de GABA por debajo de los niveles
basales (78,0 + 7,2 %) unicamente durante la fase de pinchazo ligero en la cola (F(6,144)=1.867, p<0.02).
También se encontré que la manera como variaron los niveles de GABA durante la prueba para ambos
dias fue estadisticamente significativa (F=13.20, df=1/288, p<0.004). Los niveles basales extracelulares
absolutos entre ambos dias de la prueba no resultaron estar alterados de manera significativa (Dia-1: 1.26

+0.32 nM; Dia-2: 1.23 £0.19 nM).
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6.1.2. La vigabatrina potencia la activacion del sistema GABAérgico del VP

La vigabatrina (20 pg/ml) perfundida a través de la sonda de microdialisis implantada en el VP
demostré ser capaz de incrementar de manera significativa los niveles extracelulares de GABA en esta
area cerebral (ver niveles de GABA a los minutos 15y 20, Figura 11). Por su parte, cuando la rata fue
sometida a la prueba de nado forzado los niveles de GABA se incrementaron por encima de los niveles
previamente estimulados por la accion de la vigabatrina (ver niveles de GABA a los minutos 25 y 30,
Figura 11). Este incremento en los niveles extracelulares de GABA fue mantenido aun después de
terminado el pulso de vigabatrina y el periodo de nado forzado para la rata (hasta 2 horas después del
nado forzado) (F(6,54)=18.80, p<0.0001). La aplicacion de un pulso de solucion vehiculo para
vigabatrina (0.9% NaCl) por si mismo no fue capaz de incrementar los niveles extracelulares de GABA
en el VP (ver niveles de GABA a los minutos 15y 20, Figura 1), mientras que un incremento de menor
magnitud respecto a las ratas que recibieron vigabatrina fue registrado durante la etapa de nado forzado
(F(6.54)=17.12, p<0.0001). Al comparar ambos tratamientos {vehiculo vs. vigabatrina) se encontr6 que la
vigabatrina genera cambios significativos en como los niveles extracelulares de GABA en el VP cambian

respecto al tiempo (£=25.90, df=1/108, p<0.0004).
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Figura 10: Porcentaje de variacion de los niveles extracelulares de GABA respecto a los niveles basales
de ratas sometidas a la prueba de pinchazo en la cola. Los niveles de GABA incrementaron
significativamente durante el primer dia de la prueba, mientras que para el segundo dia los niveles de

GABA fueron reducidos respecto a la linea base.

6.1.3. El tono GABAérgico del VP determina el grado de motivacion emocional
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6.1.3.1. Efecto de microinvecciones de vigabatrina, bicuculina y vehiculo en el VP sobre las conductas de

motivacion en el nado forzado

Cuando la vigabatrina fue directamente microinyectada en el VP 5 minutos antes del segundo dia
de la prueba de nado forzado, las ratas incrementaron de manera significativa y dosis-dependiente las
conductas de inmovilidad, respecto a ratas que recibieron microinyecciones de vehiculo (0,9 % NaCl)
(Y=24.17x+26.35; R=0.9) (ver Tabla 3 y Figura 12). De manera contraria, microinyecciones de
bicuculina en el VP redujo de manera significativa los tiempos de inmovilidad en ratas (Tabla 3).
Microinyecciones de vigabatrina (10 pg/hemisferio) a 2,5 mm por encima (dorsal) del VP genero un
efecto conductual opuesto al observado cuando las ratas recibieron microinyecciones en el VP; el cual
consistio en una reduccion significativa en las conductas de inmovilidad en ratas (F(5,56)=15.72,

p<0.0001) (Figura 12).
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Figura 11: La vigabatrina (20ug/ml) administrada durante 20 minutos por didlisis reversa en el VP de
ratas incremento significativamente los niveles de GABA (ver tiempo a 15 y 20 min) en comparacion con
ratas que recibieron un pulso de vehiculo (control). El nado forzado incremento significativamente los
niveles de GABA en ratas que recibian un pulso de vehiculo durante la etapa de nado forzado,; sin
embargo, este incremento fue mayor para el caso de las ratas que simultaneamente recibian un pulso de
vigabatrina (ver tiempo a 25 y 30 min). Este incremento en los niveles de GABA se mantuvo luego de

culminada la fase de nado forzado para aquellas ratas que recibieron el pulso de vigabatrina

exclusivamente. **p<(.01;***p<0.0001.
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6.1.3.2. Efecto de microinyecciones de vigabatrina, bicuculina y vehiculo en el VI sobre la preferencia
por la solucion de sacarosa

de vigabatrina {10 ug/hemisferio) on ol VP redujeron de
manera significativa la preferencia por una solucion de sacarosa en comparacion con aquellas ratas que
recibieron una microinyeccion de vehiculo; sin embargo, la bicuculina microinyectada en el VP no fue
capaz de modificar la preferencia de las ratas por la solucion de sacarosa (vehiculo: 0.85 £ 0.03, o=10;

vigabatrina: 0.73 £ 0.03 n=10; bicuculina: 0.86 & 0.03, n=10) (F(2,27)=6.728, p<0.005) (Figura I 3).

Tabla 3: Tiempo total en segundos (seg) de las conductas de lucha e inmovilidad, y la diferencia entre
ambos dias (dial — dial) en ratas sometidas a la prueba de nado forzado y que recibieron una unica
microinyeccion hilateral en el VP 5 minutos antes de la segunda sesion de nado (dia-2). Cada
microinyeccion consistio en administrar vehiculo, vigabatrina (5, 10 y 15 ug/hemisferio), ¢ bicuculina
(0.1 ug/hemisferio). Un grupo diferente de ratas también recibieron una microinyeccion bilateral de
vigabatrina (10 ug/hemisferio) a 2.5 mm por encima del VP (dorsal) como control anatomico negativo.

ns- no significativo.

Lucha (seg) Inmovilidad (seg)

Dia-1 Dia-2 Dia2~Dial Dia-1 Dig-2 Dia2=Dial n p
Vehiculo 229.8+31.4 | 183.3+£256 -46.5+ 164 370.3£31.4 | 4168256 465+ 164 12 ns
Vigabatrina 5 pg 295.0+28.6 | 225.1+£220 -69.9+ 145 305.0+286 | 374.9+22.0 69.9+ 145 i1 ns
Vigabatrina 10 pg 2i0.6+42.9 | 90.1 245 -120.5 ¢ i8.9 389.4+ 42,9 | 509.9+24.5 120.5 + 8.9 it | <0.01
Vigabatrina {5 pg 213.3x288 103.1216.8 <110.2%16.3 35964377 | 5047223 11024163 11} <0.08
Bicuculina 0.1 pg 208.9+25.6 | 241.9+26.2 33.0+16.6 391.1+£259 | 358.1+26.2 -33.0+ 16.6 10 | <0.0t
Por encima det VP 2659+ 158 | 312.6+28.0 46.7 £ 184 3341+158 | 287.4+280 -46.7 £ 18.4 7 ] <00
Vigabatrina 10 ug
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6.1.3.3. Efecto de microinyecciones de vigabatrina, bicuculina y vehiculo en el VP sobre la actividad
locomotora

Microinyecciones de vigabatrina en el VP (10 ug/hemisferio) no produjo cambios significativos
en ia actividad locomotora de ratas (98.4 = 14.7 cuentas, n=10), respecto a la actividad focomotora
exhibida por ratas que recibieron microinyecciones de vehiculo (90.3 £ 5.5 cuentas, n=10); sin embargo,

microinyecciones de bicuculina en el VP si fueron capaz de incrementar dicha actividad (217 + 23.3
cucntas, n=10) (F(2,27)=19.21, p<0.0001) (Figura 14).

6.1.4. El nado forzado y ia prueba de pinchazo en la cola determinan cambios rdpidos selectivos en la
expresion de ARNm de subunidades de GABA-A y cambios lentos en la expresion de su

correspondiente proteina

6.1.4.1. Patron de expresion de ARNm de subunidades para GABA-A, antes, durante y después del nado

forzado y del pinchazo ligero en la cola

De las 19 subunidades que se intentaron estudiar en este trabajo, unicamente 17 se lograron
amplificar por R1-PCR a partir de ARNm obtenido de extracto total cerebral (no fue posible amplificar
las subunidades vyl y y3). Las subunidades amplificadas por este método mostraron el siguiente porcentaje
de identidad respecto a las secuencias de ADNc depositadas en el GenBank para las subunidades del
receptor GABA-A: a1-98%, 02-99%, a3-100%, a4-95%, 05-99%, 06-95%, B1-99%, B2-100%, B3-95%,
Y2-95%, 6-97%, €-99%, 0-100%, n-99%, pl-100%, p2-99%, p3-100%. Los porcentajes de identidad
nucleotidica (>95%) survid para confirmar que los cebadores disefiados para este estudio efectivamente

amplificaron regiones de ADN correspondicntes a las subunidades del receptores GABA-A.

Cuando se empleo el método de RT-PCR semicuantitativo a muestras de VP de ratas luego de
finalizado la segunda sesion de nado forzado, no fue posibie detectar la expresion de ARNm para las
subunidades a4, a6, B3 y ol, micntras que las subunidades al, a2, a5, B1, B2, 8, m, &, p2 v p3, aunque
estas st pudieron ser detectadas por el método, las mismas no cambiaron su patron de expresion para los
diferentes tratamientos aplicados a las ratas (Nado forzado, pinchazo en la cola y controles). Por el
contrario, las subunidades a3, §, v v2 expresadas en el VP de ratas mostraron cambios significativos en
los niveles de expresion relativa de ARNm cuando las ratas fueron sometidas a la prucba de nado forzado.
Finalizado el segundo dia de nado forzado, se pudo detectar un incremento significativo en la expresion
de la subunidad & (¥(2,9)=4.489, p<0.05, n=4), mientras que las subunidades a3 y y2 redujeron los
niveles de expresion respecto a ratas no sometidas a ningun tratamiento conductual (control) (a3:

F(2,12)=4.329, p<0.04, n=5; y2: F(5,155=4.656, p<0.03, n=6) (Figura {5). Los niveles de expresion de

45



todos los genes expresados en el VP de ratas tratadas en los diferentes modelos conductuales se presentan

en la Tabla 4.

6.1.4.2. Patron de expresion de proteinas para subunidades de GABA-A, antes, durante y después del

nado forzado y del pinchazo ligero en la cola

Luego de identificadas las subunidades del receptor GABA-A que se expresaban y mostraban
cambios significativos en sus niveles de expresion de ARNm luego de que las ratas fueron sometidas a las
pruebas de pinchazo ligero en la cola y de nado forzado, procedi a verificar si sus correspondientes
proteinas mostraban el mismo patrén de expresion en el VP. De esta manera, emplee el método de
Western blot para identificar los niveles de expresion de las subunidades a3, 6 y y2 del receptor GABA-A
en el VP de ratas sometidas a las mismas pruebas conductuales utilizadas en la seccion anterior. Sin
embargo, los niveles de expresion de la subunidad a3 (proteina) nunca pudo ser detectada por este método
para ninguno de los grupos experimentales o controles empleados. Por su parte, aunque las subunidades 6
y y2 pudieron ser detectadas por este método, las mismas no mostraron cambios significativos en los
niveles de expresion de sus proteinas luego de que las ratas fueron sometidas a dos sesiones consecutivas
para las pruebas de pinchazo ligero en la cola y del nado forzado (indices de expresién Dia-2: 8-pinchazo
en la cola: 0.06 + 0.11; 3-nado forzado: 0.22 + 0.24, n=3)( Indices de expresién Dia-2: y2-pinchazo en la
cola: -0.05 % 0.10; y2-nado forzado: 0.07 £ 0.06, n=3). Posteriormente, empleando un nuevo grupo de
ratas sometidas a las pruebas de pinchazo en la cola y de nado forzado por dos sesiones, procedi
nuevamente a analizar los patrones de expresion proteica para estas subunidades pero en esta ocasion
esperando 6 dias extras antes de proceder con las disecciones bilaterales de los VP de ratas (equivalente al
Dia-8). De manera interesante, en esta ocasion fue posible detectar cambios significativos en la expresion
para las subunidades 8 y y2 durante la prueba de nado forzado en la misma direcciéon de cambio de
expresion de sus correspondientes ARNm (indices de expresién Dia-8: 3-pinchazo en la cola: 0.07 + 0.24;
8-nado forzado: 0.93 + 0.19; F(2,6)=8.498, p<0.02, n=3) (Indices de expresién Dia-8: y2-pinchazo en la
cola: -0.04 % 0.06; y2-nado forzado: -0.39 + 0.07; F(2,6)=16.66, p<0.004, n=3) (Figura 16). En esta

ocasion nuevamente no fue posible detectar por el método la subunidad 3.
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Figura 12: Diferencias entre los tiempos de inmovilidad de ratas (dia2 — dial) sometidas a la prueba de
nado forzado. Ratas que recibieron microinyecciones intra-VP de vigabatrina (Vig) fueron mds inmoviles
respecto a ratas que recibieron microinyecciones de vehiculo (dosis de 10 y 15 ug vigabatrina /
hemisferio). Microinyecciones de bicuculina (Bicc) redujeron de manera significativa las conductas de
inmovilidad en ratas. Resultados similares se obtuvieron para microinyecciones de vigabatrina 10

ug/hemisferio a 2.5 mm por encima del VP (coordenada ventral). *p<0.05; **p<0.01.
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Figura 13: Microinyecciones de vigabatrina
(Vig) (10 ug/hemisferio) en el VP redujeron
significativamente la preferencia por la
solucion  a  sacarosa  en ratas.
Microinyecciones de bicuculina (Bicc)(0.1
ug’hemisferio) no produjo ningun cambio
por la preferencia a la solucion de sacarosa.
**p<0.01.

Figura 14: Microinyecciones de bicuculina
(Bicc) (0.1 ug/hemisferio) directamente en el
VP incrementaron de manera significativa la
actividad locomotora de ratas. En contraste, la
vigabatrina no generd ningun cambio en la

actividad locomotora. **p<0.01.
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Tabla 4: Indice de expresion de ARNm de subunidades del veceptor GABA-A en ratas sometidas a la
prueba de pinchazo en la cola y del nado forzado, comparadas respecto a los niveles de expresion en

ratas no tratadas (linea base). Datos son presentados como el promedio = SEM. *p<0.05.

Indice de expresion GABAA-R (ARNm)

Gen Pinchazo en la cola Nado forzado
GABAAR ol -0.11£0.07 -0.14 £ 0.20
GABAAR 02 -0.08 +£0.15 -0.02 £ 0.32
GABAAR a3 -0.39+0.19 -0.53 £ 0.12*
GABAA R a4 No expresado
GABAAR a5 -0.05+£0.13 -0.16 3 0.31
GABAAR a6 No expresado
GABAAR Bt 0.06 = 0.06 0.11+0.09
GABAAR B2 -0.07 £ 0.07 -0.08 £0.12
GABAAR 83 No expresado
GABAAR § 0.25+0.22 0.59 % 0.10*
GABAAR Y2 -0.28£0.13 -0.50 + 0.16*
GABAAR® -0.32+£0.24 -0.51 £0.31
GABAART -0.02 £ 0.02 -0.36 + 0.28
GABAAR ¢ 0.51 +£0.27 ~0.04 £0.20
GABAAR pl No expresado
GABAAR p2 0.03+0.12 0.36+0.42
GABAAR p3 0.07 £ 0.12 0.12+0.55
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Figura 15: (A) RT-PCR semi-cuantitativo del VP de ratas control (C), pinchazo ligero en la cola (PC), y
nado forzado (NF) de subunidades del receptor GABA-A que muestran cambios significativos al segundo
dia de las pruebas, en relacion a los niveles de expresion del gen estandar interno GAPDH. Las
subunidades a3 y y2 redujeron sus niveles de expresion luego de la prueba de nado forzado mientras que
la subunidad & aumenté su expresion. (B)Indice de expresion relativo de ARNm de 17 subunidades del
receptor GABA-A en el VP de ratas. Para cada gen, los datos expresados son equivalentes al promedio
de los indices de expresion + SEM. Cuatro subunidades (a4, a6, B3 y pl) no fueron detectadas en esta
region cerebral bajo ninguna condicion experimental, mientras que las subunidades o3 y y2 fueron
significativamente sub-expresadas luego de la prueba de nado forzado. De manera contraria, la
subunidad 6 incremento significativamente su expresion luego del la prueba de nado forzado. No se
encontraron diferencias significativas en la expresion del ARNm para las subunidades ol, a5, 1, B2, =,

g 6, p2yp3 *p<0.05.
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Figura 16: (A) Expresion proteica de las subunidades a3, 6 y y2 en el VP de ratas sometidas a las
pruebas de pinchazo ligero en la cola (PC) y nado forzado (NF) y controles (C). Los niveles de expresion
relativos de cada subunidad se contrastaron respecto a los niveles de expresion de la proteina
citoesquelética o-tubulina. (B) El indice de expresion para cada subunidad esta expresado como el
promedio + SEM. La subunidad o incrementé sus niveles de expresion relativa en el VP de ratas 6 dias
(Dia-8 del test) luego de culminada la prueba de nado forzado, mientras que la subunidad y redujo su
expresion para este grupo experimental. Por otro lado, la subunidad a3 no fue detectada en el VP en

ninguna condicion conductual. *p<0.05, p<0.01.
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6.2. Mecanismos genéticos gue afectan la conducta en ratones

6.2.1. La ablacion selectiva de la expresion de ErbB4 en neuronas TH+ de ratones no genera fenotipos

tipo esquizoides que si se presentan en ratones ErbB4-/- o PV+/ErbB4-/-

6.2.1.1. Niveles de ansiedad basales de ratones TH-Cre ErbB4floxed.
Laberinto elevado en cruz

Los ratones TH-Cre ErbB4floxed no mostraron diferencias significativas en los niveles de
ansiedad basal en relacion con sus correspondientes controles, cuando esta fue evaluada mediante la
prueba de laberinto elevado en cruz. Los ratones controles (n=30) se mantuvieron 229 £ 9 s en los brazos
cerrados del laberinto mientras que los ratones TH-Cre ErbB4floxed (n=28) permanecieron 238 + 7 s en
esta region del laberinto. Por su parte, los ratones controles estuvieron 16 = 3 s en los brazos abiertos

mientras que los TH-Cre ErbB4floxed permanecieron 14 + 3 s en los mismos.

Aversion a comer en ambientes novedosos

En esta prueba, inicamente los ratones de genotipo ErbB4-/- mostraron tener menores niveles de
ansiedad basal respecto a sus correspondientes controles cuando se empleo la prueba de aversion a comer
en ambientes novedosos. En este sentido, los tiempos de latencia para los ratones ErbB4-/- fue de 129 +
25 s (n=11) mientras que los tiempos para sus controles fueron de 347 % 39 s (n=16) (#25)=4.28,
p=0.0002). Por su parte, los ratones con genotipos TH-Cre ErbB4floxed no mostraron diferencias en los
tiempos de latencia respecto a sus controles (control: 323 £ 25 s, n=18; TH-Cre ErbB4floxed: 279 + 32 s,
n=14); asi como tampoco los ratones PV-Cre ErbB4floxed tuvieron diferencias significativas en los
tiempos de latencia al ser comparados con sus correspondientes controles (control: 355 = 46 s, n=12; PV-
Cre ErbB4floxed: 289 + 37 s, n=18) (Figura 17).

6.2.1.2. Actividad locomotora basal de ratones TH-Cre ErbB4floxed

La actividad locomotora basal que exhiben los ratones TH-Cre ErbB4floxed fue comparada
respecto a sus correspondientes controles, empleando para ello la prueba de campo abierto. Los ratones
TH-Cre ErbB4floxed no mostraron diferencias significativas en dicha actividad locomotora basal cuando
esta se comparo con su correspondiente control (control: 45 + 4 m, n=19; TH-Cre ErbB4floxed: 49 + 3 m,
n=22).
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Figura 17: Test de aversion a comer en ambientes novedosos. Los tiempos de latencias indican los
niveles basales de ansiedad basales para los diferentes genotipos estudiados. Unicamente los ratones
ErbB4-/- exhibieron tiempos de latencia significativamente menores respecto a sus correspondientes

controles (WT). ***p=0.0002. NS-no significativo.

6.2.1.3. Prueba de nado forzado

Los ratones TH-Cre ErbB4floxed no mostraron diferencias significativas en las conductas de
inmovilidad respecto a sus controles cuando fueron estudiadas mediante la prueba de nado forzado

(control: 157 £ 19 s, n=6; TH-Cre ErbB4floxed: 172 + 12 s, n=8).

6.2.1.4. Prueba de sensibilidad por la anfetamina

Ratones ErbB4 -/- y PV-Cre ErbB4floxed mostraron ser mas sensibles a dosis de anfetamina que
no generaron incrementos significativos en la actividad motora de sus correspondientes controles. Para el
caso de los ratones ErbB4-/-, estos mostraron un incremento significativo en el radio de su actividad
motora respecto a su correspondiente control a una dosis de anfetamina de 0.5 mg/kg, mientras que los
ratones PV-Cre ErbB4floxed exhibieron un incremento significativo en su actividad motora a una dosis de
2.5 mg/kg respecto a su control. Por otra parte, los ratones TH-Cre ErbB4floxed no mostraron diferencias

en la sensibilidad por la anfetamina a ninguna de las dosis empleadas (Figura 18). Los promedios de los
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radios = SEM en la actividad motora obtenida para cada dosis de anfetamina y genotipo de raton

empleado, y significancia estadistica para cada grupo es presentada en la Tabla 5 (ErbB4-/- vs. Control),

Tabla 6 (TH-Cre ErbB4floxed vs. Control) y Tabla 7 (PV-Cre ErtbB4floxed).

Tabla 5: Radio de la actividad motora en ratones ErbB4-/- y control luego de inyectar anfetamina

sistémicamente. NS-no significativo.

Anfetamina (mg/kg) | Control n | ErbB4-/- Prueba ¢
0 050+ 0.02 6 |0.36+0.04 t(10)=3.166, p=0.0101
0.5 0.35+0.05 10 { 0.64+0.08 t(16)=3.186, p=0.0057
1.5 1.51+£0.33 6 | 123035 NS
2.5 1.78 £0.37 6 |296+0.24 t(9)=2.572, p=0.0301

Tabla 6: Radio de la actividad motora en ratones TH-Cre ErbB4floxed y control luego de inyectar

anfetamina sistémicamente. NS-no significativo.

Anfetamina (mg/kg) | Control-TH n | TH-Cre ErbB4floxed Prueba ¢
0 0.47+0.10 6 |0.51+0.07 NS
1.5 0.20+0.04 6 | 0.34+0.06 NS
25 1.14+0.39 6 [1.20+0.65 NS
3.5 1.54+0.16 5 11444029 NS

Tabla 7: Radio de la actividad motora en ratones PV-Cre ErbB4floxed y control luego de inyectar

anfetamina sistémicamente. NS-no significativo.

Anfetamina (mg/kg) | Control-PV n | PV-Cre ErbB4floxed Prueba ¢
0 0.30+0.03 8 1032+0.03 NS
1.5 0.40+0.12 6 [033+0.11 NS
25 0.39 + 0.23 5 [2.03+0.44 t(11)=2.767, p=0.0183
3.5 0.80+0.28 7 | 1.34+£0.34 NS
4.5 2.00+0.56 8 |1.10+£0.30 NS
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6.2.2. El incremento en los niveles de DA en el CAl del hipocampo dorsal dependientes de la
sedializacion del sistema NRGI-ErbB4 estd afectada en ratones ErbB4-/- y TH-Cre ErbB4floxed pero
no en ratones PV-Cre ErbB4floxed

En general, la NRG1B-EGF-like a 1 nM perfundida directamente en el CA1 del hipocampo dorsal
de ratones controles (expresan ErbB4) fue capaz de incrementar de manera significativamente los niveles
extracelulares de DA, asi como también de incrementar los niveles de sus catabolitos DOPAC y HVA.
Por su parte, los ratones PV-Cre ErbB4floxed también fueron capaces de incrementar los niveles
extracelulares de DA mientras que los ratones ErbB4-/- y TH-Cre ErbB4floxed no incrementaron los
niveles de DA en esta area cerebral. Los datos y estadisticas relacionadas con estos resultados es
presentada en la Tabla 8 y Figura 19 para DA, Tabla 9 y Figura 20 para DOPAC y Tabla 10 y Figura 21
para HVA. Un grupo control de ratones de genotipo salvaje se les aplico un pulso de vehiculo en lugar de

NRG! y no se detectaron cambios significativos en los niveles extracelulares para DA, DOPAC y HVA.

Tabla 8: Niveles extracelulares basales de dopamina (nM) en el CAl del hipocampo dorsal de ratones
empleados en este estudio, y porcentajes de variacion respecto a los niveles basales cuando es aplicado

por didlisis reversa un pulso de 1 nM de NRG1B-EGF-like en esta misma region cerebral.

Dopamina
Geneotipo Nivel basal (sM) | Pruebaz | Pulso NRGI (InM) | ANOVA unavia | ANOVA dos vias
Control-ErbB4-/- 0,83 +0,22 244,1 + 75,17 % F(4,36)=2,938 F=130,74
ns p=0,0102 df=1/63
ErbB4-/- 0,59+ 0,14 93,16 + 4,44 % ns p = 0,0009
Control-TH 0,56+ 0,15 244,6 £ 34,23 % F(5,45)=5,074 F=8,15
#(10) = 2,282 p < 0,0001 df = 1/90
TH-Cre ErbB4floxed 2,04 + 0,63 p=0,0456 94,36+ 10,44 % F(5,45)=3,710 p=0,0171
p=0,0015
Control-PV 0,73 + 0,09 323,0+ 77,07 % F(5,45)=5276
ns p < 0,0001 ns
PV-Cre ErbB4floxed 1,19+ 0,44 319,0 £ 77,42 % F(436)=17392
p<0,0001
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Tabla 9: Niveles extracelulares basales de DOPAC (nM) en el CAl del hipocampo dorsal de ratones
empleados en este estudio, y porcentajes de variacion respecto a los niveles basales cuando es aplicado

por didlisis reversa un pulso de 1 nM de NRG 1B-EGF-like en esta misma region cerebral.

DOPAC
Genotipo Nivel basal (mM) | Pruebar | Pulso NRGI (InM) | ANOVA unavia | ANOVA dos vias
Control-ErbB4-/- 6,51 +0,49 162,8 + 40,75 % F(4,36)=4,153
(7)=3,365 p=0,001
ErbB4-/- 421+045 p=0012 116,24+ 3,41 % F(3,27)=4.92 ns
p = 10,0006
Control-TH 9,5+2,34 111,3+6,33% F(5.45)= 10,93
ns p <0,0001
TH-Cre ErbB4floxed 10,78 + 3,32 113,5+ 11,36 % F(5,45)= 10,31 ns
p <0,0001
Control-PV 8,09 + 0,66 146,6 + 25,52 % F(5,45)=4,581
ns p =0,0003
PV-Cre ErbB4floxed 10,0 + 3,29 150,9 + 24,80 % F(4.36) = 8,526 ns

p <0,0001

Tabla 10: Niveles extracelulares basales de HVA (mM) en el CAl del hipocampo dorsal de ratones
empleados en este estudio, y porcentajes de variacion respecto a los niveles basales cuando es aplicado

por didlisis reversa un pulso de 1 nM de NRGIB-EGF-like en esta misma region cerebral.

HVA
Genotipo Nivel basal (nM) | Prueba? | Pulso NRG1 (1InM) | ANOVA unavia | ANOVA dos vias
Control-ErbB4-/- 27,63 £ 2,31 128,74+ 18,89 % F(4,36)=2,583
{7)=3,11 p=0,0028
ErbB4-/- 18,72+ 1,34 p=0,0171 115,0 4,76 % F327)=284 ns
p=0,0172
Control-TH 30,91 + 5,76 105,7+ 6,31 % F(5,45)=3,976
ns p = 10,0009
TH-Cre ErbBdfloxed 38,11+528 106,4 £ 5,46 % F(5,45) = 4,688 ns
p = 0,0002
Control-PV 32,48 +£ 4,81 129,9 + 15,75 % F(5,45)=3,026
ns p =0,0065
PV-Cre ErbB4floxed 38,45+ 7,62 188,5 + 44,56 % F(4,36) = 3419 ns

p=0,0039
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6.2.3. Los terminales DA del CAI del hipocampo dorsal de todos los genotipos de ratones estudiados

son funcionales

La aplicacion de un pulso de KCI 50 mM durante 15 minutos en el CA1 del hipocampo dorsal de
los ratones estudiados fue capaz de incrementar en todos los casos de manera significativa los niveles
extracelulares de DA. De la misma manera, los niveles de los metabolitos DOPAC y HVA se
incrementaron de manera significativa luego de concluido el pulso de KCI. Los porcentajes de incremento
de DA, DOPAC y HVA, asi como el analisis estadistico para cada tratamiento son presentados en la

Tabla 11y Figura 22 para DA, Tabla 12 y Figura 23 para DOPAC y Tabla 13y Figura 24 para HVA.

Tabla 11: Porcentaje de incremento de DA respecto a los niveles basales en ratones que recibieron un

pulso de KCI 50 nM en el CA1 del hipocampo dorsal bilateralmente.

Dopamina

Genotipo Pulso KCI (50mM) ANGVA una via ANOVA dos vias n
Control-ErbB4-/- 228,7+13,49% F(2,10)=24,53; p<0,0001 3
ErbB4-/- 273,2 +28,08 % F(2,10)=7,48; p=0,0037 F=8,07; df=1/20; p=0,0468 3
Control-TH 232,1£24.94% F(3,15)=4,258; p=0,0131 4
TH-Cre ErbB4floxed 423,2+131,0% F(2,10)=3,584; p=0,0407 ns 3
Control-PV 227,1+£3,46 % F(2,10)=4,749; p=0,0247 3
PV-Cre ErbB4floxed 1974+£276 % F(2,10)=6,63; p=0,0057 ns 3

Tabla 12: Porcentaje de incremento de DOPAC respecto a los niveles basales en ratones que recibieron

un pulso de KCI 50 nM en el CAl del hipocampo dorsal bilateralmente.

DOPAC

Genotipo Pulso KCI (S0mM) ANOVA una via ANOVA dos vias n
Control-ErbB4-/- 120,3+22,82 % ns 3
ErbB4-/- 124,0 £ 16,99 % F(2,10)=4,333; p=0,0233 ns 3
Control-TH 127,5+8,72% F1(3,15)=4,258; p=0,0131 4
TH-Cre ErbB4floxed 161,0 + 18,14 % F(2,10)=5,032; p=0,0146 ns 3
Control-PV 160,2 + 9,53 % F(2,10)=3,992; p=0,0299 3
PV-Cre ErbB4floxed 127,5+7,24 % F(2,10)=4,808; p=0,0169 ns 3
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pulso de KCI 50 nM en el CAl del hipocampo dorsal bilateralmente.

HVA

Genotipo

Pulso KCl (50mM)

ANOVA una via

ANOVA dos vias

Control-ErbB4-/-

90,67 + 11,34 %

F(2,10)=3,725; p=0,0365

ErbB4-/- 94,50 + 17,46 % ns ns
Control-TH 98,35+ 5,045 % F(3,15)=10,38; p=0,0002
TH-Cre ErbBdfloxed 107,7 + 5,074 % F(2,10)=7,328; p=0,004 F=28,59; df=1/20; p=0,0059

Control-PV

139,8 + 16,19 %

s

PV-Cre ErbB4floxed

110,4 £ 5,431 %

ns

ns

Tabla 13: Porcentaje de incremento de HVA respecto a los niveles basales en ratones que recibieron un

6.2.4. La prueba de pinchazo ligero en la cola genera una hiper-respuesta DA en ratones PV-Cre
ErbB4floxed pero no en ratones ErbB4-/- y TH-Cre ErbB4floxed

Todos los ratones sometidos a la prueba de pinchazo en la cola (con la excepcion de los ratones
de genotipo TH-Cre ErbB4floxed) incrementaron de manera significativa los niveles de DA CAl dorso-
hipocampal. Por otra parte, los metabolitos DOPAC y HVA no incrementaron sus niveles extracelulares
durante la prueba. Los datos para DA son presentados en la Tabla 14 y Figura 25, para DOPAC en la
Tabla 15 y Figura 26,y HVA en la Tabla 16 y Figura 27.

Tabla 14: Porcentaje de incremento de DA respecto a los niveles basales en el CAl del hipocampo

dorsal en ratones sometidos a la prueba de pinchazo en la cola (estrés agudo).

Dopamina
Genotipo Estrés agudo ANOVA una via ANOVA deos vias
Control-ErbB4-/- 216,7+23,23 % F(3,18)=2,803; p=0,0418
ErbB4-/- 306,7 + 69,52 % F(2,12)=3,459; p=0,032 ns
Control-TH 204,5 + 45,18 % F(2,12)=3,47; p-0,0317

TH-Cre ErbB4floxed

121,6 £+ 9,99 %

ns

ns

Control-PV

264, 0+ 21,39 %

F(2,12)=45,28; p<0,0001

PV-Cre ErbB4floxed

394,4 + 46,26 %

F(2,12)=21,04; p<0,0001

F=5.96; df=1/24; p=0,0711
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Tabla 15: Porcentaje de incremento de DOPAC respecto a los niveles basales en el CAI del hipocampo

dorsal en ratones sometidos a la prueba de pinchazo en la cola.

DOPAC
Genotipo Estrés agudo ANOVA una via ANOVA des vias
Control-ErbB4-/- 109,4 £ 4,71 % ns
ErbB4-/- 97,63 +:3,82% ns ns
Control-TH 99,50+ 17,92 % ns
TH-Cre ErbB4floxed 97,77+ 1,73 % F(2,12)=3,543; p=0,0296 ns
Control-PV 104,6 £ 1,27 % ns
PV-Cre ErbB4floxed 117,2+4,12% ns ns

Tabla 16: Porcentaje de incremento de HVA respecto a los niveles basales en el CAl del hipocampo

dorsal en ratones sometidos a la prueba de pinchazo en la cola.

HVA

Genotipo

Estrés agudo

ANOVA una via

ANOVA dos vias

Control-ErbB4-/-

101,7+£3,42%

ns

ns

F=3,28; df=1/24; p=0,0328

ErbB4-/- 91,27+ 4,12% ns
Control-TH 102,8 £4,67 % F(2,12)=6,987; p=0,0022
TH-Cre ErbB4floxed 1142+ 745% ns
Control-PV 101,5+2,02% ns
PV-Cre ErbB4floxed 105,9 + 4,86 % ns

ns
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recibieron un pulso bilateral de 15 minutos de KCI 50 mM en el CAl del hipocampo dorsal (region gris).
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*p<0,05;**p<0,01.
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Figura 25: Porcentaje de incremento respecto a los niveles basales extracelulares de DA en el CAl

dorso-hipocampal de ratones sometidos a la prueba de pinchazo ligero en la cola (region gris). (4)

Control vs. ErbB4 -/-, (B) Control vs. TH-Cre ErbB4floxed, (C) control vs. PV-Cre ErbB4floxed.

*n<0,05, **p<0,01.
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6.3. Analisis histolégico

Para el analisis de los datos neuroquimicos y conductuales que requirieron realizar microdialisis
intracerebral o microinyecciones en ratas y ratones, unicamente aquellos que mostraron evidencias
histologicas de que las sondas de microdialisis o inyectores fueron implantados dentro del VP para el caso
de ratas, o en el hipocampo dorsal para el caso de ratones, fueron incluidos en el analisis estadistico. En la
Figura 28 de muestra la localizacion de las sondas de microdialisis e inyectores para las ratas empleadas
en este estudio, mientras que en la Figura 29 se indica la localizacion precisa de las sondas de

microdialisis implantadas en los ratones empleados.

7. DISCUSION

Cuando las ratas fueron sometidas a una experiencia ambiental aversiva, como lo es la prueba de
nado forzado, los siguientes mecanismos neuroquimicos y neurobiolégicos fueron generados en el VP:
(i) incremento en los niveles extracelulares de GABA durante las dos sesiones de nado forzado, (ii)
aumento del tono GABAérgico basal luego de la primera sesion de nado forzado, y (iii) cambios
selectivos en el patron de expresion de subunidades del receptor GABA-A. Por su parte, la regulacion del
tono GABAérgico en el VP demostré ser un mecanismo epigenético capaz de modular el grado de
motivacion y hedonia en ratas. En este sentido, un tono GABAérgico elevado en el VP determind

conductas de baja motivacion y anhedonia en ratas.

Por otra parte, inhabilitando la funcion del sistema NRGI1/ErbB4 mediante el uso de ratones
modificados genéticamente que no expresan ErbB4-/-, 0 que de manera selectiva no expresan ErbB4 en
interneuronas PV+ (ratones PV-Cre ErbB4floxed), fue posible identificar fenotipos “tipo-esquizoides”
positivos dependientes de la funcion DA, tales como hiper-reactividad al estrés hipocampal ¢ hiper-
sensibilidad a sub-dosis de anfetamina [189, 190]. Interesantemente, los genotipos ErbB4-/- y TH-Cre
ErbB4floxed, pero no el genotipo PV-Cre ErbB4floxed mostraron ser insensibles a la aplicacion de un
pulso agudo de NRG1 en el CAl del hipocampo dorsal, con lo cual los niveles extracelulares de DA
permanecieron inalterados durante la prueba. Finalmente, Gnicamente los ratones TH-Cre ErbB4floxed

exhibieron un estado hiper-dopaminérgico basal a nivel del CA1 del hipocampo dorsal.

7.1. Fenomenos ambientales que generan fenotipos tipo-depresivos en ratas

Los niveles extracelulares de GABA fueron incrementados de manera significativa durante las
dos sesiones de la prueba de nado forzado. Sin embargo, los niveles basales extracelulares de GABA
fueron superiores para el segundo dia de la prueba, cuando coincidentemente los tiempos de inmovilidad

en las ratas fueron mayores respecto a la primera sesion de la prueba. A favor de este hallazgo, otros
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Figura 28: Localizacion histoldgica de sondas de microdidlisis de 2 mm de largo en el VP de ratas (A)
sometidas a la prueba de nado forzado o (B), sometidas a la prueba de pinchazo ligero en la cola. (C)
Ratas sometidas a la prueba de nado forzado que también recibieron un pulso de vehiculo de vigabatrina
o (D) vigabatrina (20 pg/ml). Localizacion de la punta de microinyectores de ratas que 5 minutos antes
de la prueba de nado forzado recibieron una microinyeccion bilateral de (E) vehiculo, (F) vigabatrina (3,
10, o 15 ug/hemisferio), o (G) bicuculina (0.1 ug/hemisferio). (H) localizacion de microinyectores
dirigidos 2.5 mm por encima del VP (control anatémico negativo) en ratas que recibieron previo a la
prueba de nado forzado una dosis de 10 ug/hemisferio de vigabatrina. (I) Ratas sometidas a la prueba de
preferencia por la solucion de sacarosa que previamente recibieron una microinyeccion de vehiculo, (J)
vigabatrina (10 pg/hemisferio), o (K) bicuculina (0.1 pug/hemisferio). (L) Ratas sometidas a la prueba de
campo abierto que recibieron previamente una microinyeccion de vehiculo, (M) vigabatrina (10

ug/hemisferio), o (N) bicuculina (0.1 ug/hemisferio).

reportes han previamente demostrado que la prueba de aversion condicionada a sabores novedosos
también se correlaciona con un incremento en la transmision GABAérgica en el VP de ratas [84, 86]. Por
el contrario, otros reportes han indicado que la activacion de conductas de recompensa y de placer estan
directamente asociadas con una reduccidn de los niveles extracelulares de GABA en el VP [76, 85, 87,
195]. Considerando las evidencias previamente indicadas mas los hallazgos aqui reportados, la regulacion
del sistema GABAérgico en el VP parece ser un mecanismo general regulador de las conductas
motivacionales y de hedonia en ratas, por lo cual incrementando el tono de este sistema se promueven
conductas de baja motivacion y anhedonia, mientras que la reduccion del tono conduce a conductas de

placer y recompensa.

Los cambios en la transmision GABAérgica en el VP de ratas mostraron ser especificos para
fendmenos de depresion conductual debido a que al emplear la prueba de pinchazo ligero en la cola, la
cual es una prueba de estrés agudo, solo pudo generar un incremento de menor amplitud en los niveles de
GABA al primer dia de la prueba. Adicionalmente, la prueba de estrés no fue capaz de alterar los niveles

basales extracelulares de GABA de manera tonica, como si fue el caso para la prueba de nado forzado.

La administracion directa de vigabatrina en el VP de ratas por microdialisis reversa incrementd
los niveles extracelulares de GABA en esta region cerebral. Previamente ha sido reportado que otras
acreas cerebrales tales como el estriado, hipocampo y substancia nigra reticulada también generan este
efecto neuroquimico vigabatrina-dependiente [196-198). La vigabatrina es un derivado sintético de
GABA (y-vinil GABA) que de manera irreversible bloquea a la GABA-T [199], incrementando

concomitantemente los niveles extracelulares de GABA [200, 201]. Por su parte, la vigabatrina
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Figura 29: Localizacion histolégica de sondas de microdidlisis de 1 mm de largo dirigidas al CA-1 del
hipocampo dorsal de ratones C57BL/6J que recibieron (A) un pulso de vehiculo para NRG1f-EGF-like,
0 (B) un pulso de InM NRGIB-EGF-like. Ratones (C) ErbB4 -/-, (D) control-TH, (E) TH-Cre
ErbB4floxed, (F) control-PV, (G) PV-Cre ErbB4floxed, que recibieron un pulso de InM NRGIB-EGF-
like. Ratones (H) C57BL/6J, (I) ErbB4-/-, (J) control-TH, (K) TH-Cre ErbB4floxed, (L) control-PV, y (M)
PV-Cre ErbB4floxed, que recibieron un pulso de 50 mM KCI en el CAl del hipocampo dorsal. Ratones
(N) C57BL/6J, (O) ErbB4-/-, (P) control-TH, (Q) TH-Cre ErbB4floxed, (R) control-PV, y (S) PV-Cre

ErbB4floxed, que fueron sometidos por 15 minutos a la prueba de pinchazo ligero en la cola.

directamente administrada en el VP fue capaz de potenciar las conductas de inmovilidad durante la
prueba de nado forzado, mientras que el bloqueo del receptor GABA-A redujo este tipo de conductas
durante la prueba. Mediante estos resultados es posible sugerir que la neurotransmision GABAérgica
mediada por el receptor GABA-A en el VP de ratas puede tener un rol importante en la regulacion de las

conductas de inmovilidad en la prueba de nado forzado.

Dada la estrecha relacién que existe entre la funcion del receptor GABA-A en el VP con el
control de la actividad motora en ratas, y en orden de descartar cambios inespecificos en la funcién
motora que podrian determinar cambios inespecificos en los tiempos de inmovilidad reportados para la
prueba de nado forzado, fue necesario explorar de que manera la administracion de drogas que afectan la
actividad del sistema GABAérgico en el VP afectaban la actividad locomotora en ratas. Varios reportes
han sefialado que la activacion de GABA-A en el VP reduce la actividad motora general en ratas,
mientras que su inactivacion la incrementa [78, 202-208], tal y como fue el caso nuestro. Sin embargo,
interesantemente nosotros encontramos que la administracion directa de vigabatrina en el VP no modificé
la actividad motora en ratas. Previamente ha sido demostrado que el VP de ratas expresa receptores
GABA-A y GABA-B [209, 210], y recientemente en nuestro laboratorio ha sido analizado el rol del
receptor GABA-B en el VP de ratas sobre el control de la actividad motora y conductas motivacionales
durante la prueba de nado forzado en ratas (comunicacién personal). En este andlisis, el empleo de
agonistas o antagonistas para el receptor GABA-B directamente administrados en el VP de ratas
demostraron no alterar la actividad motora durante la prueba de campo abierto, mientras que la
administracion del agonista GABA-B baclofen incrementd significativamente los tiempos de inmovilidad
(comunicacién personal). En nuestro caso, es posible que la vigabatrina al coactivar ambas clases de
receptores de manera simultanea contrarreste la accion selectiva del receptor GABA-A sobre el control de
la actividad motora. En cualquier caso, es importante destacar que el incremento de las conductas de

inmovilidad durante la segunda sesion del nado forzado en ratas previamente pre-inyectadas con
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vigabatrina en el VP, no se correlacionaron con una reduccion de la actividad motora generalizada, tal y

como originalmente pudo ser sugerido.

Adicionalmente, las inyecciones de vigabatrina en el VP también redujeron el consumo total de
una solucién de sacarosa, lo cual sugiere signos de anhedonia en ratas [183], mientras que bloqueando la
funcién de GABA-A no afect6 el consumo de sacarosa respecto a ratas que recibieron inyecciones intra-
VP de solucidn salina. Previos reportes han sugerido que el VP es un substrato para conductas heddnicas
(revisado por [211]). Inyecciones directas del agonista para receptores opioides n D-Ala2-N-Me-Phe4-
Glicol5-encefalina (DAMGO) en el VP ha demostrado incrementar el gusto o placer a una solucion de
sacarosa, mientras que la bicuculina mostro ser incapaz generar este tipo de reaccion en ratas {82].
Nuestros resultados demostraron que un incremento en la actividad del sistema GABA en el VP
desencadena en conductas anhedénicas y de inmovilidad. La incapacidad de la bicuculina en el VP de
producir cambios hedonicos durante la prueba de preferencia por la solucién de sacarosa sugiere que el
receptor GABA-B, en lugar del receptor GABA-A, podria estar involucrado activamente en el
establecimiento inicial de conductas de placer y motivacion. Futuros experimentos seran necesarios para

ampliar la hipdtesis aqui planteada.

Para determinar si los cambios motivacionales observados durante la prueba de nado forzado se
debieron a la accion inespecifica de la funcion del sistema GABA en el VP, y no a la activacién
inespecifica de regiones cerebrales localizadas en regiones mas dorsales al VP, procedimos a realizar
inyecciones de vigabatrina en el estriado de ratas. Contrariamente al efecto conductual encontrado para el
caso de inyecciones en el VP, inyecciones en esta region incrementaron las conductas de escape en ratas
durante la prueba de nado forzado. Esto sugiere que la inmovilidad inducida por la vigabatrina depende
de que la misma sea administrada especificamente en el VP. Adicionalmente, si bien estos resultados no
forman parte de la hipétesis central de este trabajo, los mismos sugieren que el estriado también puede
tener un rol importante en el control de las conductas motivacionales y futuros trabajos deberan explorar

esta hipotesis.

La técnica de RT-PCR semicuantitativo evalud la expresion relativa de ARNm de subunidades
del receptor GABA-A en el VP respecto a los niveles de expresion de un gen constitutivo (GAPDH) que
se cree no debe cambiar sus niveles de expresion cuando las ratas son sometidas a las diferentes pruebas
conductuales. En este trabajo fue posible demostrar que el ARNm de las subunidades al, a2, a3, a5, 1,
B2, 5, v2, m, €, 6, p2 y p3 del receptor GABA-A son expresadas en el VP de ratas, mientras que las
subunidades a4, a6, B3 y p1 no lo hacen. Finalmente, dado que no fue posible amplificar las subunidades
v1y ¥3 por el método empleado, no podemos emitir conclusiones al respecto de como estos genes son
expresados en esta area cerebral. Sin embargo, trabajos previos han demostrado que las subunidades al,

B1, B2, y1, y y2 son expresadas en el VP, mientras que las subunidades a3, a5, B3, y y3 no son o son
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débilmente expresadas en esta regién cerebral [212-214]. Este trabajo corrobora y extiende estos
hallazgos, al demostrar que las subunidades a2, 3, p2, p3, €, 0, y n del receptor GABA-A también se
expresan en el VP de ratas. Por su parte, en este trabajo no fue posible detectar la expresion de la
subunidad B3 por RT-PCR, lo cual confirma lo encontrado por [214], aunque se contrapone a lo reportado
por [213]. Dado que los estudios de expresion aqui citados emplean técnicas de inmunohistoquimica, y
considerando que la técnica de RT-PCR es mucho mas sensible en la deteccion de bajos niveles de
expresion de un gen en particular, una posibilidad que explicaria la expresion de bajos niveles de la
subunidad B3 seria la inespecificidad del anticuerpo empleado por [213], lo cual indicaria sefiales de

deteccion falsa para esta subunidad en el VP de ratas.

La prueba de nado forzado redujo los niveles de expresion del ARNm de las subunidades a3, y
v2, mientras que incremento la expresion de la subunidad 8, todo esto en al menos un periodo corto de 24
horas luego de la primera sesién de nado forzado. Por su parte, fue posible detectar cambios en la
expresion de las proteinas y2 y & por Western Blot en la misma relacién de cambio de su ARNm, sin
embargo, este cambio requirié de 6 dias adicionales para que se llevara a cabo. Es relativamente comun
encontrar en los sistemas biolégicos que los cambios en los niveles de expresion de la proteina ocurran a
una velocidad menor que los cambios de expresion que ocurren para los transcritos correspondientes,
debido posiblemente a diversos mecanismos post-transcripcionales que en la mayoria de los casos son aun
desconocidos, pero que en todo caso generan un retraso en el tiempo necesario para que se inicien
cambios en los niveles de expresion proteica respecto a los cambios rapidos en la expresion de los niveles
de los transcritos. Por otra parte, si bien los mecanismos celulares especificos que desencadenan en
cambios en los niveles de expresion de las subunidades aqui reportadas se desconocen, varios reportes
han sefialado que empleando cultivos celulares de neuronas corticales tratadas cronicamente con GABA o
con sustancias con afinidad por receptores GABA-A por varios dias consecutivos (5-7 dias), pueden
desencadenar cambios selectivos en la expresion de subunidades del receptor GABA-A. Estos reportes
también indican que los cambios en el patron de expresion ocurren de manera rapida para los transcritos
mientras que para las proteinas ocurre de manera lenta, tal y como fue el caso nuestro [171-175, 215].
Considerando lo previamente seiialado, es posible sugerir que los cambios selectivos en los niveles de
expresion in vivo de las subunidades del receptor GABA-A sean debidos posiblemente al incremento de
los niveles extracelulares de GABA en el VP luego de que las ratas fueron sometidas a la primera sesion
de nado forzado. Por su parte, es también posible sugerir que los cambios en la composicion del receptor
GABA-A en el VP de ratas luego de que las mismas fueron sometidas a la prueba de nado forzado

permita establecer un fenotipo tipo-depresion a largo plazo, lo cual es caracteristico de este desorden

mental.
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La prueba de nado forzado redujo la expresion del transcrito para la subunidad a3 en el VP de
ratas, sin embargo, no fue posible detectar los niveles de expresidon de su proteina correspondiente en
ninguno de los grupos controles o experimentales empleados. Aunque las condiciones de estandarizacion
de las condiciones de western blot para esta subunidad fueron logradas empleando para ello extracto total
de cerebelo, cuando se intentd detectar la expresion de la misma en el VP esto no fue posible. La
explicacion mas simple que justificaria por qué esta subunidad no fue detectada en esta area cerebral, es
que la sensibilidad del método no fue lo suficiente como para detectar los niveles de expresion de esta
proteina en el VP mientras que el RT-PCR, al ser un método analitico mucho mas seasible si fue capaz de

detectar los niveles de expresion de su correspondiente ARNm.

La subunidad y2 es la mas abundantemente expresada en receptores GABA-A sinapticos en el
sistema nervioso central. De hecho se considera que esta subunidad permite establecer un receptor
GABA-A con caracteristicas cinéticas fasicas cuando este es activado por su ligando [37]. Por su parte,
los receptores GABA-A constituidos con la subunidad & han mostrado estar localizados peri-
sinapticamente y ser hasta 50 veces mas sensibles a GABA que aquellos receptores que no estan
constituidos con la misma. Adicionalmente, a diferencia de los receptores GABA-A constituidos por y2,
los receptores que contienen la subunidad 8 muestran propiedades cinéticas tonicas, lo cual implica que
pueden mediar potenciales post-sinapticos inhibitorios de mayor magnitud y duracién respecto a los
receptores fasicos [216-219]. Finalmente, también ha sido demostrado que las subunidades y2 y & no
pueden ser expresadas en el mismo receptor de manera simultanea [220-222]. En este sentido, cuando el
receptor GABA-A es altamente estimulado el sistema determina un posible cambio en las propiedades
cinéticas y anatémicas del mismo, el cual es mediado por un cambio selectivo en la composicion de la
subunidad y2 por la subunidad 3. Futuros experimentos enfocados en la caracterizacion de los potenciales
post-sinapticos inhibitorios de las neuronas localizadas a nivel de VP, asi como localizacién subcelular
especifica de los receptores GABA-A en esta misma region cerebral deberan ser realizados, a modo tal de
determinar si efectivamente la exposicion de ratas a la prueba de nado forzado sufren cambios en la

transmision GABAérgica que determinan en un fenotipo tipo-depresivo en el animal.

Las subunidades 04 y 06 se considera son expresadas cominmente con la subunidad § en el
receptor GABA-A, y este co-ensamblaje (a4-6 o a6-3) permite establecer las propiedades farmacologicas
y electrofisioldgicas clasicas para receptores que contienen 3 {37]. Sin embargo, este tipo de composicién
canonica para el receptor GABA-A no ocurre en el VP de ratas. Por otra parte, otros reportes han indicado
que aunque en menor proporcion que la composicion previamente sefialada, también es posible encontrar
en el cerebro receptores GABA-A que contienen § en ausencia de 04 o a6 [223-226]. Adicionalmente,
otro reporte ha demostrado que la subunidad & puede ser co-expresada junto a subunidades al y B en

interneuronas del hipocampo, y el mismo media corrientes tonicas inhibitorias en esta region cerebral
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[227]. En nuestro caso, el incremento en el tono GABAérgico en el VP de ratas fue generado luego de
realizada la primera sesion de la prueba de nado forzado. A su vez, este incremento en la transmision
GABAérgica pudo conducir a un incremento en la expresion de la subunidad 3 en esta region cerebral, la
cual tal y como previamente ha sido mencionado, genera un receptor GABA-A mas sensible a GABA
mediador de corrientes inhibitorias de tipo tonicas. Esta potenciacion de la transmision GABAérgica
mediada por la subunidad & podria posiblemente tener un rol critico en el establecimiento y
mantenimiento de un estado de memoria celular para conductas anheddnicas y de desmotivacion
generalizada en el animal. Finalmente, varios autores han propuesto que el VP es una estructura cerebral
que funciona como interface para sefiales para sefiales motivacionales limbicas y la codificacion de estas
en respuestas motoras especificas, que se asocian con estados de hedonia y placer hasta estados

caracteristicos de trastornos emocionales tales como la depresion conductual {83, 211, 228-231].

7.2. Impacto del genotipo sobre la funcion del sistema DA y fenotipos tipo-esquizoides

Previamente ha sido reportado que ratones ErbB4-/- y PV-Cre ErbB4floxed comparten varios
fenotipos tipo-esquizoides tales como hiperactividad motora y déficits sensorimotores [162, 232]. Sin
embargo, Gnicamente los ratones ErbB4-/- exhiben una reduccion en los niveles de ansiedad basal asi
como también en déficits en la adquisicion de conductas de miedo contextualizadas a sonidos o
experiencias previas [162]. En nuestro caso, los ratones TH-Cre ErbB4floxed no exhibieron ninguno de
los fenotipos tipo-esquizoides previamente observados en los ratones ErbB4-/- y/o PV-Cre ErbB4floxed,
asi como tampoco conductas tipo depresivas, determinadas estas mediante la prueba de nado forzado.
Adicionalmente, en nuestro laboratorio también se demostré que los ratones TH-Cre ErbB4floxed
tampoco muestran déficits sensorimotores o en la adquisicion de conductas de miedo contextualizadas a
un sonido o situacion en particular (comunicacion personal). La prueba de campo abierto en roedores ha
sido el método clasico empleado para determinar la funcion del circuito mesolimbico (AVT-NAc-VP), y
del circuito nigro-estriatal (substancia nigra-estriado), debido a que previamente se ha reportado que estos
son importantes en el control de la actividad motora [78, 202, 206, 233]. Por su parte, la prueba de
“inhibicion por pre-pulso” en roedores es una medida de la funcidn inhibitoria y del procesamiento de la
informacion tiempo-dependiente, en el cual un primer estimulo sensorial débil (el pre-pulso) inhibe la
respuesta motora y estereotipada generada por un segundo estimulo sensorial de alta intensidad [234]. La
importancia de esta prueba consiste en que la misma sirve como una medida del procesamiento
operacional o procesamiento “sensorimotor” por parte del sistema nervioso central, en la cual un exceso
de estimulos triviales son filtrados para Gnicamente dejar aquellos estimulos considerados como
“importantes”, con lo cual el individuo puede centrar su atencién en este aspecto particular [235],

caracteristica que esta disminuida en la Esquizofrenia. Estudios en roedores han sugerido que el
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procesamiento sensorimotor esta regulado por conexiones secuenciales y paralelas de la corteza temporal,

CPF, hipocampo, amigdala basolateral, estriado, NAc, el estriado ventral y el VP (revisado en [236]).

Varios autores han indicado, mediante técnicas inmunohistoldgicas y/o de hibridizacion in situ,
que el receptor ErbB4 es expresado en la CPF, hipocampo, amigdala, estriado, NAc, VP, talamo,
hipotalamo, AVT, y substancia nigra [155, 168, 237-239]. Notablemente, Neddens y Buonanno [155] han
sefialado que particularmente el sistema mesocorticolimbico (CPF, hipocampo, corteza cingulada,
amigdala y el NAc) expresa altos niveles de ErbB4, con lo cual se cree que el sistema NRG/ErbB4 puede
tener un rol importante en el control de la actividad motora, procesamiento sensorimotor, cognicion,
conductas motivacionales y de recompensa, las cuales también han demostrado estar afectadas en la
Esquizofrenia [240-245]. En nuestro caso, si bien el comportamiento neuroquimico y neurobioldgico de
la supresion de la expresion de ErbB4 en ratones ErbB4-/-, PV-Cre ErbB4floxed y TH-Cre ErbB4floxed
se desconoce casi completamente para estas areas cerebrales (con la excepcion del hipocampo dorsal y en
menor grado la CPF), es plausible considerar que el sistema NRG1/ErbB4 debe estar afectando la
homeostasis neuroquimica que regula los fendmenos conductuales alterados en estas lineas de ratones
modificados genéticamente. Futuros trabajos deberan explorar de que manera al afectar la funcién del
sistema NRG1-ErbB4 en regiones criticas para el control de la actividad motora, procesamiento
sensorimotor, cognicion y motivacional, tales como substancia nigra, estriado, AVT, NAc, y VP, se afecta
la funcién de sistemas de neurotransmision tales como el DA y GABA, que previamente han demostrado

ser moduladores de este tipo de conductas [78, 202, 204, 205, 233, 246, 247].

La anfetamina es un psico-estimulante que ha consistentemente demostrado alterar la
neurotransmision DA del sistema nervioso central, mediante el incremento en la liberacion vesicular
“sinaptica” y “no sinaptica” por parte de neuronas DA, incremento en la sintesis e inhibicién la
degradacion; asi como también mediante la inhibicion y reversion del sentido del transportador de DA
DAT y del transportador de norepinefrina NET [248-251]. La anfetamina clasicamente ha sido empleada
como droga recreacional en la poblacién, v en general esta genera sintomas psicoticos positivos tipo-
esquizoide en pacientes normales [252]. Interesantemente, pacientes esquizofrénicos han demostrado ser
hiper-sensibles a este psico-estimulante, con exacerbacion de la sintomatologia psicotica respecto a
pacientes normales [189, 190, 253-256]. Considerando lo anterior, la prueba de sensibilidad a la
anfetamina en roedores ha sido ampliamente empleada como indicador de la actividad dopaminérgica
general en el sistema nervioso central, a modo tal de identificar posibles fenotipos tipo-esquizoides en
modelos animales [257, 258]. En el caso de roedores, la administracion sistémica de anfetamina ha
demostrado incrementar la actividad motora, asi como también generar un conjunto de conductas
estereotipadas tales como pararse de manera repetitiva sobre las patas posteriores, rascarse, lamerse,

movimientos repetitivos de la cabeza, olfaccién repetitiva y rotaciones del cuerpo consecutivas [259,
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260]. En nuestro caso, evaluando la actividad motora general y la rotacional (conducta estereotipada) en
los ratones, nosotros encontramos que los genotipos ErbB4-/- y PV-Cre ErbB4floxed fueron sensibles a
sub-dosis de anfetamina cuando estos eran comparados a sus correspondientes controles, mientras que los
ratones TH-Cre ErbB4/loxed no mostraron cambios motores o en la estereotipia en la sensibilidad por la
droga diferentes de su correspondiente control. Por otra parte, la administracién sistémica de altas dosis
de anfetamina a ratones ErbB4-/- logré generar una respuesta motora y estereotipada exacerbada en
comparacion a sus controles, mientras que los ratones PV-Cre ErbbB4floxed redujeron la magnitud de las
manifestaciones motoras y conductuales evaluadas por nosotros, demostrando el clasico mecanismo
dosis-respuesta de U invertida para la actividad motora y conductual previamente reportado [246, 247].
Tal y como se ha indicado previamente, la anfetamina es capaz de incrementar la actividad general del
sistema DA en el sistema nervioso central. Por otra parte, la funcién de los sistemas mesocorticolimbico y
nigro-estriatal que regulan la funcion de la actividad motora, cognicién y emocion en general, dependen
en la actividad de los sistemas DA y GABA. Diversos reportes han demostrado que el incremento en la
actividad motora anfetamina-dependiente estd directamente relacionada al aumento en los niveles
extracelulares de DA en regiones tales como el estriado, NAc y VP [78, 261, 262], mientras que otros
reportes sefialan que una reduccion del tono GABAérgico en el VP inducido por anfetamina puede
tambi¢n incrementar la actividad motora [85, 202, 204-206, 208], asi como también promover conductas
hedonicas y de motivacion (sefialado en este trabajo). Finalmente, previamente hemos sefialado que el
receptor ErbB4 es expresado en areas cerebrales altamente asociadas con el control de la actividad
motora, tales como substancia nigra, estriado, AVT, NAc y VP. Yurek y colaboradores [263] demostraron
que microinyecciones directas de NRG1 en la substancia nigra de ratas promueven un incremento
ipsilateral de los niveles extracelulares de DA estriatal, indicando una relacion directa del sistema
NRG1/ErbB4 con el control de la funcidn del sistema DA. Desafortunadamente, este reporte no describe
el impacto de las microinyecciones de NRG1 sobre la actividad motora, fendmeno que parece muy
probable que ocurra en este disefio experimental. Futuros trabajos deberan verificar que el incremento en
los niveles de DA dependientes de la activacion del sistema NRGI/ErbB4 en regiones cerebrales

directamente asociadas al control motor pueden afectar este tipo de fendémenos.

El estrés psicolégico es considerado un factor importante que contribuye al desarrollo de
enfermedades neuropsiquidtricas, tales como desordenes en el uso de substancias de abuso, ansiedad,
depresion y Esquizofrenia (revisado por [185]). Adicionalmente, muchos autores han sefialado
ampliamente la alta co-morbilidad entre el estrés y Esquizofrenia, siendo el hipocampo un componente
neural recurrentemente afectado durante fenémenos de estrés y Esquizofrenia [185]. Varios reportes han
sefialado mediante el uso de varios paradigmas de estrés agudo psicolégico en roedores, tales como la

inmovilizacién del animal por periodos cortos de tiempo (30-60 minutos), aplicando shocks eléctricos de
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baja intensidad en las patas, o empleando la prueba de pinchazo ligero en la cola (5-15 min), que los
niveles extracelulares y totales de serotonina, norepinefrina y DA hipocampal son incrementados durante
el periodo de estrés agudo [264-269], hecho que puede ser prevenido si previamente los roedores son
tratados con ansioliticos [268]. Dado el hecho que la regulacion de la funcién del sistema DA hipocampal
depende del sistema limbico, una disfuncidn en estructuras tales como el NAc, VP, hipotalamo, area
predptica, amigdala basolateral y AVT puede determinar en una anormal reactividad del mismo ante el
estrés [266, 270-275]. De esta manera, varios trabajos han sugerido que el sistema DA en el hipocampo
dorsal es hiper-reactivo en fenotipos esquizoides [185, 276, 277}, y dicha hiper-reactividad podria ser la
responsable de un anormal procesamiento cognitivo, alucinaciones y delirios para el caso de los humanos
[276, 277]. La utilizacion de la prueba de pinchazo en la cola en nuestro caso sirvio para determinar si los
ratones ErbB4-/-, PV-Cre ErbB4floxed y/o TH-Cre ErbB4floxed presentaban una hiper-reactividad
dopaminérgica hipocampal a una experiencia de estrés psicoldgico, con lo cual podria inferirse fenotipos
tipo-esquizoide en ratones. Nosotros encontramos que el sistema DA en el CAl del hipocampo dorsal de
ratones ErbB4-/- o ratones PV-Cre ErbB4floxed fueron hiper-reactivos a la experiencia de estrés inducida
por la prueba de pinchazo ligero en la cola, cuando esta reactividad fue comparada con ratones controles.
Por el contrario, la reactividad del sistema DA hipocampal de ratones TH-Cre ErbB4floxed no mostro ser
diferente con respecto a ratones controles. Tomando en consideracion lo anteriormente sefialado,
podemos sugerir que la eliminacion de la expresion de ErbB4 en ¢l cerebro en general o en interneuronas
PV positivas afecta la homeostasis normal del sistema limbico, tal y como podria ser el caso en la

Esquizofrenia, hecho que no ocurre para los ratones TH-Cre ErbB4floxed.

En este trabajo nosotros demostramos que la concentracion extracelular de DA en el CAl del
hipocampo dorsal de ratones C57BL/6J controles fue de ~0.8 nM, concentracién similar a la previamente
reportada para el CA1 de ratas [154]; mientras que la supresion total de la expresion del receptor ErbB4
(ratones ErbB4-/-) no afectd dichos niveles basales. Por otra parte, los ratones PV-Cre ErbB4floxed y su
correspondiente control tampoco mostraron diferencias significativas en los niveles extracelulares de DA
(~0.8 nM). Sin embargo, aunque los niveles basales de DA en el CA1 de ratones controles para TH-Cre
ErbB4floxed también fueron similares a los otros genotipos estudiados, la supresion en la expresion de
ErbB4 en neuronas TH positivas duplicé significativamente los niveles extracelulares basales de DA (~2
nM) en esta region cerebral. La DA hipocampal procede de terminales dopaminérgicos procedentes de
neuronas A10 del AVT [33, 34]. Desde una perspectiva simplista, existen dos mecanismos que podrian
explicar porque la supresion de la expresion del receptor ErbB4 en neuronas positivas para TH
incrementan el tono DA basal en el CAl del hipocampo. El primero es que la regulacion del tono
dopaminérgico sea debido a un mecanismo de circuito local, en la cual los terminales dopaminérgicos

sean inhibidos por la expresion del receptor ErbB4 a nivel presinaptico, o por la accion indirecta de algin
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otro componente celular presente en esta region cerebral que también exprese ErbB4; mientras que la
segunda opcion es que la regulacién del tono dopaminérgico ocurra a nivel del AVT. En este sentido,
actualmente no existen evidencias de que el receptor ErbB4 sea expresado en terminales DA o positivos
para TH en el CAl del hipocampo, mientras que por el contrario, varios reportes han sefialado que ErbB4
es ampliamente expresado en diferentes poblaciones de interneuronas positivas para PV, GAD67, CCK,
NOs o somatostatina [155, 156]. De esta manera, al menos de momento parece improbable que la
regulacion del tono DA en esta region cerebral sea debida a un mecanismo local. Por otra parte, varios
reportes han indicado por técnicas de hibridizacion in situ que neuronas positivas para TH y negativas
para la enzima dopamina-B-hidroxilasa (enzima encontrada en neuronas norepinefrinergicas, ver Figura
4A) expresan ARNm para el receptor ErbB4 a nivel del AVT [167-169]. En nuestro caso, al suprimir la
expresion de ErbB4 en neuronas TH positivas aparentemente se desinhibe la actividad tonica
dopaminérgica basal a nivel del AVT, con lo cual los niveles extracelulares de DA a nivel del CA1 del
hipocampo se incrementan, tal y como nosotros encontramos ocurre en nuestro caso. Actualmente no
existen reportes que especificamente estudien el efecto directo de la activacion de receptores ErbB4 en el
AVT sobre el control del tono DA a nivel del hipocampo dorsal, lo cual debera ser estudiado para

verificar esta hipotesis.

La administracion directa y aguda de NRG1 en el CAl del hipocampo dorsal de ratones de
fenotipo salvaje fue capaz de incrementar los niveles extracelulares de DA durante el tiempo que perduro
la administracién de la misma, tal y como previamente ha sido reportado en ratas [154]. Sin embargo, los
ratones ErbB4-/- fueron insensibles a la administracion del pulso de NRG1. Interesantemente, aunque no
existen evidencias de que ErbB4 sea expresado en terminales DA a nivel del CAl, ratones TH-Cre
ErbB4floxed también mostraron ser incapaces de incrementar los niveles extracelulares de DA cuando la
NRGI1 fue administrada en esta region. Por otra parte, y en contra de la hipdtesis original de este trabajo,
los ratones PV-Cre ErbB4floxed mostraron ser capaces de incrementar los niveles de DA en el CAl del
hipocampo dorsal. Las implicaciones de estos resultados no se pueden hacer esperar. En primer lugar, los
mismos demuestran de manera clara que la activacion del receptor ErbB4 por la accion de la NRGI es
esencial para lograr la activacion de los mecanismos neuronales necesarios que conducen a un incremento
en los niveles extracelulares de DA a nivel del CAl del hipocampo, posiblemente por mecanismos
sinapticos, dado el hecho de que la administracién de un pulso despolariazante de KCl fue capaz de
generar un incremento de igual magnitud que la NRG1 en los niveles extracelulares de DA. En segundo
lugar, estos resultados sugieren de manera interesante e inesperada que el incremento de los niveles de
DA extracelulares dependientes del sistema NRG1/ErbB4 en el hipocampo, requieren de la activacion de
un receptor ErbB4 putativo expresado a nivel de neuronas TH positivas en el hipocampo dorsal (en

nuestro caso posiblemente solo terminales). En tercer lugar, sin bien reportes previos han sefialado que
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interneuronas del hipocampo que co-expresan ErbB4/PV son importantes en el control de mecanismos
locales tales como las oscilaciones y (gama) [155, 163-166], y que ratones defectivos para la expresion de
ErbB4 en estas interneuronas reproducen algunos de los sintomas caracteristicos de la Esquizofrenia
[162]; nuestros resultados sugieren que las mismas no regulan (al menos directamente) el incremento en
los niveles extracelulares de DA en esta region cerebral. Aunque todavia no podemos descartar que la
ausencia de incremento de los niveles extracelulares de DA dependientes del sistema NRG1/ErbB4 en
ratones TH-Cre ErbB4floxed pueda derivarse por un déficit funcional en alguna de las estructuras
cerebrales aguas-abajo del circuito mesocorticolimbico, tales como el NAc o el AVT, esta hipdtesis no
parece ser probable si consideramos que los ratones PV-Cre ErbB4floxed al mismo tiempo si son
sensibles a la aplicacion local de NRG1 en el hipocampo. De todos modos, es importante considerar que
nosotros no hemos evaluado el rol de otros sistemas celulares que también expresan ErbB4 tales como las
interneuronas CCK, NOs y somatostatina positivas, las cuales podrian ejercer un papel regulador a nivel
local y/o de circuito que aun son desconocidos para nosotros. Nuevos trabajos deberan continuar
explorando el rol particular de estos otros tipos celulares sobre el control general de la funcion del sistema
NRG1/ErbB4 sobre la liberacién de DA en el CA1 del hipocampo dorsal, y de manera mas amplia, sobre

el control de las conductas cognitivas, motivacionales y de recompensa.

8. CONCLUSION

Nosotros demostramos que una experiencia ambiental desagradable y aversiva como lo es la
prueba de nado forzado, conduce a un incremento en los niveles extracelulares de GABA y cambios
simultaneos en la composicion de su receptor GABA-A en el VP de ratas. Nosotros presumimos que los
cambios en los niveles extracelulares de GABA en esta region cerebral se deben a un incremento en la
actividad de la proyeccion GABAérgica NAc-VP, dado el hecho que previamente ha sido demostrado que
este paradigma experimental es capaz de activar el NAc [66-68]. Como consecuencia del cambio en la
actividad de la proyeccion GABAérgica NAc-VP, los receptores GABA-A a nivel del VP experimentaron
cambios en su composicion que posiblemente modifican sus propiedades cinéticas y farmacoldgicas. Los
cambios en la funcion del sistema GABA en conjunto debidos a una experiencia ambiental aversiva
parecen estar asociados a un mecanismo de memoria epigenética, que en general describen cambios en la
funcién del sistema mesocorticolimbico y consecuentemente, en un fenotipo tipo-depresivo en un modelo
animal. Por su parte, al afectar la funciéon normal general del sistema NRGI1/ErbB4 en el cerebro de
ratones, o especificamente en interneuronas PV-+/neuronas TH+, nosotros demostramos que la conducta
“normal” resulta afectada, con la aparicién de fenotipos asociados a conductas tipo-esquizoides y a la
funcion general del sistema DA, tales como hiper-reactividad dopaminérgica hipocampal al estrés agudo e

hiper-sensibilidad a sub-dosis de anfetamina (ErbB4-/- y PV-Cre ErbB4floxed). Adicionalmente, al
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suprimir la expresion de ErbB4 en el cerebro en general o en neuronas TH+, nosotros demostramos que la
NRG1 directamente administrada en el CA1 del hipocampo dorsal fue incapaz de incrementar los niveles
extracelulares locales de DA, tal y como ocurrié en los ratones controles y como previamente a sido
reportado para el caso de ratas [154]. Tomando en cuenta los fenotipos tipo-esquizoides encontrados en
los ratones transgénicos empleados, mas la ausencia de respuesta dopaminérgica hipocampal inducida por
la administracion directa de NRG1, nosotros consideramos que el sistema NRG1/ErbB4 afecta la funcién
del sistema DA en general del sistema nervioso central. Dado que la NRG1 y el receptor ErbB4 han sido
asociados a la Esquizofrenia [145, 278], nuestros resultados agregan evidencias experimentales respecto
al rol especifico de este sistema sobre la regulacion de la DA a nivel del sistema mesocorticolimbico, la

cual contribuye con el desarrollo de las manifestaciones psicéticas caracteristicas de este desorden mental.
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