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RESUMEN

El sistema mesocol1icolimbico está constituido por diversas estructuras cerebrales que incluyen el

estriado ventral, la amígdala, la corteza prefrontal, la corteza del cíngulum, el ventro-pálido (VP), el

diencéfalo y el hipocampo. Estas estructuras controlan el procesamiento cognitivo, y regulan conductas

motivacionales y de recompensa. Alteraciones en la función de este sistema pueden desencadenar

desordenes mentales tales como la depresión y la esquizofrenia. En este trabajo hemos estudiado el

impacto del ambiente sobre la función del sistema GABA a nivel del núcleo VP en ratas y su relación con

las conductas tipo-depresivas. Por su parte, para evaluar él impacto del genotipo sobre los desotdenes

mentales, nosotros empleamos tres líneas de ratones transgénicos que presentan déficits en la función del

sistema Neuregulinal (NRG 1) Ysu receptor ErbB4, el cual es un sistema que ha demostrado ser capaz de

incrementar los niveles extracelulares de DA en el CA 1 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 extracelularposterior a

la prueba. Adicionalmente, la prueba de nado forzado resultó en cambios selectivos en la composición del

receptor GABA-A, traducido esto en lID incremento en la expresión de la subunidad delta y una reducción

en la expresión de la subunidad gama2. Microinyecciones de vigabatrina en el VP potenciaron la

manifestación de signos de anhedonia y de baja motivación, 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 híper

reactividad dopaminérgica hipocampal al estrés psicológico. Interesantemente, solo los ratones ErbB4-/- y

ratones transgénicos condicionales tirosina-hidroxilasa+/ErbB4floxed fueron incapaces de incrementar

los niveles extracelulares de DA NRG l-dependiente a nivel del hipocampo dorsal. Esto sugiere que el

receptor ErbB4 expresado en neutúnas 111<)fioan1Ínergicas (tirosina-hidroxilasa+) es responsable de regular

la liberación de DA NRGI-dependiente a nivel del hipocampo, mientras que el receptor ErbB4 expresado

a nivel de interneuronas hipocampales parvalbumina+ regulan la función dopaminérgica

mesocorticolimbica en general, desencadenando fenotipos tipo-esquizoides en ratones. En general,

nosotros demostramos que factores extrínsecos e intrínsecos pueden afectar de manera genérica la

homeostasis del sistema mesocorticolímbico, desencadenando conductas anormales y comunes que han

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

Palabras Claves: GABA, dopamina, depresión, esquizofrenia, mesocorticolímbico, psiquiatría
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ABSTRAer

The mesocorticúlimbic system is constituted by several brain structures such as ventral striatum,

amygdala, prefrontal eortex, eingulated eortex, ventral pallidum (VP), dieneephalon and nippocampus.

These brain areas control cognitive processing, and regulate motivational behaviors and reward. Changes

in the o\ieraH funelion of this system can triggers mental disorders, such as behavioral depressiofl and

senizophrenia. We studied the environmental impaet on the VP-GABA funetion in rats and its

relationship with depressive-like behaviors. Furthennore, in order to study the genetic impact on mental

disorders, we I1sed three different transgenic mice lines that exhibit deficits in Neuregulirll (NRGI) and

its ErbB4 receptor expression; which is a system that previously has demonstrated to enhance

extraceHular DA levels in the dorsal hippocampus, and be associated to schizophrenia. We found that the

foreed swim test in rats acutely enhanced extracel1ular VP-GABA levels and increased basal GASA tone

post-test. In addition, the forced swim test triggcred selective expression changes in the GABA-A subunit

composition by increasing delta subunit and decreasing gamma2 subunit expression levels. Vigabatrin

microinjeetions in the VP enhanced anhedonic and motivational behaviors seen in rats, tested by the

sucrose preference and the forced swim tests, respectively. Mice totalIy devoid of ErbB4 (ErbB4-1-) or

harboring a target deletion of ErbB4 in a subset of parvalbumin-expression GABAergie interneurons

(PV+), exhibited sehizophrenia-like phenotypes related to the DA funetion in the hippoeampus and the

brain overall, such as hyper-sensitivity to sub-doses of amphetamine or hyper-reactivity to acute

psychological stress. Interestingly, acute NRGl administration by reverse microdialysis failed to enhance

extraceHular DA levels in the dorsal hippoeampus, relative to wild-type controls, only in eases where

ErbB4 was totally knoeked-out (ErbB4-1-) or targeted eonditionally in tyrosine-expressing neurons

(TH+), but was stiH active in mice where receptor was ablated in PV+ neurons. In general, we

demonstrated that extrinsic and intrinsic factúrs can generically Mfeet the mesoeortieolimbic homeostasis,

dismpting 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 "emoción" tal y COlno fue definido por Papez (1937) implica dos condiciones: la

manera de actuar y la manera de sentir. La primera es designada como una expresión emocional y la

segunda como una experiencia emocional o sentimiento subjetivo [l]. Un desbalance en la función

cerebral que afecta el comportamiento emocional "normal" en los humanos se considera como un

"Desorden Mentar' [2]. Por su parte, un desorden mental es arbitrariamente clasificado como un

conjunto de conductas sintomáticas anormales relacionadas entre sí [2, 3]; con lo cual, los desordenes

alimentarios, autismo, trastornos bipolares, enfetmedad de Alzheimer, eflfeliYledad de Parkinsoll,

desordenes de ansiedad, depresión mayor y esquizofrenia, por solo mencionar alguno de eHos, son todos

ellos clasificados en general por el conjunto de síntomas específicos que en cada caso se expresa [2].

Sin embargo, un desorden mental constituye más que una simple colección de síntomas de

conductas anormales. Este también implica un componente neurobiológico y/o ambiental que

eventualmente puede desencadenar conductas anormales [3]. En este contexto, cambios en los factores

intrínSecos (nelIrobiológicos, genéticos) y/o extrínsecos (epigenético, ambiental), y la manera como ellos

se relacionan entre sí pueden conducir a cambios en la homeostasis normal cerebral, que eventualmente

podría desencadenar un proceso psiquiátrico [4]. El conocimiento de estos factores es crítico para así

comprender de mejor manera la etiología de los desordenes mentales y consecuentemente, ser capaces de

desarrollar nuevos y mejores tratamientos psiquiátricos que deberían de re-establecer la homeostasis

cerebral "normal" del paciente.

El método de clasificación actual para los desordenes mentales ha sido útil para diagnosticar

personas con desordenes psiquiátricos; sin embargo, el mismo no necesariamente describe desordenes

homogéneos. Por el contrario, el método actual refleja rutas finales comunes debidas a diferentes procesos

pato-fisiológicos que involucran aspectos neurobiológicos y ambientales (2, 3]. De hecho, una de la

mayores reservas respecto al método actual de clasificación es que el mismo adolece de un buen consenso

respecto a los criterios neurobiológicos que deben acompañar [as manifestaciones conductuales

expresadas en los pacientes [4].

Papez en 1937 propilso que la expresión emocional es controlada por diversas estructuras

neurales interconectadas conocidas genéricamente como el sistema límbico (1]. Sin embargo, la manera

específica como estas estructuras claves están neuroanatómica y neurobiológicamente relacionadas entre

sí y con el testo del sistema netvioso centtal y periférico eS aun objeto de estudio. Es critico conocer

como diferentes componentes neuroanatómicos reguladores de la emoción funcionan entre sí y con su

entorno (ambiente), a manera tal de obtener una profunda comprensión de la etiología de las emociones, y

consecuentemente, de los desordenes mentales.
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En mi disertación doctoral propongo describir el impacto de factores ambientaies

(extrínsecos/epigenéticos) y genéticos (intrínsecos) sobre dos sistemas neurotransmisores altamente

relacionados a conductas de motivación, recompensa y psicóticas, como lo son el sistema GABAérgico y

dopaminérgico a nivel mesocorticoiimbico [3]. Como modelo de eSludio para evaluar el rol de faclores

extrínsecos sobre la emoción, atención particular será dada al sistema GABA (ácido y-amino butírico) en

el VP sobre las conductas hedónicas y de motivación. Por otra parte, para analizar el impacto de factores

intrínsecos (genéticos) sobre la génesis de trastornos mentales, se dará atención al sistema Neuregulina1~

ErbB4 en el sistema CAl-dorso-hipocampal y su relación con conductas psicóticas.

2. MARCO TEORíCO

Hace más de cincuenta años, Olds y Mílner demostraron que ratas con electrodos implautados eU

el núcleo accumbens (NAc) y el área ventro-tegmental (AVT) eran capaces de realizar tareas específicas

con el fin de obtener estímulos eléctricos en estas áreas cerebrales (5, 6]. Posteriormente se demostró que

la estimulación eléctrica de estas áreas del cerebro se debía en buena medida a la activación del sistema

dopaminérgico en lo que es conocido como el sistema mesocorticolímbico (,oevisado en [7]). El sistema

mesocorticolímbico lo constituye un conjunto de estructuras cerebrales relacionadas directa e

indirectamente entre ellas desde una perspectiva anatomo-funcional, entre las que se puede mencionar al

AVT, la corteza prefrontal (CPF), hipocampo, amígdala, NAc y VP (ver Figura ]) (8]. Actualmente, este

sistema es considerado como un componente principal para los circuitos mesolímbico y mesocortical en

el control ueural para las conductas de recompensa, motivación y aversión; ásí como también en la palú~

fisiología de trastornos emocionales y psiquiátricos tales como drogadicción, desordenes de atención e

hiperactividad, depresión mayor, y esquizofrenia (8].

Actualmente es aun relativamente bien aceptado que el sistema dopamil1érgico, aunque no eS el

único, tiene un papel importante en el procesamiento neural de las conductas de recompensa, motivación

y aversión en el sistema mesocorticolímbico, tal y como originalmente fue establecido por Yokel y Wise

[9] . En general, las evidencias experimentales sugiereri que la activación del sistema mesocorticolímbico

mediante la exposición 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 sistema DA-mesocorticoHmbico genera un déficit en la adquisición de conductas de recompensa que

puede inclusive desencadenar en conductas anhedónicas y de desmotivación (8].
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Tomado y modificado de Wise, 2002

Figura 1: Sistema Mesocorticolímbico en el cerebro de roedores. Los cuerpos celulares de las neuronas

dopaminérgicas (amarillo) se localizan en el área ventro-tegmental (VTA) y sustancia nigra (SN) y proyectan

principalmente hacia el hipocampo (Hpp), corteza prefrontal media (mPFC) y el shell del núcleo accumbens (NAS).

Por su parte las proyecciones glutamatérgicas aparecen indicadas en azul y proyectan desde la mPFC hacia el

NAS, SNIVTA y el núcleo tegmental pedúnculo-pontino (PPTg). En color rojo están representadas las proyecciones

de tipo GABAérgicas. Se indican tres importantes núcleos (NAS, pálido ventral (VP) y SNIVTA) en los cuales

existen cuerpos celulares para este sistema inhibitorio. Finalmente en verde se representa una proyección

colinérgica la cual proyecta desde el PPTg hasta el SNIVTA.

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

topográficamente bien organizados y caracterizados histológicamente que se originan de diferentes zonas
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cerebrales [10]. En este orden de ideas, seis proyecciones DA principales se han descrito dentro del

sistema nervioso central las cuales están resumidos en la Tabla J; sin embargo, el sistema DA

mesocorticolímbico que estamos considerando lo constituyen principalmente células procedentes

del AVT (A10) [11, 12].

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

System

Midbrain efferent

Tubero-infundibular

Diencephalospinal

Incerto-hypothalamic

Periventricular

Olfactory bulb

Retinal

Origin

Retrorubral area (A8)

Substantia nigra (A 9) 1

Ventral tegrnental area
(A 10)2

Areuate and periventric<l
lar hypothalamie nudei
(A 12, A 14)

Dorsal and posterior hy
pothalamus (A 11)

Zona incerta, posterior
hypothalamus (A 11,
A 13)

Meseneephalic and dien
eephalic periaqueductal
and periventricular gray
(A 11, A 14)

Periglomerular cells
(A 16)

Iuner nuclear layer (A 17)

Targets

Caudate nucleus, nucleus
accumbens

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

Caudare nucleus, puta
men, nucleus aecumbens,
olfaetory bulb, cerebral
cortex (see text) , hippo
campus, amygdala, lat.eral
habenular nucleus, locus
coeruleus

Median eminence, inter
mediate and posterior 10
bes of the pituitary

Intermedio-lateral cell col
llmns of spinal cord

Hypothalamus, lateral
septum

Periaqueductal and peri
ventricular gray, thalamus,
hypothalamus

Olfaetory glomeruli

Tuner and ourer plexiform
layers

1 Main subset is the nigro-striatal pathway.
2 Main subsets are the mesencephalo-limbie and rneseneephalo-cortieal pathways.
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Como evidencias experimentales que apoyan la importancia de la proyección DA-AVT en el

control de la emoción, lesiones en el AVT de roedores que generan un daño específico en células DA han

demostrado producir alteraciones conductuales taies como (i) incremento en ia actividad iocomotora e

hipo-exploración (11), Oi) déficit en discriminación espacial y alternación [13], (jii) extinción de

conductas de recompensa críticas para la supervivencia de la especie (ej. social, maternal, recolección de

alimentos, impulso sexual) [14, 15J; Y (iv) déficits en conductas de aprendizaje, cognición, y en auto

administración de drogas psico-estimulantes [13].

Si bien es relativamente claro el rol del sistema DA-mesocorticoHmbico sobre el control de las

conductas de recompensa y en general en el control de las emociones, sería demasiado simplista

considerar que únicamente el sistema DA participa en tan importante circuito emocionaL En este sentido,

un número extenso de trabajos han demostrado bajo diversos paradigmas experimentales que el sistema

colinérgico, opiáceo, glutamatérgico y GABAérgico participan de manera significativa en la regulación

de la propia actividad del sistema DA mesocorticolímbico, así como también en la moduiación del

funcionamiento del sistema en general (16].

Está relativamente bien establecido que las neuronas dopaminérgicas en el AVT pueden ser

directamente reguladas por la acción de receptores colinérgicos nicotínicos y muscarínicos [17-19]. En

este sentido, la administración directa en el AVT de drogas agonistas para estos receptores son capaces de

activar conductas hedónicas y de recompensa en ratas [17, 20]. Por su parte, el sistema opiáceo t(¡erce su

mayor impacto sobre las conductas de recompensa a través de los receptores mi ÜL) y delta (S), los cuales

al ser estimulados promueven la actividad DA mesocorticolímbica [21-23]. A diferencia del sistema

colinérgico, en este caso se presume que el mecanismo de acción de los ji involucra la inhibición de las

células GABA, las cuales normalmente ejercen un efecto inhibitorio tónico sobre [as células

dopaminérgicas a nivel del AVT [24]. Al bloquear la inhibición tónica que las células GABAérgicas

t(jercen sobre las dopaminérgicas, están incrementan su actividad basal, promoviendo conductas

hedónicas y de recompensa.

Considerarldo el mecanismo de acción del sistema opiáceo sobre las conductas de recompensa, no

es extraño que posteriormente haya sido demostrado que agentes GABAérgicos por si mismos sean

capaces también de generar conductas de auto-administración en el AVT [25-27J. Sin embargo, el

mecanismo especifico por el cual el sistema GABA modula la actividad DA a nivel del AVT 110 está

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 [291.
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Finalmente, proyecciones polisinápticas glutamatérgicas de la ePF al AVT también modulan las

conductas dc 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-estimulación eléctrica en

la epI' promueven un incremento en la liberación de glutamato en el AVT de ratas, mientras que el

empleo de antagonistas para receptores ionotrópicos glutamatérgicos directamente en el AVT suprime

dichas conductas [31 J.

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 (A 10) localizadas en el AVT que proyectan a regiones tales como el NAc, CPF e

hipocampo (ver Figura J) [32-35]. Por su parte, proyecciones colinérgicas procedentes del tallo cerebral,

glutamatérgicas de la CPF y GABAérgicas del NAc y VP parecen constituirlos principales reguladores

endógenos de la actividad DA a nivel del AVT, que a su par regula los efectos de recompensa por la

comida, agua, interacción sexual, motivación, 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 butírico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio de la actividad en

neuronas maduras. Su receptor está ampliamente distribuido en el sistema nervioso central y se puede

clasificar farmacológica y funcionalmente en dos clases: ionotrópicos rápidos GABA-A/GABA-C y

metabotrópicos 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 año 1950 [38J. El GABA es sintetizado por la descarboxilación del g!utamato mediante la

enzima glutamato decarboxílasa (GAD), la cual puede existir en dos isoformas: GAD65 y GAD67.

Ambas isoformas difieren entre sí en su peso molecular (65 vs. 67 KDa), sus propiedades catalíticas y

cinéticas para la síntesis de GABA, así como también en su ubicación subcelular (39J. La síntesis de

GABA mediada por GAD ocurre en el citosol, para luego ser transportado al interior de las vesículas

sinápticas por la acción del transportador vesicular vGAT. Finalmente, luego de la llegada del potencial

de acción al terminal sináptico, el GABA vesicular es liberado al espacio sináptico en un proceso

dependiente de Ca2
+. En muchas neuronas GABAérgicas, la homeostasis de los niveles de Ca2

+

intracelular a nivel del terminal sináptico es un proceso crítico que ocurre en buena medida por la

presencia de una proteína conocida como "Parvalbumina" (PV), cuya función se cree es enlazar Ca2
+
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residual que pueda quedar luego de concluido un tren de potenciales de acción. Por su parte, la

degradación de GABA requiere la acción de una GABA transaminasa (GABA-T) que convierte al GABA

en succinato semi-aldehído, que posteriormente puede ser oxidado a succinato para incorporarse al ciclo

de Krebs (40).

El receptor GABA-A fue originalmente identificado tl:mnacológicamente debido a que el mismo

era fácilmente activado por la acción de GABA y del agonista selectivo muscimol, bloqueado por

bicuculina y picrotoxina, y modulado por benzodiacepinas y barbitúricos [37]. Posteriormente se

demostró que un segundo tipo de receptor DABA era insensible al muscimol y la bicuculina pero

estimulado por el baclofen, por lo cual se le denominó 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-aminocrotónico), por lo cual los mismos fueron denominados como

GABA-C [37]. Originalmente se creía que los receptores GABA-C eran una clase especial de receptores

ionotrópicos GABA los cuales eran expresados exclusivamente en la retina y diversos tt:iidos periféricos

pero que estaban ausentes en el sistema nervioso central, así como también que eran exclusivamente

constituidos por subunidades p las cuales no se encontraban en los receptores GABA-A [41 J. Sin

embargo, con el refinamiento de las técnicas en biología molecular e histología se ha demostrado que

receptores ionotrópicos 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 clasificación

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 será empleado en 10 sucesivo en este trabajo y

consecuentemente GABA-A y/o GABA-B serán usados exclusivamente para referirse a la forma

inotrópica y metabotrópica respectivamente.

Desde una perspectiva funcional, los receptores GABA-A se consideran ionotrópicos debido a

que se los mismos son canales iónicos hetero-pentaméricos que permiten el paso de aniones cloro (Cn y

bicarbonato a través de la membrana celular. Debido a que en el adulto la proporción de aniones cr es

mayor en el espacio intersticial que en el intracelular, cuando estos canales se activan permiten el flujo de

cr al espacio intracelular, híper-polarizando el potencial de membrana celular y consecuentemente

reduciendo la excitabilidad neuronal (ver Figura 2A) [37]. Se han clonado 19 genes para el receptor

GABA-A, los cuales han sido clasificados de acuerdo al grado de homología de su secuencia

aminoacídica (Figura 2B). En base a esto se han clasificado 8 tipos de subunidades que son a, ~, y, O, E, 1[,

e y p [37]. Dentro de estas subunidades, la a exhibe seis isoformas (al-a6), mientras que la ~, y y p

exhiben respectivamente tres cada una (~1-P3, yJ-y3, YpJ-p3). Por otra parte, ciertas subunidades pueden

además presentar diversas formas de splicing siendo la más 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 número

de subunidades para el mismo, no es extraño encontrar que este receptor sea altamente heterogéneo tanto

farmacológica como electrofisiológicamente dentro del sistema nervioso central [37].
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Tomado y modificado de Be/elliy Lanbert, 2005y O/sen, 2008

Figura 2: (A) 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 homología de su secuencia

aminoacídica.

Los receptores GABA-B pertenecen al grupo de receptores que están asociados a nivel

intracelular a proteínas G, por lo cual los mismos se consideran metabotrópicos [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-B l Y GABA-B2 [42-46]. Se sabe que la

subunidad GABA-B2 es el componente esencial que asocia en su dominio intracelular con la proteína G,
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mientras que la subunidad GABA-Bl es necesaria para la activación ligando-dependiente [47-50]. De esta

manera se cree que el mecanismo de activación del receptor GABA-B consiste en que una vez que el

neurotransmisor GABA se une a la subunidad GABA-B 1 en la superficie celular, un cambio

conformacional de esta promueve la heterodimerizacion GABA-Bl/B2, que a su vez permite que

GABA"B2 active la cascada de señalización intracelular dependiente de proteína 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-BI (la, lb, lc, Id, le, lf, 19)

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-BI debería ofrecer

diferencias en las propiedades farmacológicas y en la capacidad de enlazar GABA a esta, aun no está

claro como sucede esto de manera específica [36]. Los mecanismos efectores asociados con los receptores

GABA-S son el sistema adenilato ciclasa, y canales iónicos para calcio (Ca2+) y potasio (K) [36]. Estos

receptores median la activación de estos mecanismos efectores mediante la activación de proteínas G

G¡r/Goa, en particular Gi2a [58, 59]. En este sentido, posterior a la activación de la cascada de señalización

intracelular dependiente de proteína G se promueve la producción de AMPc mediante la activación de

una adenilato ciclasa a nivel intracelular. Finalmente y dependiendo de la localización especifica del

receptor y de la región en particular en el sistema nervioso central, una reducción en la conductancia para

Ca2+o un incremento para la conductancia a K+ ocurre en la membrana neuronal [36].

No aclj\iit~¡;

doe.s no! bina or
actívate G protel.i"l";

,A,di've; celH,urface e:xpression,
0.)\8/\ and actívates

Tomado y modificado de
Pierce et al., 2002.

Figura 3: El receptor GABA-B es un heterodímero obligado el cual únicamente es funcional cuando las

subunidades GABA-Bl y GABA-B2 se ca-expresan en la misma célula. La subunidad GABA-Bl 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-Bl. Sin embargo, cuando ocurre la heterodimerización GABA
Bl/GABA-B2 el receptor activa una cascada de señalización intracelular dependiente de proteína G. Se sabe que la

subunidad GABA-B2 es crítica en este proceso intracelular.
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2.3. Relación entre el Sistema GABA Mesocorticoíímbico y Depresión Mayor

La Depresión Mayor es un desorden emocional que afecta al 3.9 % de la población mundial [60/.

De acuerdo a los criterios de clasificación de DSM-IV, la misma se caracteriza en general por un estado

de desmotivación y b~ja autoestima, desinterés por actividades cotidianas (anhedonia), trastornos del ciclo

sueño-vigilia, baja energía, agitación psicomotora, cambios en el apetito por alimentos y desesperanza

[2l Por su parte, en la búsqueda de posibles sustratos neurales que permitan describir la etiología de la

depresión conductual, diversos estudios en humanos y roedores han demostrado que el AVT, la CPF, el

estriado, la amígdala, el tálamo y el hipocampo (en general, el sistema mesocorticolímbico) están

vinculados con conductas depresivas [61-64]. Adicionalmente, el shell del NAc el cual es una región que

integra proyecciones provenientes de la CPF, el AVT y el hipocampo (ver Figura 1) [65], también ha

demostrado jugar un importante rol en la depresión [66-68]. En este sentido, también se sabe que diversos

sistemas de neurotransmisión tales como el glutamatérgico, colinérgico, adenosinérgico y dopaminérgico

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

Diversos trabajos han sefialado claramente que el NAc se proyecta casi exclusivamente al VP

mediante neuronas espinosas medianas GABAérgicas (Figura 1) [73-75]. En general, se ha demostrado

que el VP es un área cerebral de convergencia de señales de recompensa límbicas así como también

i¡lt~glador de Jivetsus ptucesus cogrlitivüs, af~ctivos y motutes. De este modo, las primeras evidencias

respecto a la función 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 más recientemente, otros describieron

que este sistema también es impOltante en el control de conductas de alirnentación, saciedad, recompensas

y de aversión a nuevos sabores [64, 80-84]. A modo de descripción general, lo que se sugiere es que

experiencias agradables o placenteras (hedónicas) reducen el tono GABAérgico en el VP, mientras que

por el contrario, todas aquellas expetlenéias desagradables () avetsivas inctementan 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 etiología de la

depresión, parece razonable considerar que el sistema GABA en el VP debería también estar asociado a

conductas de desmotivación y depresión; así como también debe servir como una importante "vía final

común" en el procesamiento mesocorticolímbico para conductas emocionales y de recompensa No

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

La DA fue fisiológicamente descrita por primera hace mas de 50 años por el premio nobel Arvid

Carlsson [88]. A diferencia de neurotransmisores tales como el glutamato o el GASA en el sistema

nervioso central, la DA afecta la actividad neuronal de manera relativamente lenta mediante la activación

de dos grupos importante de receptores asociados a proteína G, conocidos como receptores tipo-DI y

tipo-D2, [89).

La síntesis de las catecolaminas y en particular de la DA, se inicia en las neuronas

catecolaminérgicas con la hidroxilación del aminoácido L-tirosina a L-3,4-dihidroxifenilalanina (L

DOPA) por la acción de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH) [90]. Seguidamente, la DA, norepinefrina y

epinefrina se sintetizan secuencialmente mediante una descarboxilación, hidroxilación y metilación para

obtener epinefrina como producto final (ver Figura 4A) [91]. Por su parte, el catabolismo de las

catecolaminas involucra principalmente dos enzimas: la Catecol-O-Metiltransferasa (COMT) estracelular

y la mitocondrial Monoamino Oxidasa (MAO) mitocontrial, las cuales metabolizan la DA a 3-Metoxi

Tiramina (3-MT) y a ácido 3,4-Di-hidroxi-fenilacetico (DOPAC) respectivamente [90]. Finalmente y

dependiendo de la región cerebral en particular, tanto la 3-MT como el DOPAC son metabolizados por la

acción de COMT o MAO para obtener ácido homovanílico (HVA) como producto metabólico final de la

DA, el cual es posteriormente excretado a través de la orina (Figura 4B) [90).

B

OOPMtiNEl'lG1C
NERVE TERM1NAl.

Tomado y modificado de Daubner et 01.,2011 y Honkanen, 1999

Figura 4: (A) Ruta biosintética para las catecolaminas. (B) Metabolismo de la dopamina por la acción de la

monoamino oxidasa (MAO) y la Catecol-O-Metiltrans[erasa (COMT). Acido 3,4-Di-hidroxi-jimilacetico (DOPAC),

3-Metoxi-Tiramina (3-MT), y ácido homovanílico (HVA).

11

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



En lo que respecta a los receptores para DA, tal y como se ha señalado previamente, los mismos

se han separado en dos grupos importantes: receptores tipo-DI y tipo-D2 [89]. Originalmente, esta

clasificación general se basó en el hecho de que ciertos receptores para la DA eran capaces de estimular

la activación de una adenilato ciclasa mientras que otros no lo hacían, 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 tecnologías en ingeniería genética y biología molecular fue posible determinar

que existen más de dos clases de receptores para la DA. De hecho, actualmente se reconoce que existen

cinco subtipos de receptores para la DA denominados respectivamente DI, D2, D3, D4 Y D5, los cuales

difieren estructural, farmacológica y bioquímicamente entre ellos [89]. Sin embargo, aunque es

ampliamente aceptada la previamente mencionada diversidad para los receptores de DA, la clasificación

de los mismos contiima siendo resumida en base al tipo de cascada de seí'íalización celular que los

mismos activan. En este sentido, los receptores DI Y D5, los cuales inducen la producción de AMPc vía

adenilato ciclasa activada mediante una proteína Gas/olf se consideran receptores tipo-D 1, mientras que los

receptores D2, D3 YD4 los cuales inhiben la producción de AMPc al bloquear la adenilato ciclasa vía una

proteína Gai/o 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-DI 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 así 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 Ca2
+ bien sea por cambios en la permeabilidad de este o por inducir la movilización de

depósitos internos, así como también afectando la permeabilidad para iones K+, alterando la actividad

para transportadores de iones Na
l
-, la actividad de la fosfolipasa C (PLC) y afectando las corrientes

dependientes de receptores glutamatérgicos NMDAIAMPA o GABAérgicos GABA-A (ver Figura 5)

[89].

Figura 5: Mecanismos de transducción de

señalización intracelular de receptores

Tipo-Di o Tipo-D2. AC, adenilato ciclasa;

PLC, fó.ifolipasa C.

Tomado y modificado de Missole et al., 1998 12
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2.5. Sistema Neuregulina/ErbB

Las neuregulinas (NRGs) son proteínas de señalización mediadoras de interacciones

intercelulares principalmente en el sistema nervioso central, corazón y glándulas mamarias [93]. Para el

caso particular del sistema nervioso central, se ha demostrado que las NRGs promueven la proliferación,

diferenciación, migración 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 común un motivo de

factor de crecimiento epidérmico (EGF-like) (ver Figura 6), el cual es el responsable principal de la

activación de los mecanismos de señalización intracelular mediados por su correspondiente receptor del

que se discutirá más adelante [94-99]. Se cree que cada una de las isoformas descritas para las NRGs

producen diferentes respuestas biológicas gracias a las diferencias estructurales que ellas exhiben, así

como también por el hecho de que las mismas presentan un patrón de expresión temporal y espacial

diferencial [93].

La utilización de ratones modificados genéticamente en la biología ha sido de gran utilidad para

describir la función de algún gen en particular. Sin embargo, esta estrategia ha sido difícil del emplear

para el caso de la NRG-J, debido al hecho de que la carencia de la misma conduce a la muerte temprana

de los embriones al decimo día de gestación (E JO) debido a un deficiente desarrollo del tejido cardiaco

[100], impidiendo consecuentemente estudiar el impacto de la supresión de este gen en posteriores etapas

del desarrollo embrionario e inclusive durante la adultez. Sin embargo, mediante el empleo de diferentes

estrategias las cuales afectan la señalización de la NRG-I ha sido posible describir de manera

relativamente clara que la NRG-J es importante en la regulación de la proliferación de neuroepitelios,

diferenciación de neuronas ganglionares de la retina, desarrollo de neuronas ganglionares de la médula y

cerebelo, migración de neuronas del cerebelo y cerebro, y la expresión y función de canales ligando y

voltaje dependientes en neuronas centrales [101].

L~•.••...•..._J L_._ .. ..~J
Type li Type 111

..... Protease cleavage

fL.J Cysle'ne·¡ich EGF·like

;:: (ilycosylation sl¡es [§;§j EGF·"J¡1
L
,·, . ~ '·k.) tgl..?-ll-e

K.ringle

sido descritas en los vertebrados. En

general, las NRGs difieren entre sí por

presentar diferentes dominios

extracelulares; sin embargo, es importante

hacer notar que todas ellas contienen un

dominio EGF-like responsable de la

activación de los mecanismos de

señalización intracelular mediados por su

receptor ErbB.

Figura 6: Cuatro neuregulinas (NRG) han
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Por otr'd parte, los receptores para las NRGs son genéricamente conocidos como ErbB o HER.

Estos constituy~n una familia d~ cuatro proteínas (ErbBl-4) asociad<ls en su dominio intracelular a

tirosina kinasa (TK), que comparten entre eUas elementos básicos estructurales [102]. Sc sabe que los

receptores ErbB son mediadores impOltantes de la regulación del desarrollo del tejido cardiaco y

nervioso, ¡lS' como también ha sido definido su rol en la tumorogénesis [103-105], Por su parte, los

receptores ErbB (a excepción de ErbB2) son ligandos selectivos para diversos factores de crecimiento

EGF-like, tales como el factor de crecimiento epidénnico, el factor de crecimiento transformador a,

amfiregulina, factor de crecimiento heparina enlazante, betacehllina, epiregulina y NRGs (ver Figura 7A)

[106]. Es importante hacer mención 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 fosforilación de residuos tirosina así como también median la asociación de proteínas

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-dimerización entre los

diferentes miembros de la familia de receptores ErbB lo cual conduce a una completa activación dd

mismo (ver Figura 7B) (102]. Mediante este mecanismo de dimerización de los receptores ErbB se

promueve un mecanismo de fosforilacián cruzada de los residuos tirosina a nivel intracelular, para

finalmente desencadenar las mtas efectoras intracelullLt"es que median respuestas biológicas específicas

dependiendo de los receptores involucrados en el proceso de dimerizacián [106]. La hetero-dimerización

también juega un rol importante en la biologia del receptor ErbB4, dado el hecho que es frecuente

encontrar la formación de complejos con ErbB2, IQ cual incrementa el espectro de señales intracelulares

que este activa [106].

2.6. Relación entre el sistema NeureguUnBI-ErbB4 y la Dopamina CAl-dorso-bipocampal con

Desordene.<;; Esquizoides

Los desordenes esquizoides se caracterizan por tres clases de síntomas conductuales: positivos,

negativos y cognitivos [2]. En este sentido, los síntomas positivos incluyen alucinaciones, delirios y

pensamientos desorganizados, mientras que los negativos consisten en anhedonia y disociación social

[107]. Finalmente, los síntomas cognitivos se caracterizan por déficits de atención y de memoria para

ejecución de tareas [108]. En general lo que se propone es que los síntomas previamente mencionados

están asociados con una actividad aberrante de diversos sistemas neurotransmisores en diferentes aéreas

cerebrales, entre las cuajes el sistema mesocorticolímbico y el dopaminérgico muestran estar altamente

des-regulados en la Esquizofrenia [109].
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A F:GF
L1GAND AR.

l'GFa

BTC
HB-ECF

F:f'R

B

ErbB
RECEPTOR

RGF
8TC

NRG-I

Tomado y modificado de
Olayioye et al., 2000

Figura 7: (A) Especificidades de los receptores ErbBpor diferentes ligandos. BTC, betacelulina; TGFa,factor de

crecimiento transformador a; AR, anfiregulina; EPR, epiregulina; HB-EGF, EGF-like heparina enlazante, NRG,

neuregulinas. (B)Aunque no se conoce ningún ligando para el receptor ErbB2, el mismo es el receptor más

comúnmente encontrado que dimeriza con las otras formas de receptores ErbB. El homodímero ErbB3no genera

señalización intracelular por lo cual es mismo está marcado con una "X". Por su parte, el heterodímero mas

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

Clásicamente la etiología de la Esquizofrenia ha sido explicada por la "Hipótesis Dopaminérgica"

[110, 111] , la cual se basa en el hecho de que la administración de drogas que aumentan la transmisión

dopaminérgica en el cerebro pueden iniciar síntomas psicóticos positivos en pacientes normales o

exacerbarlos en pacientes esquizofrénicos mientras que la mayoría de las drogas anti-psicóticas usadas

actualmente en el tratamiento de este desorden actúan 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 síntomas positivos psicóticos de estos cuando normalmente no se produce
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ningún síntuma psiquiátrico en pacientes nunllales [114-116]. En contrapusición a lu anteriur, utros

reportes han indicado que una hipofunción dopaminergica de la CPF es característica en pacientes

esquizofrénicos [117, 118J. La CPF ha demostrado ser un área cerebral importante para el establecimiento

de la memoria para la ejecución lógica de tareas y en general en el correcto procesamiento cognitivo

(119]; por lo cual, la condición de "hipo-,frontalidad" característica de pacientes esquizofrénicos ha

permitido explicar en buena medida los déficits cognitivos característicos expresados en la enfermedad

[120~123].

La medicación antipsicótica clásica para la Esquizofrenia (entiéndase antagonistas para receptores

tipo-D2) ha sido efectiva en minimizar los síntomas positivos de la enfermedad, mas sin embargo esta ha

mostrado ser inefectlva e inclusive contraproducente para corregir los síntomas negativos o cognitivos.

Las razones de esta afirma¡;:ión son fá¡;:itmente entendidas si ¡;:onsideramos los argumentos previamente

citados. Dicho de otra manera, los antipsicóticos anti tipo-D2 en pacientes esquizofrénicos actúan

exclusivamente en la correcci6n 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 psicóticos anti tipo-D2 agravan esta condición neuroquímica, empeorando la sintomatología

[124].

Si bien la "Hipótesis Dopaminérgica" para la Esquizofrenia fue originalmente aceptada como el

componente neurobiológico 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 regulación de patrones sincronizados

uscilatorios de la actividad neural cerebral (revisado en [130]). Estos patrones sincronizados osciiatorios

se sabe son importantes para facilitar el procesamiento y el flujo de información entre diferentes áreas

cerebrales y posiblemente, son esenciales para la función cognitiva normal, la cual está alterada en los

pacientes esquizofrénicos [DI]. De hecho, diversos reportes han indicado que un tipo actividad

oscilatoria sincronizada eIectroencefalográfica en particular (30-80 Hz), conocida como oscilaciones 'Y

(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 la corteza y el

hipocampo, las cuales requieren de interacciones excitatorias e inhibitorias recurrentes [lJO]. Diversos

estudios apoyan la hipótesis de que intemeuronas bi-estratificadas GABAérgicas y positivas para PV son

importantes en la generación de las oscilaciones y en el hipocampo y la corteza [DO]. De hecho se cree

que la regulación de la actividad de estas intemeuronas GABA-PV+ depende de la activación de

receptores AMPA y NMDA localizados en esta población intemeuronal en el hipocampo, y la ablación

selectiva de estos receptores reduce el poder de estas oscilaciones sincrónicas en esta área cerebral r128,

16

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



129]. AdicionalmtJnte, un rtJporte reciente también ha demostrado de manera inttJresante que el 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 CAl del

hipocampo se incrementa el poder de las oscilaciones y mientras que su bloqueo las reduce. De esta

manera, si bien otros sistemas de neurotransmisión tales como el glutamatérgico, colinérgico y

GABAérgico han comenzado a modernizar el paradigma clásico del origen de la Esquizofrenia, la DA

aun sigue manteniendo vigencia dentro del contexto de la etiología para este desorden psiquiátrico.

Actualmente se sugiere que existen ciertos factores ambientales que durante etapas del desarrollo

embriónico o a temprana edad pueden predisponer al desarrollo de la Esquizofrenia durante la adultez

[134-140); sin embargo, se sabe que para dio también eS necesario que el individuo lleve consigo una

carga especifica de variantes genéticas que incrementen la susceptibilidad de desarrollar este desorden

psiquiátrico [141]. En este sentido, polimorfismos en nucleótidos específicos dentro de haplotipos para el

gen de la Neuregulina~1 (NRG1) Ysu receptor ErbB4 han demostrado estar asociados a un incremento en

la susceptibilidad para desarrollar Esquizofrenia en diferentes poblaciones en Islandia, Escocia, China y

Costa Rica [142-153].

El sistema NRG I-ErbB4 puede afectar la plasticidad hipocampal al revtlrtir la inducción del LTP,

así como también incrementar el poder de las oscilaciones gama (y), mediante la activación 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 administración aguda y local de NROI en el

hipocampo dorsal de ratas es capaz de incrementar los niveles extracelulares de DA dorso-hipocampales

[154], dándose un importante avance en el entendimiento de la relación directa existente entre el sistema

NRG l-ErbB4, sistema DA y Esquizofrenia.

En el hipocampo dorsal de roedores, la expresión de ErbB4 está restringida a una población

particular de interneuronas positivas para colecistokinina (CCK), oxido nítrico sintasa (NOs),

somatostatina y para PV, las cuales se localizan en estratos celulares bien definidos dentro de esta región

cerebral [155, 156]. A pesar de las evidencias anteriormente señaladas, aun no está claro el mecanismo

específico por el cual la activación 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

(knuc:k-ín), o elimina (knoc:k-oul) la expresión de un gen particular ha resultado ser una herramienta

poderosa para determinar la función de un gen en particular en un contexto biológico. En este mismo

sentido, diversos laboratorios han desarrollado diversas líneas de ratones modificados genéticamente que

presentan défiCits en la expresión de la NRG 1 o del receptor ErbB4, a modo tal de generar cambios en la

17

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



función del sistema NRG I-BrbB4 en modelos animales que permitan en primer lugar, reproducir alguno

de los síntomas reportados para la Esquizofrenia en humanos, y en segundo lugar, explorar en mayor

profundidad las bases neurobiológicas que desencadenan en estas conductas. Sin embargo y como ya se

ha mencionado con anterioridad, dado que el sistema NRG I-ErbB4 ha demostrado ser esencial durante

etapas tempranas del desarroUo embrionario [100, 157]; diversos laboratorios han procedido a desarrollar

ratones viables que expresan en menor grado NRGlaque contienen mutaciones que afectan dominios

especíticos de la propia NRG1 Sin embargo, los resultados obtenidos por esta vía han sido complicados

de interpretar (discutido por [101]). Una segunda estrategia para estudiar el rol neurobiológico del

receptor ErbB4 en ratones ha consistido en emplear ratones ErbB4 -/- descritos originalmente por

Gassman et al., 1995 [100], y rescatarlos de la letalidad embriónica debida al ineficiente desarrollo del

miocardio mediante la sobre-expresión transgénica del receptor ErbB4 a nivel cardiaco ErbB4MHC-ErbB4

[158]. Finalmente, una tercera estrategia para estudiar de manera específica 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 retinada para desarroUar ratones knock

out clásicos y condicionales.

De manera breve, el sistema Cre~lox lo constituyen dos componentes: (a) una Cre recombinasa

que cataliza la recombinación entre dos sitios 10x:P; y (b) los sitios 10xP, los cuales son regiones de 34

pares de bases con una región central conservada de 8 pares de bases específica que es donde se lleva a

cabo el proceso de recombinación (ver Figura 8A). Aunque existen diversas estrategias para introducir los

genes Cre y 10xP en el genoma del ratón de manera separada, estos generalmente se hacen a modo tal de

garantizar la eliminación de un segmento del mismo, lo cual implica que los genes 10xP deben flanquear

la porción del genoma que se desea elimihar (Figura 8B) [159]. De esta manera, ratones que expresan Cre

bajo el control del promotor para PV [160] o TH [161], han sido cmzados oon ratones que tienen el exón

2 del gen de ErbB4 flanqueado por dos sitios loxP (floxed). De esta manera, es posible obtener ratones

PV-Cre ErbB4floxed o TH~Cre ErbB4floxed que no expresan ErbB4 exclusivamente en jntemeuronas

positivas para PV o en neuronas TH+ respectivamente.

Para determinar de qué manera específica la des-regulación del sistema NRG1~ErbB4 puede

reproducir alguno de los síntomas reportados para los desordenes esquizoides en humanos, el laboratorio

del Dr. Buonanno ha comenzado a emplear ratones ErbB4MHC-ErbB4 y PV-Cre ErbB4floxed [162J. De esta

manera, se ha demostrado que ratones ErbB4-/- exhiben déficits sensorimotores ante estímulos audibles,

son hiperactivós y de bajo índice de ansiedad basal respecto a sus controles (ratones consanguíneos y con

el mismo perfil genético aunque en este caso expresan ErbB4). Por su parte, aunque los ratones PV-Cre

ErbB4floxed no presentan todas las alteraciones conductuales exhibidas por los ratones ErbB4-/-, estos

también presentan déficits sensorimotores ante estímulos audibles e hiperlocomoción. Diterencias en la
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manera como el sistema NRGl~ErbB4 actúa sobre las diferentes poblaciones celulares que expresan

ErbB4 en el hipocampo dorsal, así como también en diferentes regiones cerebrales asociadas al sistema

mesocorticolímbico tales como la CPF, NAc, VP, amígdala y AVT podrían explicar las diferencias

conductuales tipo-esquizoides reportadas para las diferentes líneas de ratones transgénicos previamente

mencionados, aunque esta hipótesis aun no ha sido explorada.

A

Figura 8: (A) la secuencia loxP está constituida

por 34 pares de bases. Una región central de 8

pares de bases es el blanco para la recombinasa

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

secuencias loxP, se garantiza la completa

eliminación del mismo cuando también se

expresa la recombinasa Cre en el mismo ratón.

B
Deletion

Tomado y modificado dé http://crejax.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 están 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 expresión de ErbB4 en interneuronas PV+

reproducen algunos de los síntomas característicos 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 activación del sistema NRG l-ErbB4

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

explorado Jo aquí indicado.

Los ratones knock-out defectuosos para la expresión de ErbB4 en interneuronas PV+ se sabe

reproducen algunos, pero no todos los fenotipos conductuales expresados en ratones ErbB4-/- [162]. Esto

sugiere que la acción deletérea de la supresión en la expresión de ErbB4 exdusivamente en interneuronas

PV+ no afecta de manera general la regulación 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 regulación de estas otras conductas no expresadas en los

ratones PV-Cre ErbB4jloxed. Aunque actualmente 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 naturaleza dopaminérgica de las mismas [167-1691. De

esta manera, en los ratones TH-Cre ErbB4 floxed se debería desencadenar una regulación anormal del

sistema DA en el sistema mesocorticolímbico, lo cual conduce a fenotipos conductuales tipo esquizoide

tal y como otros autores han predicho [109].

3,1, Hipótesis A~ Relación del sistema GABAérgico ventro-palidal con conductas de Depresión,

La activación del sistema GABAérgico en el VP está asociada a la depresión conductual. Este

cambio a su vez. desencadena en cambios en la expresión 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. Hipótesis B: Mecanismo del sistema Neuregulinal/ErbB4 para inducir activación del

sistema dopaminérgico en el hipocampo dorsal y su relación con conductas psicóticas.

El incremento de DA en el CA1 del hipocampo dorsal dependiente de la activación del sistema

NRG l-ErbB4, ocurre debido a la inhibición de la actividad tónica de intemeuronas que co-expresan PV y

ErbB4 cuando la NRG 1 es aplicada de manera aguda, lo cual a su vez permite a los terminales DA

presentes en esta área ~rebnd liberar más DA de manera temporal. Este fenómeno es suprimido en

ratones genéticamente modificados que no expresan ErbB4 en interneuronas PV+, así como también los

mismos exhiben conductas tipo-esquizoides. Por su parte, ratones modificados genéticamente que
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suprimen la expresión de ErhB4 en células TH+ responden de manera similar que ratones controles

cuando un pulso de NRGI es aplicado en el CAl, aunque expresan algunos fenotipos conductuaIes tipo

esquizoides.

4. OBJETIVOS

4.1. Ob.jetivos Generales: Hipótesis A

a) Monitorear los niveles extracelulares de GABA en el VP de roedores antes, durante y después de

un status de depresión conductual, usando para ello microdiálisis in vivo en animales despiertos y

con libre movilidad.

b) Evaluar de qué manera microinyecciones directas en el VP de drogas que incrementan o reducen

la actividad del sistema GABAérgico afecta diversas conductas de motivación, utilizando para

ello diversos modelos conductuales.

e) Determinar si los posibles cambios en la transmisión de GABA a nivel del VP durante un status

de depresión conductual puede modificar el patrón de expresión del receptor ionotrópico GABA

A, con lo cual se podria sugerir un mecanismo epigenético para el establecimiento de

mecanismos conductuales anhedónicos generalizados en el roedor. Para ello, experimentos para

evaluar cambios en la expresión relativa de mARNs y proteínas para 19 subunidades del receptor

GABA-A en el VP {al-a6, (31-(33, yl-y3, 0, 9, n, E, pl-p3), antes y después del establecimiento de

un estado de depresión conductual serán empleados.

4.2. Objetivos Generales: Hipótesis B

a) Evaluar cambios en los niveles extraceiulares de DA del hipocampo dorsal de roedores luego de

que la NRG1 es directamente administrada en esta región cerebral. La utilización de tres líneas de

ratones knock-out (ErbB4MHC
\ErhI34, PV-Cre ErbB4floxed y TH-ere ErbB4floxed) permitirán

determinar el mecanismo de circuito local responsable de iniciar un incremento en los niveles

extracelulares de DA en esta región cerebral debido a la activación del sistema NRGI-ErbB4.

b) Emplear una batería de pruebas conductuaJes en ratones TH-Cre ErbB4Iloxed a modo taJ de

evaluar posibles fenotipos esquizoides sobre los mismos.

4.3 Objetivos Especificos

4.3.l.llipótesis A
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• Explorar cambios en la actividad del sistema GABA dentro del pálido ventral durante la

depresión conductua/: Experimentos de microdiálisis in vivo serán 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 teóricamente deben desencadenar en conductas de depresión

conductual. En este sentido, el test de nado forzado será empleado para generar un estado de

depresión conductual en ratas. Para medir los niveles de GABA en muestras microdializadas, la

técnica de cromatografía electrociné1ica micelar acoplada a detección de t1uorescencia inducida

por láser será empleada,

• Investigar el rol de drogas directamente administradas en el pálido ventral que ~fectan la

transmisión de GABA sobre conductas motivaciona/es JI hedónica.<~: Microinyecciones de y

vinil-GABA (inhibidor irreversible de GABA-T) o bicuculina (antagonista competitivo para

GABA-A) serán realizadas a modo de incrementar o reducir respectivamente la actividad del

sistema GABA en el VP. Se utili7.ara el test de nado forzado y de preferencia por la sacarosa para

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

• Explorar el impacto de posibles cambios en la transmisión GABA en el pálido ventral durante

conductas de depre...ión sobre cambios en la expre...ión del receptor GABA-A: Varios reportes

han previamente sugerido que cambios en la transmisión GABA en cultivos celulares son capaces

de generar cambios selectivos en ciertas subunidades del receptor GABA-A, afectando las

propiedades fá.rmaco-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 depresión conductual en ratas puede

afectar la expresión de subunidades del receptor GABA~A en este núcleo cerebral, la técnica de

RT-PCR semicuantitativo y western blot serán empleados para medir la expresión de 19 genes

que codifican para subunidades del receptor GABA-A (al- a6, 131 -133, yl- y3, Ó, e, 1t, E, pI - p3).

4. 3.2. Hipótesis B

111 Explorar el rol del sistema NeuregulinolErbB4 sobre diferentes poblaciones de células que

expreSan ErbB4 den.tro del hipocampo dor...aJ de ratone...: Una combinación de diferentes

ratones tales como ErbB4MHC-ErbB4, PV~Cre ErbB4jloxed and TH-Cre ErbB4floxed serán

empleados para investigar como los niveles basales de DA y el incremento dependiente del

sistema NRG1-ErbB4 es afectado, En este sentido, microdiálisis reversa in vivo será empleada

para medir los niveles extracelulares de DA en el hipocampo dorsal de estos ratones así como
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también para administrar NRG1 a través de la sonda de microdiálisis. Los niveles extracelulares

de DA, y de sus metabolitos DOPAC y HVA serán medidos de las muestras dializadas mediante

la técnica de cromatografía liquida de alta presión, acoplada a dctccción electroquímica

amperométrica.

ID Impacto conductual de la supresión de la expresiOn de ErbB4 sobre neuronas Tirosina

Hidroxila.~a positivas: Una batería de test conductuales se emplearan para determinar que

síntomas esquizoides se expresan fenotípicamente en este tipo de ratones transgénicos. En este

sentido, el test de laberinto elevado en cruz y supresión de alimentos nuevos se empleará para

medir niveles basales de ansiedad, el test de campo abierto para medir actividad motora, nado

forzado para medir motivación, el reto de anfetamina para medir sensibilidad a drogas

psieotrópieas, y finalmente el test de pinchazo ligero en la cola acoplado a microdiálisis en el

CA 1 del hipocampo dorsal para medir reactividad al estrés.

S.METODOS

5.1. 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

metabólicas con libre acceso a comida yagua, a 22 ± 2 oC de temperatura ambiental y ciclos de luz

oscuridad de 12~12 horas. Ratones machos C57BLl6J fueron obtenidos de Jackson Labs ® y mantenidos

en el vivarium del NIH hasta su empleo. Ratones fuB knock-out para ErbB4-1- (ErbB4MHC-erbB4), y

ratones knock-out condicionales PV-Cre ErbB4tloxed y TH-Cre ErbB4floxed, fueron mantenidos ¡nbreed

en el vivarium del NIH. La generación de los ratones knock-out fuI! y condicionales han sido descritos

previamente por [100, 158, 160, 161, 176]. Estos ratones fueron mantenidos en parejas con libre acceso a

comida yagua, 22 ± 2 Oc 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 Nlll, y aprobados por los comités

de bioética de la Universidad de los Andes y el Nationallnslitutes ofHealth (NIH) respectivamente. Para

todos los experimentos que requirieron el empleo de animales, se realizó el mayor esfuerzo en minimizar

el número de ellos y su sufrimiento.
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5.2. Reactivos Químicos y Biológicos

La NRG1 empleada para estimular receptores ErbB4 en el CA1 del hipocampo de ratones fue

generada por (Genscript lnc, NJ, USA), La misma consistió únicamente en el dominio e1<J,racelular \3
EGF-like el cual es de aproximadamente 12 KDa y que previamente ha demostrado ser suficiente para

activar la cascada de sefíalización intracelular dependiente de la activación de ErbB4 [177]. La razón de

emplear esta forma corta (NRGl(3-EGF-like) en lugar del dominio extracelular completo es porque esta

ha demostrado ser más eficiente en su capacidad de penetración en el tejido, generando una amplia

activación de ErbB4 r154]. Todas las drogas y químicos empleados fueron obtenidos de Sigma-Aldrich

(St [.Quis, MO), a excepción de la vigabatrina (y-vinil-GABA) la q,ual se obtuvo de Toq,ris (Toq,ris

Bioscience, Bristol, UK), y la anfetamina sulfato que se obtuvo de Spectrum (Spectrum, Gardena, CA).

Enzimas, prirners y reactivos para realizar RT~PCR fueron obtenidos de Invitrogen (Life Technologies,

Grand Island, NY), Anticuerpos policlonales primarios y s~undarios fueron obtenidos de Santa Cruz

Biotechnology (Santa Cruz Biotechnology, DalIas, TX) y Millipore (EMD MilIipore, BilIerica, MA).

5.3. Cirugía

5.3.1. Ratas

Se empleó un aparato estereotáxico modelo "Steliar" (Stoelting, n, USA) para implantar

crónicamenw l;ánulas guías orientadas al VP de ratas anestesiadas con una combina~,ión d..e ketamina

(Calox International, c.A., Argentina) (50 mgJkg i.p.) y xilacina (Laboratorios Calier, S.A., Barcelona,

Espafía) (10 mgJkg i.p.). Para los experimentos de microdiálisis intracerebral se implantaron

unilateralmente cánulas gllías de lO-mm de largo y 21-ga empleando las siguientes coordenadas

estereotáxicas para ratas: AP 0.0 mm, L: 2.4 mm y V: 4.0 mm [178], usando como estructuras anatómicas

de referencia el Bregma, Hnea media sagital, y superficie de la corteza cerebral. Las cánulas guía se

implantaron de manera indiferente y contra batanq,eadamenw en el hemisferio q,erehral i.zquierdo o

derecho. Para los experimentos de microinyecciones intracerebrales, cánulas guía de lS-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 mtas se les implantó de manera bilawral cánulas guias para

microinyecciones que intencionalmente fuesen realizadas fuera del VP, a modo tal de tener un grupo

control anatómico negativo. Para esto, las siguientes coordenadas estereotáxicas fueron empleadas: V: 0.0

mm, L: 2.4 mm y V: 3,3, mm. En todos los c;asos, las cánulas gllias fu.eron implantadas de manera c;róniq,a

con la ayuda de cemento dental acrílico y cuatro micro-tomillos de acero anclados al cráneo. Luego de
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realizada la cirugía, todas las ratas fueron supervisadas diariamente durante una semana antes de iniciar

c\lalq\li~r ~xperim~nto,

5.3.2. RaÍlJne.';

Se utilizó un aparato estereotáxico modelo David Kopf (Stoeiting) digitalizado para implantar

crónicamente cánulas guías orientadas al CA 1 del hipocampo dorsal de ratones anestesiados con una

combinación de O2 (lml/min)/isoflurano (1.5-2%). Las cánulas guías de 6-mm de largo y 21-ga fueron

implantadas bilateralmente usando las siguientes coordenadas estereotáxicas para ratones: AP: -2.5 mm,

L; 2.5 mm, V; 0.0 mm (179), usando como estnlcturas anatómicas de referencia el Bregma, línea media

sagital, y superficie de la corteza cerebral. En todos los casos, las cánulas guías fueron implantadas de

manera crónica con la ayuda de cemento dental acrílico y dos micro-tornillos de acero anclados al cráneo.

Luego de realiz.ada la cirugía, todos los ratones recibieron diariamente por tres días consecutivos una

dosis de 5% ketoprofeno como analgésico y supervisados diariamente durante una semana antes de iniciar

cualquier experimento.

5.4. Microdiáiisis lntracerebraj

5.4.1. Ventro pálido de ratas

Las sondas de microdiálisis fueron constmidas en el laboratorio tal y como previamente ha sido

descrito [180]. Rápidamente, la sonda de microdiálisis consistió en un tubo de acero de l3-mm de largo y

26-ga más 2-mm de largo extras en el extremo final constituido por una membrana semi-permeable de

celulosa (Spectrum labs, Inc., Rancho Domínguez, CA) con un límite máximo de permeabilidad a

moléculas de 18 KDa, Esto permitió a la sonda de microdiálisis protruir S mm adicionales desde la punta

de la cánula guía. En el interior del tubo de 26-ga se posicionó concéntricamente un capilar de sílica de

150-llm de diámetro externo y 75-llm de interno que permitió colectar la muestra dializada. La sonda de

mi¡;fodiá!isis se posicionó en el VP 18 horas previas al experimento con ayuda de la ¡;ánula guía

previamente implantada en el animal y se fijó con cemento dental acrílico para evitar movimientos de la

misma. Se perfundió a través de la sonda de microdiálisis solución Ringer modificada (136 mM NaCI, 3.7

mM KCI, 1.2 mM CaCh, 1 mM MgCl2 y 10 mM NaHC03, pH 7.4, filtrada a 22 IJ.m) a una velocidad de 1

J.11/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 cónico sellado con fuego,

a modo tal de evitar la evaporación de la 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 será
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descrito más adelante. Para medir el impacto neuroquímico que el estrés inherente del test del nado

forzado pudiese generar sobre cambios en los niveles extracelulares de GABA, un gmpo de ratas (n=7)

fué sometida exclusivamente al test de pinchazo ligero en la cola. El procedimiento de recolección de

muestras de microdiálisis fué el mismo para ambos test conductuales. Explicado de manera rápida, tanto

para el Dia-l como para el Dia-2 del test de nado forzado y de pinchazo ligero en la cola, cinco muestras

basales fueron colectadas en el cajón 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 duración del test. Posteriormente y nuevamente en el cajón 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 farmacológico de la vigabatrina sobre los niveles extracelulares de GABA cuando esta era

administrada por diálisis reversa en el propio VP. La vigabatrina fue disuelta en Ringer (20 ¡.tgl¡.tl) Y

perfundida a través de la sonda de microdiálisis (1 ¡.tI/min) durante 20 minutos. Se recolectaron muestras

de 5 minutos de duroción Codo una de la siguiente manera: dos muestroS bosales en el cajón conductuol,

dos muestras durante el pulso de vigabatrina o vehículo, dos muestras durante el test de nado forzado mas

la perfusión de vigabatrina o vehículo, dos muestras posterior al test, una muestra 1 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 vehículo.

Los niveles extracelulares de GABA para las pruebas de nado forzado y de pinchazo en la cola

para el Dia-I y Dia-2 fueron presentados como el promedio ::1: SEM (error estándar de la medida) del

porcentaje de variación respecto a los niveles basales (% variación) de GABA. Posteriormente los

mismos fueron analizados con el análisis de varianza de una vía (ANOVA) para medidas repetidas,

seguido del post-test de Newman-Keuls. Adicionalmente, el análisis de varianza (ANOVA) de dos vías

para comparar las diferencias entre los Días l y 2 o entre diferentes tratamientos fue empleado. Por

último, la prueba T de student se empleó para comparar las diferencias entre los niveles basales de GABA

extracelular entre los Días 1 y 2. La significancia estadística se determinó a p<O.OS.

5.4.2.11ipocampo CAl dorsal de ratones

De la misma manera que en el caso de los experimentos en ratas, para este caso también se

prepararQn en el laboratorio las sondas de microdiálisis para ratones. En este caso en particular, la sonda

de microdiálisis consistió en un tubo de acero de 7-mm de largo y 26-ga más 1-mm de largo extra en el

extremo final constituido por una membrana semi-permeable de celulosa (Spectrum labs) con un límite
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máximo de permeabilidad a moléculas de 18 KDa. Con las características de esta sonda de microdiálisis

fue posible lograr una protmsión de 2 mm adicionales desde la punta de la cánula guía. En el interior del

tubo de 26-ga se posicionó concéntrícamente un capilar de sílica de ISO-11m de diámetro externo y 75-llm

de interno que permitió colectar la muestra dializada. Las sondas de microdiálisis fueron colocadas

bilateralmente en el CAl del hipocampo dorsal de ratones 14 horas previas al experimento con ayuda de

la cánula guía previamente implantada en el animal y se fijó con un tubo de polietileno PE-50 para evitar

movimientos de la misma. Se perfundió a través de la sonda de microdiálisis solución Ringer modificada

(135 mM NaCl, 3.6 mM KCJ, 1.6 mM CaCJ2, 2.13 mM MgCJ2 y 10 mM NaHCOJ , pH 7.4, filtrada a 22

11m) a una velocidad de 1 Illlmin. Para probar el efecto de la NRGI~-EGF-Hke a lnM de concentración

sobre los niveles extracelulares de la DA y sus metabolitos DOPAC y HVA en las diferentes líneas de

ratones knock-out empleados, la misma fiJe perfundida por diálisis reversa durante J5 minutos a través de

ambas sondas de microdiálisis simultáneamente a una velocidad de flujo de 1 Illlmin. Cada muestra fue

colectada durante 15 minutos en tubos eppendorf de 0.2 mi que contenían 3 ¡.tI de 0.1 M HCI y 1 mM

EDTA para evitar la rápida oxidación de la DA. Todas las muestras de microdiálisis nJeron colectadas en

el cajón conductuaJ de diálisis mediante el siguiente orden: cinco muestras basales, una muestra durante la

diálisis reversa de la NROl y ocho muestras posterior a esto. De esta manera, JO ratones C57BL/6, 8

ErbB4_/_MHc
-erbB4, 12 PV-Cre ErbB4jloxed, 10 controles para PV-Cre ErbB4jloxed, 12 TH-Cre

ErbB4jloxed y 12 ratones controles para TH-Cre ErbB4jloxed recibieron un pulso de 15 minutos de

NRGlp~EGF-like, mientras que 8 ratones C57BLl6 únicamente recibieron un pulso de vehículo para la

NRG1 como gnlpo control. Para verificar la integridad fi1ncional de los terminales dopaminérgicos en el

CAl del hipocampo dorsal de los ratones dializados, se procedió a aplicar un pulso despolarizante

inducido por una alta concentración extracelular de KCI (50 mM) en la solución Ringer que perfundió por

15 minutos a través de la sonda de microdiálisis. Para proceder con este experimento, una hora después de

haber concluido el experimento previo se colectaron nuevamente muestras de diálisis cada J5 minutos y

se acidificaron en HCI y EDTA al momento de su recolección 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_I_MHC
-<!rbB4, 6 PV-Cre ErbB4jloxed, 6 controles

para PV-Cre ErbB4floxed, 6 TI-I-Cre ErbB4floxed y 8 ratones controles para TIl-Cre ErbB4floxed

Finalmente, para evaluar la reactividad al estrés de las diferentes líneas knock-out de ratones empleados

en este estudio, se procedió a emplear la prueba de pinchazo ligero en la cola mientras simultáneamente

se medían los niveles extracelulares de DA, DOPAC y HVA en el CAL del hipocampo dorsal. Para esto,

se utilizaron animales nuevos y se colectaron muestras de microdiálisis de 15 minutos de duración cada

una de la siguiente manera: cinco muestras basales, una muestra durante los 15 minutos de duración del

test de pinchazo en la cola, y cuatro muestras post-test. En esta prueba final, 8 ratones C57BU6, 6 ErbB4-
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I_M
J-lC-erhB4, 6 PV-Cre ErbR4floxed, 6 controles para PV-Cre RrbR4jloxed, 6 TH-Cre ErbR4jloxed y 6

ratones controles para TH~Cre ErbB4floxed fueron utilizados. Para todos los experimentos anteriormente

indicados, la sesión de recolección de muestras de microdiálisis se realizaba simultáneamente para dos

ratones del mismo genotipo a modo tal de que cada pareja de muestras obtenidas eran fusionadas entre sí

en un solo tubo eppendorf de 0.2 mi para inmediatamente después ser inyectadas en el sistema de HPLC,

el cual finalmente permitió 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 nM) (154J. Al realizar esta estrategia metodológica fue posible

incrementar la cantidad total en masa de DA contenida en cada muestra, incrementando de manera

importante la capacidad de detección de los niveles extracelulares de DA contenidos en el CA 1

hipocampal de ratones por parte del sistema de HPLe con detección electroquímica.

Los niveles extracelulares de DA, DOPAC y HVA del CAl del hipocampo dorsal de ratones que

recibieron un pulso de 1nM de NRG1¡3-EGF-Hke fueron presentados como el promedio ± SEM (error

estándar de la medida) del porcentaje de variación respecto a los niveles basales (% variación).

Posteriormente, para determinar cambios significativos de DA y sus metabolitos, los mismos fueron

analizados con el análisis de varianza de una vía (ANOVA) para medidas repetidas, seguido del post-test

de Dunnet. Adicionalmente, el análisis de varianza (ANOVA) de dos vías se empleó para comparar

diferencias entre genotipos. Por último, la prueba T de student se usó para comparar diferencias entre los

niveies basales de DA extracelular y sus metabotitos entre los diferentes genotipos de ratones. La

significancia estadística se determinó a p<O.OS.

s.s. Microinyeceiones Intracerebrales

Los inyectores fueron tabricados en el laboratorio utilizando tubos de acero de 17-mm de largo y

33-ga, los cuales protmían 2 mm extras desde el extremo final de la cánula guía. Durante cinco días

consecutivos previos al día de la microinyección, cada rata fue manipulada diariamente durante 5 minutos

para evitar la ansiedad inducida por la manipulación. Por su parte, la microinyección se realizo

bilateralmente en el VP con vehículo (0.9 % NaCI), vigabatrina o bicuculina meta-bromuro, 5 minutos

antes de la prueba de nado forzado, preferencia por la sacarosa o de campo abierto. Las microínyeccíones

consistieron en un volumen final de 0.5 Illlhemisferio perfundido en un periodo total de 1 minuto.

Concluida la microinyección, los inyectores se mantuvieron implantados intracerebralmente por 1 minuto

extra adicional para evitar la retracción de la solución administrada. Previo al segundo día de la prueba de

nado forzado, las ratas recibieron microinyecciones de vehículo (n=12); vigabatrina a 5 jlg/hemisferio
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(n=11), 10 Ilg/hemisferio (n=11), 15 Ilg/hemisferio (n=11); y bicuculina a 0.1 Ilg/hemisferio (n=1 O). Para

evaluar el efecto conductuai de microinyecciones realizadas fuera del VP (control anatómico negativo),

un nuevo gnlpo de ratas (n=7) recibieron una microinyección de vigabatrina (10 Ilg/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 vehículo (n=10), vigabalrina a 10 ~tg/hemisferio (n=10), o

bicuculina a 0.1 Ilglhemisferio (n=l O). Finalmente, otro nuevo gnlpo de ratas recibieron microinyecciones

de vehículo (n=lO), vigabatrina a 10 Jl.g/hemisferio (n=lO) y bicucuHna a 0.1 Ilg/hemisferio (0=10) previo

a la pnleba de campo abierto. Para todas las pruebas conductuales, un investigador ciego al tipo de

tratamiento administrado a las ratas se encargó 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.

Pata analizar estadístlcametUe los resultados cotiducltiales del fiado forzado, los tiempos de

inmovilidad y lucha de las ratas fueron contabilizados y la difetencia entre estos tiempos (Dia2 - Dial)

fueron calculados. Para comparar la diferencia conductual entre los diferentes tratamientos aplicados para

la pmeba de nado forzado, preferencia por la sacarosa, y de campo abierto, se empleó el análisis de

varianza de una vía (ANOVA) seguido del post-test de Ounnel. La curva de dosis-respuesta a la

vigabatrina fue analizada por una pnleba de correlación lineal.

5.6. Prliebas Conductuaies

5.6.1. Prueba de Nado Forzado

5.6.1.1. Ratas

Las conductas de inmovilídad durante la prueba de nado forzado han sido correlacionadas como

un indicador del nivel de conductas de desesperanza y desmotivadón expresadas en roedores, tal y como

originalmente fue establecido por R. Porsolt [182] y discutido por [183]. La prueba fue realizada entre la

8:00 y 12:00 horas del día en dos sesiones de dos días consecutivos. En la primera sesión (Día-l), las

ratas fueron colocadas individualmente en un tanque de agua cilíndrico opaco (30 cm diámetro, 55 cm de

alto y 45 cm de profundidad del agua a 18 oC de temperatura), durante 10 minutos. T,a actividad de la rata

durante la sesión (periodo de lucha/inmovilidad) de 10 minutos de nado forzado fue grabada en video

para su posterior análisis. Veintkuatro horas después de la prímera sesión, 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

29

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



superficie del agua, pataleo intenso con las cuatro patas, exploración de todas las paredes e intento de

escalar por las mismas) fueron denominadas como "Periodo de Lucha". Por su parte, las conductas en las

que la rata permanecía 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 empleó el test de nado forzado en ratones para

determinar conductas anhedónicas que podrían estar expresadas en las diferentes líneas de ratones

modificados genéticamente. El procedimiento empleado para evaluar conductas de lucha e inmovilidad en

ratones se realizó al colocar a los ratones en un tanque cilíndrico de agua (20 cm de diámetro, 30 cm de

alto y 15 cm de profundidad del agua a 15 oC de temperatura), iluminado a 442lux y 55 db de mido de

fondo, durante 6 minutos. Las conductas de lucha e inmovilidad fueron evaluadas únicamente durante los

últimos 4 minutos de la prueba en una única sesión, 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 comparación

entre genotipo knock-out vs. control se comparó mediante la prueba T de student. La significancia

estadística se determinó a p<O.05.

5.6.2. Pinchazo ligero en la cola

5.6..2.1 .. Ratas

Dada la estrecha correlación entre los fenómenos de estrés y depresión conductual [183], un

gmpo nuevo de ratas hleron estresadas por dos días consecutivos con la pmeba de pinchazo ligero en la

cola para diferenciar los fenómenos de estrés de los de depresión conductuaL Básicamente, la prueba

consistió en fijar una pinza de goma a 3 cm del extremo final de la cola de la rata por 10 minutos con

suficiente presión para evitar que la misma se liberara por si sola de la pinza pero evitando en todo caso

cualquier síntoma de dolor, permitiendo además que la rata pudiese moverse libremente en el cajón

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 área cerebral es hiper-reactivo en fenotipos esquizoides [185], la

30

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



prueba de pinchazo ligero en la cola se empleó en ratones para determinar el grado de reactividad al estrés

del sistema DA en el CAl 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 b~io este paradigma conductual. Para el caso

particular, la pmeba consistió en fi,jar un pedazo de cinta adhesiva de 2 cm de ancho y 3 cm de largo al

extremo final de la cola del ratón en una única sesión de 15 minutos de duración.

5.6.3. Prueha de preferencia por la sacarosa

La prueba de preferencia por la sacarosa fue empleado en ratas para determinar conductas

anhedónicas, las cuales se consideran como un componente central de la depresión conductual (2). La

prueba fue realizada siguiendo el procedimiento previamente descrito por [186]. De manera breve,

durante dos días 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 yagua fue restringido completamente durante un período de

20 horas. Finalmente, 5 minutos antes de la última prueba, las ratas recibieron una inyección bilateral en

el VP de vehículo, vigabatrina (lO Jlg/hemisferio), ó bicuculina (0.1 Jlg/hemisferio), y dos botellas

idénticas de 100 mI de volumen que contenían la primera agua y la segunda solución de sacarosa 1%

fueron colocadas en cada uno de los ~iones conductuales de las ratas durante un periodo total de 2 horas.

El volumen total de agua/sacarosa fue determinado al tinal de la prueba y el indice de preferencia por la

sacarosa (el cual directamente !':e c~relaciona con el nivel de hedonia conductual) se calculó de la

siguiente manera: (volumen sacarosa bebido (ml))/[(volurnen sacarosa bebido (ml))+(volumen agua

bebido(ml))}.

5.6.4. Laherinto elevado en cruz

Esta prueba conductual fue empleada en ratones para evaluar niveles basales de ansiedad en

ratones. El laberinto en forma de cruz hecho de Plextglas consistió en cuatro brazos (dos abiertos y dos

cerrados) de 30 x 5 cm cada uno, un área central de 5 x 5 cm y elevado 50 cm del suelo. T,as paredes de

los brazos cerrados fueron de 20 cm de altura. La prueba se inicio una vez que el ratón fue colocado en el

centro del laberinto y la conducta del animal grabada con una video cámara durante 5 minutos. El

laberinto fue limpiado con alcohol 70 % entre cada experimento. El tiempo que el animal permaneció 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 prueba T de student La significancia

estadística se determinó a p<O.OS.

5.6.5. Prueba de aversión a comer en ambientes novedosos

La prueba de aversión a comer en ambientes novedosos es útil para medir niveles basales de

ansiedad en ratones. La misma mide la 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 ro

relaciona directamente con el nivel de ansiedad basal del ratón en cuestión [1871. Previo a iniciar los

experimentos, los ratones fueron entrenados para comer directamente del suelo durante tres días

consecutivos un alimento agradable al paladar, el cual consistió en ofrecerles diariamente 1 gramo de

cotufa acaramelada (palomita de maíz). Al cuarto día, el acceso a cualquier clase de alimento fue

suprimido a los ratones durante 24 horas hasta iniciada la prueba conductual. La prueba de aversión a

alimentarse en ambientes novedosos se inicio al colocar a un ratón por vez en un cajón conductual de 35 x

35 cm y 45 cm de altura y con 2 cm de aserrín en el fondo del mismo durante S minutos y el ambiente

iluminado a 1200 lux de intensidad. En el centro del cajón conductual se colocó una plataforma circular

de 10 cm de diámetro y 1 cm de altura que tenía sujetada un par de cotufas acarameladas en el centro de

esta. El tiempo que el ratón tardó en comenzar a comer el alimento de la plataforma central (pararse en

sus dos pastas posteriores y desprender un pedazo de cotufa acaramelada) se consideró como el tiempo de

latencia, el cual posteriormente fue empleado para su posterior análisis estadístico. Diferencias entre los

tiempos de latencia entre los diferentes genotipos se determinaron mediante la prueba T de student de dos

colas. Se identificaron diferencias significativas a un p<O.OS.

5.6.6. Prueba de campo abierto

5.6.6.1. Ratas

Para descartar cambios en la actividad locomotora debidos a la administración de drogas en el

VP, un nuevo grupo de ratas fueron sometidas a la pmeba de campo abierto. La pmeba de campo abierto

consistió en una cámara de madera (45 cm de altura) con una base cuadrada (60x60cm2
) dividida en

nUeve secciones de 20x2OCm2
• El 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 cámara de conducta. Veinte

minutos antes del test~ los animales fueron colocados individualmente en el cajón conductual para evitar

cambios en la actividad locomotora debida a conductas exploratorias [188]. Después de este tiempo, las

ratas (vehículo, 10 llg-vigabatrinafhemisferio, y 0.1 llg-bicuculinafhemisferio) recibieron una única

microinyección bilateral en el VP e inmediatamente fueron retomadas al cajón conductual La pmeba de

campo abierto consistió en colocar las ratas en el centro del cajón conductual y contabilizar el total de

entradas a cada sección previamente establecidas durante un tiempo total de 20 minutos. El cajón

conductual file lavado con alcohol 70 % entre cada animal. La pnleba completa file grabada en video y un

investigador ciego al tratamiento realizado contó el número de entradas a cada sección del campo abierto.

5.6.6.2. Raiones

La actividad basal locomotora en los diferentes genotipos de ratones fue evaluada mediante la

pm~ba de campo abierto. El cajón 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

utilización del Software Any Maze (Stoelting). El cajón de conducta fue lavado con alcohol 70 % entre

cada animal. Para determinar diferencias en la actividad locomotom entre diferentes genotipos de ratones,

la prueba de ANOVA de dos vías fue empleada.

5.6.7. Prueba de sensibiiidad 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 doparninérgica cerebral

e incrementando los síntomas positivos de la enfermedad [189, 190]. La prueba consistió en dos fases

consecutivas: "pre-inyección" y "post-inyección" de anfetamina, la cual cada una consistió en colocar al

ratón en el centro de un cajón conductual de 35x35x45 cm con aserrín 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-inyección, los ratones recibieron inyecciones intraperitoneales de vehiculo (0,9% NaCI) 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 prueba fue determinada mediante la utilización del software Any Maze (Stoelting).Finalmente

se determinó el radio de la actividad motora total dividiendo la actividad motora total "post-inyección"

entre la actividad motora total "pre-inyección". La prueba t de student de dos cola.. para variables

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

significativas fueron determinadas a p<O.Ol.

5.7. Métodos analíticos

5.7.1. Cromato~rafia eiectrocinética miceiar acoplada a detección de iluorescencia inducida por

las~r

Los niveles extracelulares de GABA fueron n1onitoreados en muestras de microdiálisis 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 detección de fluorescencia

inducida por laser ha sido reportada previamente 091]. Cada muestra de i J.l.l de volumen total fue

mezclada en una relación 1; 1 con solución derivatizante. Esta SOh.lción fue preparada al mezclar solución

66 ~lM de fluoresceína en 20 mM de buffer carbonato a pH 9.4 con 2.5 mM de solución de isotiocianato

de fluoresceína isómero-l (FlTC) en acetona 1: 1 vIv. Adicionalmente, 10 J.l.1 de solución derivatizante

fueron mezclados con 1 mi de solución de GABA 9,7 mM, Se permitió denvatizar las m'Jestras en

oscuridad y en una cámara húmeda por 16 horas. Se empleó un sistema capilar de electroforesis de zona

(Modelo R2D2, Mérida, Venezuela) equipado con un laser de argón (20 mW) (Omnichrom, CA, USA) de

488 nM de longitud de onda. Una fibra óptica condujo el rayo laser a un espejo dicroico de SlO nM y

enfocado a la ventana del capilar (Polimicro Technologiers, Phoenix, AZ, USA) con un o~ietivo de

O.85de apertura numérica. La ventana del capilar de sílica fundida se realizó al quemar la cubierta de

poiimida con un mechero a 3$ cm dd extremo anódico en un capiíar de 45 cm de largo, con 26 ~m de

diámetro interno y 358 J.l.m de externo. La fluorescencia fue capturada a través del objetivo y enfocada en

un fotomultiplicador, el cual transformaba la fluorescencia dei capilar en una señal digital que era

convertida a electroferogramas por \10 computador, El buffer de corrida consistió en 40 mM de buffer

borato con 20 mM de dodecil-sulfato de sodio (SDS). La muestra de microdiálisis previamente

derivatizada fue cargada en el extremo anódico del capilar aplicando presión negativa (-12 p.s.i.) durante

12 segundos por el extremo catódico del mismo. La separadón electroforética fue lograda al aplicar 28

kV entre el ánodo y el cátodo del capilar durante 25 minutos. Antes de cada separación electroforética, el

capilar fue lavado con 1 M de NaOH por 5 minutos seguido por un lavado de 5 minutos de agua y

finalmente cargar el capilar con 5 minlJtos de buffer de corrida, Finalizada la sepaxación electroforética un

electroferograma se obtuvo de cada muestra, el cual sirvió para determinar la altura del los picos (AP)

correspondientes a GABA y fluoresceina. Las AV de GABA fueron normalizadas de acuerdo a lo

sigl,iente: (AV GABAmue.nra x AP üuoresceinaillicial)/AP üuoresceinamuc.nra' Por último, el porcentaje de
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variación de las AP de GABA normalizada respecto a la línea basal se calculó de acuerdo a lo siguiente:

[AP GABAnnrmaJizadalprom{:dio (basal AP GABAnnrmaJizada)]xl00, Finalm~nt~, los datos ~orr~spondi~nt~s 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 prueba de ANOVA para medidas repetidas fue empleada, seguida del post-test de Dunnet. La

significancia estadística se determinó a p<O.OS.

5.7.2. HPLC-ECD

La DA, DOPAC y BVA fueron separadas mediante cromatografía liquida de alta resolución con

fas~ r~v~rsa, usando para ello una columna de 10 cm de largo y 3.2 mm de diámetro RP-C 18 (Velosep,

Perkin Elmer, Massachusetts, USA). La fase móvil de separación consistió en 1.19 mM de ácido 2~

octanesulfónico, 1 mM EDTA, 144 mM ácido monocloroacético, lOO mM NaOH y 2 % acetonitrilo, pH

3.45, Yla solución filtrada a 0.22 ~m y degasificada antes de pasarla a través de la columna a 35°C y a un

flujo de I ml/min. El volumen total de cada muestra dializada (-60..,.1) fue inyectada en un asa de 100 fll y

luego de su separación, detectada amperométricamente a 700 mV (amperometric detector model LC-4C,

BASi, Indiana, USA) y un rango de detección de 1 nA, empleando un electrodo de platino de 6 mm

(BASi) de diámetro y un electrodo de referencia de Ag-AgCl (BASi). Los cromatogramas fueron

obtenidos a través de una interfase DA~5 (BASi) y la altura de los 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 concentración en particular, al

comparar estas alturas respecto a las alturas previamente obtenidas con estándares para DA, DOPAC y

HVA Finalizada la separación cromatográfica y determinada las AP de interés, el porcentaje de variación

de cada neurotransmisor fue determinado respecto a los niveles obtenidos en las muestras basales. Para

ello la siguiente formula fue empleada: [AP DAipromedio (basales AP DA)]x] OO. Finalmente, los datos

correspondientes a cada genotipo fueron agrupados y los resultados presentados como el promedio ±

SEM. Para determinar si la NRGl fue capaz de generar cambios significativos de DA y de sus

metabolitos analizados, la prueba de ANOVA para medidas repetidas fue empleada, seguida del post-test

de Dunnet, La significancia estadística se determinó a p<O.OS.

5.7.3. RT-PCR
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El método de transcripción reversa acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT~PCR)

fue empleado para valorar los niveles de expresión relativa de ARNm para 19 subunidades del receptor

GABA-A (oJ-a6, /31-f33, yl-y3, O, n, 8, e, pl-p3) en el VP de ratas. El ARN total fue aislado

inmediatamente de VP extraídos bilateralmente de ratas no entrenadas (controles) O luego de concluido el

Dia-2 del nado forzado o del test de pinchazo en la cola mediante el método de Trizol (Invitrogen, CA,

USA), La disección bi1ateral de los VP de ratas se realizó mediante el empleo de un estereoscopio y con

la ayuda de las siguientes coordenadas estereotáxicas [178]: (AP: 0,0 a. +1 mm; L: 1,2 a. 2,4 mm; V: 7,4 a

9,0 mm). Las muestras fueron colectadas de manera independiente para cada tratamiento y un pool de S

ratas por gmpo fue homogeni7.ado, a modo total de obtener cantidades mínimas suficientes de ARN para

los experimentos sucesivos. Todas las muestras de ARN total extraído fueron tratados con DNAsa 1 y

luego transcritas a ADNc mediante el protocolo previamente descrito en [71].

Los cebadores para amplificar por peR las 19 subunidades de GABA-A fueron diseñados

mediante el software Oligo Explorer (v. 1.1.2) (Teemu Kuulasmaa Kuopio, Finlandia) para amplitkaf

regiones intrónicas de ADN para cada gen estudiado, empleando para ello las secuencias nucleotídicas

indicadas en el GenBank [192] Y comprados a Invitrogen. Un par de cebadores previamente diseñados

por [193] los cuales amplifican el gen de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fueron

empleados como control interno para normali7.ar los niveles de expresión de los genes para las

subunidades de GABA-A. Antes de examinar la expresión de cada gen, una curva estándar para

detemlinar el número de ciclos de amplificación por PCR fue generada, a modo tal de determinar la fase

exponencial de amplificación por PCR del templado en cuestión, La composición de ácidos nucleicos de

cada cebador, los números de acceso GenBank, tamaño del amplicón obtenido, y número de ciclos de

PCR de amplificación dentro de la tase exponencial son presentados en la Tabla 2.

Cada producto de PCR fue resuelto mediante separación electroforética en gel de agarosa 2 %,

aplicando 100 V entre el ánodo y cátodo con 0.5 }1g/ml de concentración de bromuro de etidio, y J00 bp

DNA Ladder (Promega, Madison, Wl, USA) corno marcador de peso molecular. Finalmente, los geles

fueron visualizados mediante el Gel Logic Imaging System (Kodak, New Raven, USA), con un tiempo de

exposición al sistema de CCD de 0.5 segundos para evitar sobre-exposición de las bandas.

Posteriormente, la densidad de !as bandas (pixels2
) 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 los niveles de expresión del

GAPDH, Para la normaJiz.ación de la densidad de las bandas se empleó la siguiente fórmula: (densidad

banda GAPDlLofllro/densidad banda GAPDHmueslra)x(densidad bandamueslru). Finalmente, el índice de

expresión fue calculado mediante la siguiente fórmula: (densidad bandamuestrJdensidad banda""ntml)-l.
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Cada experimento que representó a un total de 5 ratas se realizó de manera independiente al menos tres

veces y 10s datos obten1dos empleados pam su posterior análisis estadistlco. Los datos son representados

como el promedio ± SEM del radio de variación de expresión respecto al grupo control, y para determinar

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

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

Dunnet. La significancia estadlstica flle determinada a un p<O.OS. Las secuencias nucleotldicas de cada

fragmento dePCR obtenido fueron verificadas mediante secuencidmiento por MGW Biotech AG

(Etbersberg, USA) y CESAAN (IV1C, Venezuela).

Tabla2: Composición de ácidos nucleicos de cada cebador (Fw-sentido, Rv~antisentido), los números de

acceso GenBank, tamaño del amplicón obtenido, número de ciclos de PCR de ampl!ticación dentro de la

fase exponencial y temperatura de alineamiento de la reacción de peRo

ISub....id.d

al

Atteso Cebadores (5J-73)
GenBank

L08490 Fw:CCCCACACCCCATCAATAGG

Rv:GATTTTGCTCTCTGGCTTCCTCTC

.- ._-- .. - n_~"~~

Amplicóll N I1.dé Tm
(pb) delos PCR eC)

245 30 60

1=
a2

u3

u4

a5

a6

pi

L08491

L08492

LOS493

L08494

L08495

XI546ú

Fw:TGTATTAGGGGTTAGTCCTTG

Rv: CTAGGTAAATGTGTIGAAAAGG

Fw:AGTAGATAATATGGGCAGCACAGC

Rv: ATGGCAGTGAAAGGCTCAATC

Fw:GCTGCCCAGGAGTCTTCTG

Rv: TCTATTTTACTTGTGCCAGATCCAG

Fw:AAGTTGACCCATCCTCCAAAC

Rv: TCTtCTCAGGTTCATtrCTGTG

Fw:ACTTTGCCAATCGTTCCATC

Rv: AATAATTTGTGTTCTGTAAGCGAGG

fw;TAACCCCACAGATTTCCAAC

Rv:GCCAACAArGTCTAACACCC

271

219

30S

292

304

243

25

35

30

30

30

30

50

55

59

60

59

50

30

30

55

59 J

1
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1
1 Rv; TGAGTGTGTGTGTGTGTATGTGTGTG

1 I
pI

I
.X:9557-9 IFw:GGTTTTCTCTGTCCCCTGTTCA€C 294 ! 30

I
60

I
Rv: TGAGTTTTATTTAGGTCCTTCeCAGATe

1¡ ¡
n')

I DJ8494 Fw:CTAGGGATTCTA~GGCTGGATCTGG 195

I
3D I 60I-'~

1

Rv:AGTCAAAAGTGTGATCTGGAATAGTGTG I
p3

1

NM_" \38897 fw: GACTICCTICTiiCTACACTCTG 38\ 30 e_MRv: ACTGCCCAAeTTATATCCAG

~¡96-- f---c~ ~

1) Fw:CGTGAGGAACGCCATTGTCC 301 35 60

1 Rv:GTGTACGCACTGCCGTC~CATG
1t U95368 Fw:GCAAAGGACTCAGAAGAAGTCAAT 260 35 58

Rv:GttAAtATAAAAATCAAAGGAAAC

e AF419333 1 Fw: AAAGGGGATGCTGACAGTATC

1

211 30 58

Rv:AGGAAAGAGGGAAGAGGAAAC

e U92284 Fw:GTTTGTGTGTGAGATTGTTACCTATG 250 30 58

Rv:GAAGAAGAATGTAATGGGGAAAAG

j GAPDH

I
Ml7701 Fw:GTGGAeATTGTTGeCATCAACGAC

I
336

I
30 58

Rv:TTTCTCGTGGTTCACACCCATCA

Rv:AAGACACACTTTGGGATGACTG

~~~-Y-I-·--r~X57514 f.W:~C'Í'TAGTCCAATATAATCAC --T H 20S . ~ _¿,un ¡--TI
1---·-Y2~~~-!L~LO¡~49~7~'-'-+-:- .•-:~T::::~~:G i 266 I 35 ISO-l

j y3 X63324 1 Fw: G'fG'i1ACC'IT'tCAGCAGGA'fGGG I 212 ¡ ¿? 1 ¿? 1

5.7.4. Western Dlot

Los experimentos de Western Blot fueron empleados para determinar los niveles de expresión

relativos para tres subunidades dd receptor GABA-A (0.3, $ Y12) en VP de ratas control, ratas sometidas

al pinchazo en la cola y al nado forzado, detectando al mismo tiempo los niveles de expresión de la

proteína citoesquelética a4ubulina como estándar interno. VP bilaterales de ratas fueron disecados

posterior al Dia-2 o Dia-& de ratas control, pinchazo en la cola y nado forzado tal y como ha sido descrito

en la sección anterior (sección 5.7.3). Las muestras fueron colectadas de manera independiente para cada

grupo experimental, usando ílTI 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 homogenización (20 mM Tris~HC1, 137 mM

NaCi, 2mM EDTÁ, I mM DTT, 1 mM PMSF, 0.1 mM Na3V04, 1mM NaF, 10 mM f:\-glicerol fosfato, 1

% nonidet P-40, 1O ~tg/ml leupeptina, 5 ~lg/ml de aprotinina, pH 7.4 Y a 4 oC, La concentración total de

proteínas fue estimado mediante el método de Bradford r194]. Posteriormente las muestras fueron

diluidas en buffer SDS (lO % glicerol, 143 mM f:\-mercaptoetanol, 187.5 mM Tris-Hel, 0.1 % azul

bromofenol, y 22.9 mM SDS en buffer de homogenización, pH 7.4) a una concentración final de

proteínas de 5 Ilg/Ill, llevadas a 100 Oc por 10 minutos y guardadas a -20 Oc hasta su uso.

Las muestras desnaturalizadas de proteínas fueron separadas electtoforéticamente en un gel de 12

% poliacrilamida-SDS (ISO }lg/pozo) a 100 V Ytransferidos a una membrana de nitrocelulosa (0.45 }lm)

(Hybond ECL, Amersham GE Healthcare, Nomega). La transferencia de proteínas a la membrana se

verificó mediante la tinción de Ponceau. Para la inmunodetección de las subunidades de interés, los blots

fueron bloqueados de la siguiente manera: para a,3, 2 horas de incubación en TBST y 5 % de caseína; para

3, 1 hora en TBST y leche descremada al 5 %; para y2, 2 horas en TBST y 5% caseina-I % BSA

Seguidamente, la incubación con anticuerpos primarios policlonales se realizó a 4 oC durante 18 horas tal

y como se indica a continuación: para 113, dilución 1: 100 de GABAA RI13 N-19 (sc-7353, Santa Cruz

Biotechnology, CA, USA); para 3, dilución 1:500 de GABAA Ro H-IOO (sc-25705, Santa Cruz); para y2,

1:550 de rabbit-polyckmal IgG anti-r2 suburíit (AB5954, Millipore, MA, USA). La incubación con

anticuerpos secundarios acoplados a peroxídasa de rábano picante (rgG-HRP) se realizó durante 1 hora a

temperatura ambiente con donkey anti-goat JgG-HRP (sc-2020, Santa Cmz) diluido a 1.4500 para

detectar 113 y goat anti-rabbit IgG-HRP (AP 187P, Millipote) diluido a 1:5000 para o y 1:6000 para y2. La

inmunoreactividad se logró mediante el uso de solucíón quimioluminiscente (SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, IL, USA), Y películas de rayos X fueron expuestos a los

blots bajo condiciones no saturantes. Los blots fueron desnudados de la presencia de complejos

anticuerpo primarioisecundario mediante el uso de solución Stripping (Restore Westem blot Stripping

Buffer, Thermo Scientific) durante 10 minutos a temperatura ambiente, bloqueados 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 (sc-2020, Santa Cruz) para

su detección quimioluminiscente, Finalmente, las bandas para las subunidades GABA-A y del estándar

interno fueron digitalizados en condiciones no saturantes con un sistema CCD, Gel Logic lmaging

System (Kodak) y las densidades de las bandas cuantificadas con el software Molecular Imaging Software

(V 4.0.1) (Kodak), para los gmpos control, pinchazo en la cola y nado for7..ado, para posteriormente ser

norrrtalizados respecto a la densidad de la banda del estándar interno dé la misma manéra como

previamente ha sido explicado. Las condiciones de Westem blot fueron verificados usando extracto de
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proteína total cerebelar como control positivo. Cada experimento fue realizado de manera independiente

al menos tres veces antes de proceder con el análisis estadistico correspondiente. Los datos son

representados como el promedio ± SEM del radio de variación de expresión respecto al grupo control, y

para determinar diferencias significativas en los niveles de expresión de cada subunidad, los grupos

control, pinchazo en la cola y nado furzado fueron comparados mediante el ÁNOVÁ de una vía, seguido

del post-test de Dunnet La significancia estadística fue determinada a un p<0,05,

5.8. Análisis histológicos

Los análisis histológicos fueron empleados para verificar de manera precisa la localización final

de ias sondas de microdiáiisis e inyectores implantados. Las ratas recibieron una sobredosis de

fenobarbital sódico y fueron perfundidas transcardíacamente con 0.1 M PBS a pH 7.4 seguido de 4 %.

formaldehido en 0.1 M PBS a pH 7.4. Pata el caso de los ratones, los mismos fueron sácrificados en una

cámara de CO2 la cual indujo la muerte rápida 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 MPBS a pH 7.4 por 48 horas antes de seccionarlos de manera

coronal a 40 ~m de grueso hasta que la lesión del inyector o la sonda de microdiálisis fuese

completamente expuesta,

6. RESULTADOS

6.1. Factores ambientales que afectan la conducta en ratas

6.1.1 El nado forzado incrementa la actividad GABAérgica en elVP pOf un mecanismo d!ferente al

inducido por la prueba de pinchazo en la cola

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

Durante la prueba de nado forzado, los niveles extracelulares de GABA en el VP Incrementaron

significativamente a 219,6 ± 13.2 % para el Dia-1 ya 152,8 ± 16.7 % para el Dia-2 con respecto a los

niveles basaÍes de CiABA antes de la prueba. Este incremento significativo ocurrió únicamente durante el

período de nado forzado, por lo cual, finalizada la sesión los niveles de GABA retomaron a los niveles
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basales originales para ambos días de la prueba (Día~l: F(13,312)=13.51, p<O.OOOl; Día~2:

F(l2,288)=7.733, p<O.OOOl; n=14) (Figura 9A). El incremento en los niveles de extracelulares de GABA

durante la prueba de nado forzado resultaron ser diferentes entre ambos días, esto al ser comparados por

el análisis de varianza de dos vías (F=34.81, df= 11576, p<O.OOO 1). Al comparar los niveles extracelulares

basales absolutos de GABA en el VP~ se encontró que los mismos estaban incrementados

significativamente al inicio del segundo día de la prueba de nado forzado (Día-I: 1.50 ± 0.14 nM; Día-2:

2.84 ± 0.16 nM; t(12)=8.253, p<O.OOOl) (Figura 9B).

A

250

50

Nado Forzado

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Minutos

r---t ¡ t
i , i ,

0'5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Horas

B

Día-l

****

Día-2

Figura 9: (A) Porcentaje de variació/l de los niveles extracelulares de GABA respecto a los /liveles

basales de ratas sometidas a la prueba de nado forzado. *p<0.05; **p<0.01; ***p<O. 001. (B) Los niveles

basales absolutos de GASA se incrementaron significativamente al Día-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 únicamente durante la

etapa de estrés a un 164,2 ± 26.9 % en el primer día de la prueba (F(6, 144)=2.46, p<O.OOl). En contraste,

el segundo día de la prueba redujo de manera significativa los niveles de GABA por debajo de los niveles

basales (78,0 ± 7,2 %) únicamente durante la fase de pinchazo ligero en la cola (F(6,144)=1.867, p<0.02).

También se encontró que la manera como variaron los niveles de GABA durante la prueba para ambos

días fue estadísticamente significativa (F=13.20, df=I/288, p<0.004). Los niveles basales extracelulares

absolutos entre ambos días de la prueba no resultaron estar alterados de manera significativa (Dia-l: 1.26

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

La vigabatrina (20 Ilg/ml) perfundida a través de la sonda de microdiálisis implantada en el VP

demostró ser capaz de incrementar de manera significativa los niveles extracelulares deGABA en esta

área cerebral (ver niveles de GABA a los minutos 15 y 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 acción de la vigabatrina (ver niveles de GABA a los minutos 25 y 30,

Figura JJ). 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<O.OOOI). La aplicación de un pulso de solución vehículo para

vigabatrina (0.9% NaCI) por sí mismo no fue capaz de incrementar los niveles extracelulares de GABA

en el VP(ver niveles de GABAa los minutos 15 y 20, Figura JI), mientras que un incremento de menor

magnitud. respecto a las ratas que recibieron vigabatrinafue registrado durante la etapa de nado forzado

(F(6,54)=17.12, p<O.OOOI). Al comparar ambos tratamientos (vehículo vs. vigabatrina) se encontró que la

vigabatrinagenera cambios significativos en como los niveles extracelulares deGABA en el VP cambian

respecto al tiempo (F=25.90, df=1/108, p<O.0004).
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Figura 10: Porcentqje de variación 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 día de la prueba, mientras que para el segundo día los niveles de

GABA fueron reducidos respecto a la línea base.

6.1.3. El tono GABAérgico del VP determina el grado de motivación emocional
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6.1.3.1. Efecto de microinyecciones de vigabatrina, bicuculina y vehículo en el VP sobre las conductas de

motivación en el nado forzado

Cuando la vigabatrina fue directamente microinyectada en el VP 5 minutos antes del segundo día

de la pmeba de nado forzado, las ratas incrementaron de manera significativa y dosis-dependiente las

conductas de inmovilidad, respecto a ratas que recibieron microinyecciones de vehículo (0,9 % NaCl)

(Y=24.17x+26.35; R=0.9) (ver Tabla 3 y Figura 12). De manera contraria, microinyecciones de

bicucuJina en el VP redujo de manera significativa los tiempos de inmovilidad en ratas (Tabla 3).

Microinyecciones de vigabatrina (10 l1g/hemisferio) a 2,5 mm por encima (dorsal) del VP genero un

efecto conductual opuesto al observado cuando las ratas recibieron microínyeccíones en el VP; el cual

consistió en una reducción significativa en las conductas de inmovilidad en ratas (F(5,56)=15.72,

p<O.OOOl) (Figura 12).
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Figura 11: La vigabatrina (20flg/ml) administrada durante 20 minutos por diálisis reversa en el VP de

ratas incrementó significativamente los niveles de GABA (ver tiempo a 15 y 20 min) en comparación con

ratas que recibieron un pulso de vehículo (control). El nado forzado incrementó significativamente los

niveles de GABA en ratas que recibían un pulso de vehículo durante la etapa de nado forzado; sin

embargo, este incremento fue mayor para el caso de las ratas que simultáneamente recibían 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<O. 01; ***p<O. 0001.
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6.1.3.2. Electo de microinyecciones de vigabatrina, bicuculina y vehículo en el VP sobre la preferencia

por la sOlución de sacarosa

Ratas que reeibicíOn mieroinyeeeioncs de vigabatrina (10 ¡.tg/hemisferio) en el VP rcdujcíOn de

manera significativa la preterencia por una solución de sacarosa en comparación con aquellas ratas que

recibieron una microinyección de vehículo; sin embargo, la hicuculina microinyectada en el VP no fue

capaz de modificar la preferencia de las ratas por la solución de sacarosa (vehículQ: 0.85 ± 0.03, n=10;

vigabatrina: 0.73 ± 0.03 n=1 O; bicuculina: 0.86 ± 0.03, n=l O) (F(2,27)=6.728, p<O.OOS) (Figura 13).

Tabla 3: Tiempo total en segundos (seg) de las conductas de lucha e inmovilidad, y la diferencia entre

ambos dias (dia2 - dial) en ratas sometidas a la prueba de nado forzado y que recibieron una única

microinyección bilateral en el VP 5 minuto." antes de la segunda sesión de nado (dfa-2). Cada

microinyección consistió en administrar vehículo, vigabatrina (5, 10 Y 15 pg/hemisferio), ó bicuculina

(0.1 ,ltg/hemisferio). Un grupo diferente de ratas también recibieron una microinyección bilateral de

vigabatrina (/0 pg/hemisferio) a 2.5 mm por encima del VP (dorsal) como control anatómico negativo.

ns~ no sign!ficativo.

Lucha (seg) Inmovilídad (seg)

Día-I Día-2 Día2~Día 1 Día-I Día·2 Día2= Día I n p

Vehículo 229.8 ± 31.4 183.3 ± 25.6 -46.5 ± 16.4 370.3±31.4 416.8 ± 25.6 46.5 ± 16.4 12 ns

Vígabatrina 5 /lg 295.0± 28.6 225.1 ± 22.0 -69.9 ± 14.5 305.0± 28.6 374.9± 22.0 69.9 ± 14.5 11 ns

Vigabatrina 10 /lg 21O.6±42.9 90.1 ±14.5 I - !l0.5 ± IIt9 3lSl).4± 42.1) 501).9± 24.5 120.5 ± 1lS.1)
1

11 <0.01

Vigabatrina 15 ~Ig 21B±288 103,1±16.8 ·1l0.2±16.3 359.6±3V 504,7 ± 22,3 11O,2±16,3 II <0,05

Bicuculina 0.1 /lg 208.9±25.6 241.9±26.2 33.0±16.6 391.1± 25.9 358.1± 26.2 -33.0± 16.6 10 <0.01

I Por encima del VP 265.9 ± 15.8 312.6±28.0 46.7 ± 18.4 334.1 ± 15.8 287.4 ± 28.0 -46.7 ± 18.4 7 <0.01
I Vigabatrilla 10 ~g
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6.1.3.3. Efecto de microinyecciones de vif{abatrina, bicuculina y vehículo en el VP sobre la actividad

locomotora

Microinyecciones de vigabatrina en el VP (10 Ilglhemisferio) no produjo cambios significativos

en la actividad locomotora de ratas (98.4 ±14.7 cuentas, n==IO), respecto a la actividad locomotora

exhibida por ratas que recibieron microinyecciones de vehículo (90.3 ± 5.5 cuentas, n==lO); sin embargo,

microinyecciones de bicuculina en el VP si fueron capaz de incrementar dicha actividad (217 ± 23.3

cuentas, n=lO) (F(2,27)=19.21, p<O.OOOJ) (Figura 14).

6.1.4. El nado forzado y la prueba de pinchazo en la cola determinan cambios rápidos selectivos en la

expresión de ARNm de subunidades de GABA-A y cambios lentos en la expresión de su

correspondiente protelna

6.1.4.1. Patrón de expresión 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, únicamente 17 se lograron

amplificar por RT-pCR a partir de ARNm obtenido de extracto total cerebral (no fue posible amplifícar

las subunidades yl 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 suhunidades del

receptor GABA-A: al-98%, a2-99%, «3-100%, a4-95%, a5-99%, a6-95%, ~1-99%, ~2-1 00%, ~3-95%,

y2-95%, ó-97%, e·99%, 0·100%, n-99%, pl·100%, p2·99%, p)·100%. Los porcentfties de identidad

nucleotídica (:::>:95%) sirvió para confirmar que los cebadores diseñados para este estudio efectivamente

amplificaron regiones de ADN correspondientes 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 sesión de nado forzado, no fue posible detectar la expresión de ARNm para las

subunidades a4, a6, ~3 y pI, mientras que las subunidades al, a2, aS, ~l, ~2, e, n, e, p2 y p3, aunque

estas si pudieron ser detectadas por el método, las mismas no cambiaron su patrón de expresión para los

dit~rentes tratamientos apli<;;ados a las ratas (Nado t"Qrzado, pinchazo en la <;;ola y controles). Por el

contrario, las subunidades a3, 8, y y2 expresadas en el VP de ratas mostraron cambios significativos en

los niveles de expresión relativa de ARNm cuando las ratas fueron sometidas a la prueba de nado forzado.

Finalizado el segundo día de nado forzado, se pudo detectar un incremento significativo en la expresión

de la subllnidad 8 (F(2,9)=4A89, p<O.OS, n=4), mientras que las subunidades a3 y y2 redujeron los

niveles de expresión respecto a ratas no sometidas a ningún tratamiento conductual (control) (a3:

F{2,I2)=4.329, p<O.04, n=5; y2: F(5,15)=4.656, p<O.03, n=6) (Figura 15). Los niveles de expresión de
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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. Patrón de expresión de proteínas 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 expresión de ARNm luego de que las ratas fueron sometidas a las

pruebas de pinchazo ligero en la cola y de nado forzado, procedí a verificar si sus correspondientes

proteínas mostraban el mismo patrón de expresión en el VP. De esta manera, emplee el método de

Westem blot para identificar los niveles de expresión de las subunidades a3, oyy2 del receptor GABA-A

en el VP de ratas sometidas a las mismas pruebas conductuales utilizadas en la sección anterior. Sin

embargo, los niveles de expresión de la subunidad a3 (proteína) nunca pudo ser detectada por este método

para ninguno de los grupos experimentales o controles empleados. Por su parte, aunque las subunidades o

y y2 pudieron ser detectadas por este método, las mismas no mostraron cambios significativos en los

niveles de expresión de sus proteínas luego de que las ratas fueron sometidas a dos sesiones consecutivas

para las pruebas de pinchazo ligero en la cola y del nado forzado (Índices de expresión Dia-2: o-pinchazo

en la cola: 0.06 ± 0.11; o-nado forzado: 0.22 ± 0.24, n=3)( Índices de expresión 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, procedí

nuevamente a analizar los patrones de expresión proteica para estas subunidades pero en esta ocasión

esperando 6 días extras antes de proceder con las disecciones bilaterales de los VP de ratas (equivalente al

Dia-8). De manera interesante, en esta ocasión fue posible detectar cambios significativos en la expresión

para las subunidades oyy2 durante la prueba de nado forzado en la misma dirección de cambio de

expresión de sus correspondientes ARNm (Índices de expresión Dia-8: o-pinchazo en la cola: 0.07 ± 0.24;

o-nado forzado: 0.93 ± 0.19; F(2,6)=8.498, p<0.02, n=3) (Índices de expresión 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

ocasión nuevamente no fue posible detectar por el método la subunidad a3.
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Figura 12: Diferencias entre los tiempos de inmovilidad de ratas (dia2 - díal) sometidas a la prueba de

nado forzado. Ratas que recibieron microinyecciones intra- VP de vigabatrina (Vig) ji/eran más inmóviles

respecto a ratas que recibieron microinyecciones de vehículo (dosis de 10 Y 15 jig 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

jig/hemisferio a 2.5 mm por encima del VP (coordenada ventral). *p<O,05; **p<O.01.
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Tabla 4: Índice de expresión de ARNm de subunidades del receptor GABA-A en ratas sometidas a la

prueba de pinchazo en la cola y del nado forzado, comparadas respecto a los niveles de expresión en

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

Índice de expresión GABAA-R (ARNm)

Gen Pinchazo en la cola Nado forzado n

GABAARal -0.11 ± 0.07 -0.14 ± 0.20 3

GABAARa2 -0.08 ± 0.15 -0.02 ± 0.32 5

GABAA Ra3 -0.39 ± 0.19 -0.53 ± 0.12* 5

GABAARa4 No expresado 3

GABAARa5 -0.05 ± 0.13 -0.16±0.31 4

GABAARa6 No expresado 3

GABAARpl 0.06± 0.06 0.11 ±0.09 3

GABAARp2 -0.07 ± 0.07 -0.08 ± 0.12 4

GABAARp3 No expresado 3

GABAARo 0.25 ± 0.22 0.59 ± 0.10* 4

GABAARy2 -0.28 ± 0.13 -0.50 ± 0.16* 6

GABAARO -0.32 ± 0.24 -0.51±0.31 3

GABAA Rn: -0.02 ± 0.02 -0.36 ± 0.28 3

GABAARE 0.51 ± 0.27 -0.04 ± 0.20 3

GABAARpl No expresado 3

GABAARp2 0.03 ± 0.12 0.36 ± 0.42 4

GABAA Rp3 0.07 ± 0.12 0.12 ± 0.55 4
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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

día de las pruebas, en relación a los niveles de expresión del gen estándar interno GAPDH Las

subunidades a3 y y2 redujeron sus niveles de expresión luego de la prueba de nado forzado mientras que

la subunidad r5 aumentó su expresión. (B)Índice de expresión 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 índices de expresión ± SEM Cuatro subunidades (a4, a6, {33 y pI) no fueron detectadas en esta

región cerebral bajo ninguna condición experimental, mientras que las subunidades a3 y y2 fueron

significativamente sub-expresadas luego de la prueba de nado forzado. De manera contraria, la

subunidad r5 incremento significativamente su expresión luego del la prueba de nado forzado. No se

encontraron diferencias significativas en la expresión del ARNm para las subunidades al, a5, {3I, {32, 1í,

e, e, p2 y p3. *p<0.05.
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Figura 16: (A) Expresión proteica de las subunidades a3, (j y y2 en el VP de ratas sometidas a las

pruebas de pinchazo ligero en la cola (pe) y nado forzado (NF) y controles (e), Los niveles de expresión

relativos de cada subunidad se contrastaron respecto a los niveles de expresión de la proteína

citoesquelética a-tubu/ina. (B) El índice de expresión para cada subunidad esta expresado como el

promedio ± SEM La subunidad (j incrementó sus niveles de expresión relativa en el VP de ratas 6 días

(Día-8 del test) luego de culminada la prueba de nado forzado, mientras que la subunidad y redujo su

expresión para este grupo experimental. Por otro lado, la subunidad a3 no fue detectada en el VP en

ninguna condición conductual. *p<O.05, p<O.Ol.
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6.2. Mecanismos genéticos que afectan la conducta en ratones

6.2.1. La ablación selectiva de la expresión de ErbB4 en neuronas TH+ de ratones no generafenotipos

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

6.2.1.1. Niveles de ansiedad basales de ratones TH-Cre ErbB4jloxed

Laberinto elevado en cruz

Los ratones TH-Cre ErbB4jloxed no mostraron diferencias significativas en los niveles de

ansiedad basal en relación 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 ErbB4jloxed (n=28) permanecieron 238 ± 7 s en

esta región del laberinto. Por su parte, los ratones controles estuvieron 16 ± 3 s en los brazos abiertos

mientras que los TH-Cre ErbB4jloxed permanecieron 14 ± 3 s en los mismos.

Aversión a comer en ambientes novedosos

En esta prueba, únicamente los ratones de genotipo ErbB4-/- mostraron tener menores niveles de

ansiedad basal respecto a sus correspondientes controles cuando se empleo la prueba de aversión a comer

en ambientes novedosos. En este sentido, los tiempos de latencia para los ratones ErbB4-/- fue de 129 ±

25 s (n=ll) mientras que los tiempos para sus controles fueron de 347 ± 39 s (n=16) (t(25)=4.28,

p=O.0002). Por su parte, los ratones con genotipos TH-Cre ErbB4jloxed no mostraron diferencias en los

tiempos de latencia respecto a sus controles (control: 323 ± 25 s, n=18; TH-Cre ErbB4jloxed: 279 ± 32 s,

n=14); así como tampoco los ratones PV-Cre ErbB4jloxed tuvieron diferencias significativas en los

tiempos de latencia al ser comparados con sus correspondientes controles (control: 355 ± 46 s, n=12; PV

Cre ErbB4jloxed: 289 ± 37 s, n=18) (Figura 17).

6.2.1.2. Actividad locomotora basal de ratones TH-Cre ErbB4jloxed

La actividad locomotora basal que exhiben los ratones TH-Cre ErbB4jloxed fue comparada

respecto a sus correspondientes controles, empleando para ello la prueba de campo abierto. Los ratones

TH-Cre ErbB4jloxed no mostraron diferencias significativas en dicha actividad locomotora basal cuando

esta se comparó con su correspondiente control (control: 45 ± 4 m, n=19; TH-Cre ErbB4jloxed: 49 ± 3 m,

n=22).
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Figura 17: Test de aversión a comer en ambientes novedosos. Los tiempos de latencias indican los

niveles basales de ansiedad basales para los diferentes genotipos estudiados. Únicamente los ratones

ErbB4-/- exhibieron tiempos de latencia significativamente menores respecto a sus correspondientes

controles (W1J. ***p=O.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 sensibilidadpor la anfetamina

Ratones ErbB4 -/- y PV-Cre ErbB4floxed mostraron ser más 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 ratón

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

Tabla 6 (TH-Cre ErbB4jloxedvs. Control) y Tabla 7 (PV-Cre ErbB4jloxed).

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-/- n Prueba t

O 0.50 ± 0.02 6 0.36 ± 0.04 6 t(lO)=3.166, p=0.0101

0.5 0.35 ± 0.05 10 0.64 ± 0.08 8 t(l6)=3.186, p=0.0057

1.5 1.51 ± 0.33 6 1.23 ± 0.35 8 NS

2.5 1.78 ± 0.37 6 2.96± 0.24 5 t(9)=2.572, p=0.030 I

Tabla 6: Radio de la actividad motora en ratones TH-Cre ErbB4jloxed y control luego de inyectar

anfetamina sistémicamente. NS-no significativo.

Anfetamina (mg/kg) Control-TH n TH-Cre ErbB4jloxed n Prueba t

O 0.47 ± 0.10 6 0.51 ± 0.07 5 NS

1.5 0.20 ± 0.04 6 0.34 ± 0.06 6 NS

2.5 1.14 ± 0.39 6 1.20 ± 0.65 5 NS

3.5 1.54 ± 0.16 5 1.44 ± 0.29 6 NS

Tabla 7: Radio de la actividad motora en ratones PV-Cre ErbB4jloxed y control luego de inyectar

anfetamina sistémicamente. NS-no significativo.

Anfetamina (mglkg) Control-PV n PV-Cre ErbB4jloxed n Prueba t

O 0.30 ± 0.03 8 0.32 ± 0.03 8 NS

1.5 0.40 ± 0.12 6 0.33 ± 0.11 6 NS

2.5 0.39 ± 0.23 5 2.03 ± 0.44 8 t(lI)=2.767, p=0.0183

3.5 0.80 ± 0.28 7 1.34 ± 0.34 8 NS

4.5 2.00 ± 0.56 8 1.10±0.30 8 NS
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Figura 18: Radio de la actividad motora en
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6.2.2. El incremento en los niveles de DA en el CAl del hipocampo dorsal dependientes de la

seiialización del sistema NRGI-ErbB4 está afectada en ratones ErbB4-/- y TH-Cre ErbB4floxed pero

no en ratones PV-Cre ErbB4floxed

En general, la NRG l~-EGF-Iikea 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, así 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 área cerebral. Los datos y estadísticas 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 vehículo en lugar de

NRG 1 Yno se detectaron cambios significativos en los niveles extracelu1ares 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 variación respecto a los niveles basales cuando es aplicado

por diálisis reversa un pulso de 1 nM de NRG1p-EGF-like en esta misma región cerebral.

Dopamina

Genotipo Nivel basal (nM) I Prueba t Pulso NRGl (l nM) r ANOVA una vía ANOVA dos vías n

Control-ErbB4-/- 0,83 ± 0,22 244,1 ± 75,17 % 17(4,36) -2,938 F - 30,74 5

os p= 0,0102 df= 1/63

ErbB4-/- 0,59± 0,14
f---

93,16 ± 4,44 % os p= 0,0009 4

Control-TH 0,56 ± 0,15 244,6 ± 34,23 % F(5,45) = 5,074 F=8,15 6

t(1O) = 2,282 P < 0,0001 df= 1190

TH-Cre ErbB4jloxed 2,04 ± 0,63 p= 0,0456 F(5,45) = 3,710 p=0,0171
f---

94,36 ± 10,44 % 6

p=0,0015

Control-PV 0,73 ± 0,09 323,0 ± 77,07 % F(5,45) = 5,276 6

ns p< 0,0001 ns

PV-Cre ErbB4jloxed 1,19 ± 0,44 319,0 ± 77,42 % F(4,36) = 7,392
f---

5

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 variación respecto a los niveles basales cuando es aplicado

por diálisis reversa un pulso de 1 nMde NRG IfJ-EGF-like en esta misma región cerebral.

DOPAC

Genotipo Nivel basal (nM) 1 Prueba t Pulso NRGl (10M) I ANOVA una vía ANOVA dos vías n

Control-ErbB4-/- 6,51 ± 0,49 162,8 ± 40,75 % F(4,36) - 4,153 5

t(7) ~ 3,365 P ~ 0,001

~

ErbB4-/- 4,21 ± 0,45 p ~ 0,012 116,2±3,41 % F(3,27) ~ 4,92 ns 4

p ~0,0006

Control-TH 9,5 ± 2,34 111,3 ± 6,33 % F(5,45) ~ 10,93 6

ns p < 0,0001

1---
TH-Cre ErbB4floxed 10,78 ± 3,32 113,5± 11,36% F(5,45) ~ 10,3 J ns 6

p < 0,0001

Control-PV 8,09 ± 0,66 146,6 ± 25,52 % F(5,45)~4,581 6

ns p ~ 0,0003

1---
PV-Cre ErbB4floxed 10,0 ± 3,29 150,9 ± 24,80 % F(4,36) ~ 8,526 ns 5

p < 0,0001

Tabla 10: Niveles extracelulares basales de HVA (nM) en el CAl del hipocampo dorsal de ratones

empleados en este estudio, y porcentqjes de variación respecto a los niveles basales cuando es aplicado
por diálisis reversa un pulso de 1 nM de NRGlfJ-EGF-like en esta misma región cerebral.

HVA

Genotipo Nivel basal (nM) 1 Prueba t Pulso NRGl (InM) I ANOVA una vía ANOVA dos vías n

Control-ErbB4-/- 27,63 ± 2,31 128,7 ± 18,89 % F(4,36) - 2,583 5

t(7) ~ 3,11 P ~ 0,0028

1---
ErbB4-/- 18,72 ± 1,34 p~0,0171 115,0 ± 4,76 % F(3,27) ~ 2,84 ns 4

p~O,OI72

Control-TH 30,91 ± 5,76 105, 7 ± 6,31 % F(5,45) - 3,976 6

ns p ~0,0009

1-
TH-Cre ErbB4floxed 38,11 ± 5,28 106,4 ± 5,46 % F(5,45) ~ 4,688 ns 6

p~ 0,0002

Control-PV 32,48 ± 4,81 129,9 ± 15,75 % F(5,45) ~ 3,026 6

ns p ~ 0,0065

PV-Cre ErbB4floxed 38,45 ± 7,62 188,5 ± 44,56 % F(4,36) ~ 3,419 ns r---s
p=0,0039

57

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



A

400

B

--- Control-ErbB4 -/-
-O- ErbB4 -/-

·60 -45 ·30 ·15

--- Control-TH
-o- TH-Cre ErbB4floxed

3.0

!i? 2.5

oS
~ 2.0

~ 1.5
e
.~ 1.0
c.
O
0 0.5

15 30 45 60 75 90 105 120 135
Tiempo (min)

3.0

!i? 2.5

e
::: 2.0

"..
~ 1.5
e
'E:l 1.0
o

0 0.5

:l:A...~
",.

v·o

e
-60 -45 -30 -15

--- Controi-PV
-o- PV-Cre ErbB4floxed

15 30 45 60
Tiempo (min)

75

3.0

~ 2.5
::ii
~ 2.0

m
~ 1.5
e

.~ 1.0
c.
8 0.5

0.0

90 105 120 135

-60 -45 -30 -15 15 30 45 60
Tiempo (min)

75 90 105 120 135

Figura 19: Porcentaje de variación de los niveles extracelulares de dopamina en el CAl del hipocampo
dorsal para ratones ErbB4 -/- y controles (A), ratones TH-Cre ErbB4floxed y controles (B), y ratones
PV-Cre ErbB4jloxed y controles (C), que recibieron un pulso de NRGl-fJ lnM durante 15 minutos
(indicado en gris). Los cambios expresados son relativos a los niveles extracelulares basales también
expresados en cada caso. *p<O.05, **p<O.Ol.
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Figura 20: Porcentaje de variación de los niveles extracelulares de DOPAC en el CAl del hipocampo
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Figura 21: Porcentaje de variación de los niveles extracelulares de DOPAC en el ("'Al del hipocampo

dorsal para ratones ErbB4 -/- y controles (A), ratones TH-Cre ErbB4jloxed y controles (B), y ratones
PV-Cre ErbB4jloxed y controles (C), que recibieron un pulso de NRG1-fJ lnM durante 15 minutos

(indicado en gris). Los cambios expresados son relativos a los niveles extracelulares basales también

expresados en cada caso. *p<0.05, **p<O.Ol.
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6.2.3. Los terminales DA del CAl del hipocampo dorsal de todos los genotipos de ratones estudiados

son funcionales

La aplicación de un pulso de KCI 50 mM durante 15 minutos en el CAl 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, así como el análisis estadístico para cada tratamiento son presentados en la

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

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

pulso de KC150 nM en el CAl del hipocampo dorsal bilateralmente.

Dopamina

Genotipo Pulso KCI (50mM) ANOVA una vía ANOVA dos vías n

Control-ErbB4-/- 228,7 ± 13,49 % F(2, 10)=24,53; p<O,OOOI 3

ErbB4-/- 273,2 ± 28,08 % F(2,1 0)=7,48; p=0,0037 F=8,07; dj=1/20; p=O,0468 T
Control-TH 232,1 ± 24,94 % F(3, 15)=4,258; p=O,O 13 I 4

TH-Cre ErbB4floxed 423,2 ± 131,0 % F(2, I0)=3,584; p=0,0407 ns 7
Control-PV 227,1 ± 3,46 % F(2, 10)=4,749; p=O,0247 3

PV-Cre ErbB4floxed 197,4 ± 2,76 % F(2, I0)=6,63; p=O,0057 ns ~

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 (50mM) ANOVA una vía ANOVA dos vías n

Control-ErbB4-/- 120,3 ± 22,82 % ns 3

ErbB4-/- 124,0 ± 16,99 % F(2,1O)=4,333; p=O,0233 ns ~

Control-TH 127,5 ± 8,72 % F(3, 15)=4,258; p=0,0 I3 I 4

TH-Cre ErbB4floxed 161,0 ± 18,14 % F(2, I0)=5,032; p=O,O I46 ns ~

Control-PV 160,2 ± 9,53 % F(2, 10)=3,992; p=O,0299 3

PV-Cre ErbB4floxed 127,5 ± 7,24 % F(2, I0)=4,808; p=O,O I69 ns 7
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Tabla 13: Porcentaje de incremento de HVA respecto a los niveles basales en ratones que recibieron un

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

HVA

Genotipo Pulso KCI (50mM) ANOVA una vía ANOVA dos vías n

Control-ErbB4-/- 90,67 ± 11,34 % F(2, 10)=3,725; p=0,0365 3

ErbB4-/- 94,50± 17,46% ns ns ~

Control-TH 98,35 ± 5,045 % F(3,15)=1O,38; p=0,OOO2 4

TH-Cre ErbB4jloxed 107,7 ± 5,074 % F(2,1O)=7,328; p=0,004 F=28,59; d.f-=l/20; p=O,OO59 ~

Control-PV 139,8± 16,19% ns 3

PV-Cre ErbB4jloxed 1l0,4±5,431 % ns ns ~

6.2.4. La prueha de pinchazo ligero en la cola genera una híper-respuesta DA en ratones PV-Cre

ErbB4floxedpero no en ratones ErhB4-/- y TH-Cre ErbB4floxed

Todos los ratones sometidos a la prueba de pinchazo en la cola (con la excepción de los ratones

de genotipo TR-Cre ErbB4jloxed) incrementaron de manera significativa los niveles de DA CA l 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 vía ANOVA dos vías n

Control-ErbB4-/- 216,7 ± 23,23 % F(3,18)=2,803; p=0,0418 4

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 3

-
TH-Cre ErbB4jloxed 121,6 ± 9,99 % ns ns 3

Control-PV 264,0±21,39% F(2,12)=45,28; p<O,OOOl 3

PV-Cre ErbB4jloxed 394,4 ± 46,26 % F(2,12)=21,04; p<O,OOOI F=5,96; d.f-=1/24; p=O,0711 ~
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Tabla 15: Porcentaje de incremento de DOPAC respecto a los niveles basales en el CAl del hipocampo

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

DOPAC

Genotipo Estrés agudo ANOVA una vía ANOVA dos vías n

Control-ErbB4-1- 109,4 ± 4,71 % os 4

'---
ErbB4-1- 97,63 ± 3,82 % ns ns 3

Control-TH 99,50 ± 17,92 % ns 3

TH-Cre ErbB4jloxed 97,77 ± 1,73 % F(2, 12)=3,543; p=0,0296 ns ~

Control-PV 104,6± 1,27% ns 3

PV-Cre ErbB4jloxed 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 vía ANOVA dos vías n

Control-ErbB4-1- 101,7 ± 3,42 % ns 4

f---
ErbB4-1- 91,27 ± 4,12 % ns ns 3

Control-TH 102,8 ± 4,67 % F(2,12)=6,987; p=0,0022 3

TH-Cre ErbB4jloxed 114,2 ± 7,45 % os F=3,28; dj=l/24; p=O,0328 ~

Control-PV 101,5 ± 2,02 % os 3

PV-Cre ErbB4jloxed 105,9 ± 4,86 % ns os ~
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Figura 22: Porcentaje de incremento respecto a los niveles basales extracelulares de DA de ratones que

recibieron un pulso bilateral de 15 minutos de KCl 50 mM en el CAl del hipocampo dorsal (región gris).

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

*p<O, 05; **p<O, 01.
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Figura 23: Porcentaje de incremento respecto a los niveles basales extracelulares de DOPAC de ratones

que recibieron un pulso bilateral de 15 minutos de KCI 50 mM en el CAl del hipocampo dorsal (región

gris). (A) Control vs. ErbB4 -/-, (B) Control vs. TH-Cre ErbB4jloxed, (C) control vs. PV-Cre

ErbB4jloxed. *p<O, 05; **p<O, 01.
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Figura 24: Porcentaje de incremento respecto a los niveles basales extracelulares de HVA de ratones

que recibieron un pulso bilateral de 15 minutos de KCI 50 mM en el CAl del hipocampo dorsal (región

gris). (A) Control vs. ErbB4 -/-, (B) Control vs. TH-Cre ErbB4jloxed, (C) control vs. PV-Cre

ErbB4jloxed. *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 (región gris). (A)

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

*p<O, 05; **p< O, 01.
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Figura 26: Porcentaje de incremento respecto a los niveles basales extracelulares de DOPAC en el CAl

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

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

**p<O,Ol.
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Figura 27: Porcentaje de incremento respecto a los niveles basales extracelulares de HVA en el CAl

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

Control vs. ErbB4 -/-, (B) Control vs. TH-Cre ErbB4jloxed, (C) control vs. PV-Cre ErbB4jloxed.

**p<O,Ol.
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6.3. Análisis histológico

Para el análisis de los datos neuroquímicos y conductuales que requirieron realizar microdiálisis

intracerebral o microinyecciones en ratas y ratones, únicamente aquellos que mostraron evidencias

histológicas de que las sondas de microdiálisis 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 análisis estadístico. En la

Figura 28 de muestra la localización de las sondas de microdiálisis e inyectores para las ratas empleadas

en este estudio, mientras que en la Figura 29 se indica la localización precisa de las sondas de

microdiálisis 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 neuroquímicos y neurobiológicos 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 sesión de nado forzado, y (iii) cambios

selectivos en el patrón de expresión de subunidades del receptor GABA-A. Por su parte, la regulación del

tono GABAérgico en el VP demostró ser un mecanismo epigenético capaz de modular el grado de

motivación y hedonia en ratas. En este sentido, un tono GABAérgico elevado en el VP determinó

conductas de baja motivación y anhedonia en ratas.

Por otra parte, inhabilitando la función del sistema NRG l/ErbB4 mediante el uso de ratones

modificados genéticamente que no expresan ErbB4-/-, o que de manera selectiva no expresan ErbB4 en

intemeuronas PV+ (ratones PV-Cre ErbB4floxed), fue posible identificar fenotipos "tipo-esquizoides"

positivos dependientes de la función DA, tales como híper-reactividad al estrés hipocampal e híper

sensibilidad a sub-dosis de anfetamina [189, 190]. lnteresantemente, los genotipos ErbB4-/- y TH-Cre

ErbB4floxed, pero no el genotipo PV-Cre ErbB4floxed mostraron ser insensibles a la aplicación de un

pulso agudo de NRG1 en el CA1 del hipocampo dorsal, con lo cual los niveles extracelulares de DA

permanecieron inalterados durante la prueba. Finalmente, únicamente los ratones TH-Cre ErbB4floxed

exhibieron un estado híper-dopaminérgico basal a nivel del CAl del hipocampo dorsal.

7.1. Fenómenos 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 día de la prueba, cuando coincidentemente los tiempos de inmovilidad

en las ratas fueron mayores respecto a la primera sesión de la prueba. A favor de este hallazgo, otros
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Figura 28: Localización histológica de sondas de microdiálisis 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. (e)

Ratas sometidas a la prueba de nado forzado que también recibieron un pulso de vehículo de vigabatrina

o (D) vigabatrina (20 pg/mV. Localización de la punta de microinyectores de ratas que 5 minutos antes

de la prueba de nado forzado recibieron una microinyección bilateral de (E) vehículo, (F) vigabatrina (5,

10, o 15 pg/hemisferio), o (G) bicuculina (0.1 pg/hemisferio). (H) localización de microinyectores

dirigidos 2.5 mm por encima del VP (control anatómico negativo) en ratas que recibieron previo a la

prueba de nado forzado una dosis de 10 f.lg/hemisferio de vigabatrina. (1) Ratas sometidas a la prueba de

preferencia por la solución de sacarosa que previamente recibieron una microinyección de vehículo, (1)

vigabatrina (lO f.lg/hemisferio), o (K) bicuculina (0.1 pg/hemisferio). (L) Ratas sometidas a la prueba de

campo abierto que recibieron previamente una microinyección de vehículo, (M) vigabatrina (lO

f.lg/hemi!>ferio), o (N) bicuculina (0.1 pg/hemisferio).

reportes han previamente demostrado que la prueba de aversión condicionada a sabores novedosos

también se correlaciona con un incremento en la transmisión GABAérgica en el VP de ratas [84, 86]. Por

el contrario, otros reportes han indicado que la activación de conductas de recompensa y de placer están

directamente asociadas con una reducción de los niveles extracelulares de GABA en el VP [76, 85, 87,

195]. Considerando las evidencias previamente indicadas mas los hallazgos aquí reportados, la regulación

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 motivación y anhedonia, mientras que la reducción del tono conduce a conductas de

placer y recompensa.

Los cambios en la transmisión GABAérgica en el VP de ratas mostraron ser específicos para

fenómenos de depresión 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 día de la prueba. Adicionalmente, la prueba de estrés no fue capaz de alterar los niveles

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

La administración directa de vigabatrina en el VP de ratas por microdiálisis reversa incrementó

los niveles extracelulares de GABA en esta región cerebral. Previamente ha sido reportado que otras

aéreas cerebrales tales como el estriado, hipocampo y substancia nigra reticulada también generan este

efecto neuroquímico 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: Localización histológica de sonda<; de microdiálisis de 1 mm de largo dirigidas al CA-l del

hipocampo dorsal de ratones C57BL/6J que recibieron (A) un pulso de vehículo para NRG1p-EGF-like,

O (B) un pulso de lnM NRGlp-EGF-like. Ratones (C) ErbB4 -/-, (D) control-TH, (E) TH-Cre

ErbB4floxed, (F) control-PV, (G) PV-Cre ErbB4floxed, que recibieron un pulso de lnM NRGlp-EGF

like. Ratones (H) C57BL/6J, (1) 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

ErbB4jloxed, 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 neurotransmisión GABAérgica

mediada por el receptor GABA-A en el VP de ratas puede tener un rol importante en la regulación de las

conductas de inmovilidad en la prueba de nado forzado.

Dada la estrecha relación que existe entre la función del receptor GABA-A en el VP con el

control de la actividad motora en ratas, y en orden de descartar cambios inespecíficos en la función

motora que podrían determinar cambios inespecíficos en los tiempos de inmovilidad reportados para la

prueba de nado forzado, fue necesario explorar de que manera la administración de drogas que afectan la

actividad del sistema GABAérgico en el VP afectaban la actividad locomotora en ratas. Varios reportes

han señalado que la activación de GABA-A en el VP reduce la actividad motora general en ratas,

mientras que su inactivación la incrementa [78, 202-208], tal y como fue el caso nuestro. Sin embargo,

interesantemente nosotros encontramos que la administración directa de vigabatrina en el VP no modificó

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 (comunicación personal). En este análisis, 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

administración del agonista GABA-B baclofen incrementó significativamente los tiempos de inmovilidad

(comunicación personal). En nuestro caso, es posible que la vigabatrina al coactivar ambas clases de

receptores de manera simultánea contrarreste la acción 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 sesión del nado forzado en ratas previamente pre-inyectadas con
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vigabatrina en el VP, no se correlacionaron con una reducción 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 solución de sacarosa, lo cual sugiere signos de anhedonia en ratas [183], mientras que bloqueando la

función de GABA-A no afectó el consumo de sacarosa respecto a ratas que recibieron inyecciones intra

VP de solución salina. Previos reportes han sugerido que el VP es un substrato para conductas hedónicas

(revisado por [211D. Inyecciones directas del agonista para receptores opioides fl D-Ala2-N-Me-Phe4

Glicol5-encefalina (DAMGO) en el VP ha demostrado incrementar el gusto o placer a una solución de

sacarosa, mientras que la bicuculina mostro ser incapaz generar este tipo de reacción en ratas [82].

Nuestros resultados demostraron que un incremento en la actividad del sistema GABA en el VP

desencadena en conductas anhedónicas y de inmovilidad. La incapacidad de la bicuculina en el VP de

producir cambios hedónicos durante la prueba de preferencia por la solución de sacarosa sugiere que el

receptor GABA-B, en lugar del receptor GABA-A, podría estar involucrado activamente en el

establecimiento inicial de conductas de placer y motivación. Futuros experimentos serán necesarios para

ampliar la hipótesis aquí planteada.

Para determinar si los cambios motivacionales observados durante la prueba de nado forzado se

debieron a la acción inespecífica de la función del sistema GABA en el VP, y no a la activación

inespecífica de regiones cerebrales localizadas en regiones más 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 región 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 específicamente en el VP. Adicionalmente, si bien estos resultados no

forman parte de la hipótesis 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 deberán explorar

esta hipótesis.

La técnica de RT-PCR semicuantitativo evaluó la expresión relativa de ARNm de subunidades

del receptor GABA-A en el VP respecto a los niveles de expresión de un gen constitutivo (GAPDH) que

se cree no debe cambiar sus niveles de expresión cuando las ratas son sometidas a las diferentes pruebas

conductuales. En este trabajo fue posible demostrar que el ARNm de las subunidades ul, u2, u3, uS, ~1,

~2, 0, y2, 1t, E, 8, p2 y p3 del receptor GABA-A son expresadas en el VP de ratas, mientras que las

subunidades u4, u6, ~3 y pI no lo hacen. Finalmente, dado que no fue posible amplificar las subunidades

yl y y3 por el método empleado, no podemos emitir conclusiones al respecto de cómo estos genes son

expresados en esta área cerebral. Sin embargo, trabajos previos han demostrado que las subunidades ul,

~1, ~2, yl, y y2 son expresadas en el VP, mientras que las subunidades u3, uS, ~3, y y3 no son o son
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débilmente expresadas en esta región cerebral [212-214]. Este trabajo corrobora y extiende estos

hallazgos, al demostrar que las subunidades a.2, 8, p2, p3, e, e, y 1t del receptor GABA-A también se

expresan en el VP de ratas. Por su parte, en este trabajo no fue posible detectar la expresión de la

subunidad ~3 por RT-PCR, lo cual confirma 10 encontrado por [214], aunque se contrapone a 10 reportado

por [213]. Dado que los estudios de expresión aquí citados emplean técnicas de inmunohistoquímica, y

considerando que la técnica de RT-PCR es mucho más sensible en la detección de bajos niveles de

expresión de un gen en particular, una posibilidad que explicaría la expresión de bajos niveles de la

subunidad p3 seria la inespecificidad del anticuerpo empleado por [213], lo cual indicaría señales de

detección falsa para esta subunidad en el VP de ratas.

La prueba de nado forzado redujo los niveles de expresión del ARNm de las subunidades a.3, y

y2, mientras que incrementó la expresión de la subunidad 8, todo esto en al menos un periodo corto de 24

horas luego de la primera sesión de nado forzado. Por su parte, fue posible detectar cambios en la

expresión de las proteínas y2 y b por Westem Blot en la misma relación de cambio de su ARNm, sin

embargo, este cambio requirió de 6 días adicionales para que se llevara a cabo. Es relativamente común

encontrar en los sistemas biológicos que los cambios en los niveles de expresión de la proteína ocurran a

una velocidad menor que los cambios de expresión que ocurren para los transcritos correspondientes,

debido posiblemente a diversos mecanismos post-transcripcionales que en la mayoría 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 expresión proteica respecto a los cambios rápidos en la expresión de los niveles

de los transcritos. Por otra parte, si bien los mecanismos celulares específicos que desencadenan en

cambios en los niveles de expresión de las subunidades aquí reportadas se desconocen, varios reportes

han señalado que empleando cultivos celulares de neuronas corticales tratadas crónicamente con GABA o

con sustancias con afinidad por receptores GABA-A por varios días consecutivos (5-7 días), pueden

desencadenar cambios selectivos en la expresión de subunidades del receptor GABA-A. Estos reportes

también indican que los cambios en el patrón de expresión ocurren de manera rápida para los transcritos

mientras que para las proteínas ocurre de manera lenta, tal y como fue el caso nuestro [171-175, 215].

Considerando 10 previamente señalado, es posible sugerir que los cambios selectivos en los niveles de

expresión 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 sesión

de nado forzado. Por su parte, es también posible sugerir que los cambios en la composición 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-depresión a largo plazo, lo cual es característico de este desorden

mental.
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La prueba de nado forzado redujo la expresión del transcrito para la subunidad a3 en el VP de

ratas, sin embargo, no fue posible detectar los niveles de expresión de su proteína correspondiente en

ninguno de los grupos controles o experimentales empleados. Aunque las condiciones de estandarización

de las condiciones de westem blot para esta subunidad fueron logradas empleando para ello extracto total

de cerebelo, cuando se intentó detectar la expresión de la misma en el VP esto no fue posible. La

explicación más simple que justificaría por qué esta subunidad no fue detectada en esta área cerebral, es

que la sensibilidad del método no fue lo suficiente como para detectar los niveles de expresión de esta

proteína en el VP mientras que el RT-PCR, al ser un método analítico mucho más sensible si fue capaz de

detectar los niveles de expresión de su correspondiente ARNm.

La subunidad y2 es la más abundantemente expresada en receptores GABA-A sinápticos en el

sistema nervioso central. De hecho se considera que esta subunidad pennite establecer un receptor

GABA-A con características cinéticas fásicas cuando este es activado por su ligando [37]. Por su parte,

los receptores GABA-A constituidos con la subunidad ¿) han mostrado estar localizados peri

sinápticamente y ser hasta SO veces más sensibles a GABA que aquellos receptores que no están

constituidos con la misma. Adicionalmente, a diferencia de los receptores GABA-A constituidos por y2,

los receptores que contienen la subunidad omuestran propiedades cinéticas tónicas, lo cual implica que

pueden mediar potenciales post-sinápticos inhibitorios de mayor magnitud y duración respecto a los

receptores fásicos [216-219]. Finalmente, también ha sido demostrado que las subunidades y2 y o no

pueden ser expresadas en el mismo receptor de manera simultánea [220-222]. En este sentido, cuando el

receptor GABA-A es altamente estimulado el sistema detennina un posible cambio en las propiedades

cinéticas y anatómicas del mismo, el cual es mediado por un cambio selectivo en la composición de la

subunidad y2 por la subunidad O. Futuros experimentos enfocados en la caracterización de los potenciales

post-sinápticos inhibitorios de las neuronas localizadas a nivel de VP, así como localización subcelular

especifica de los receptores GABA-A en esta misma región cerebral deberán ser realizados, a modo tal de

detenninar si efectivamente la exposición de ratas a la prueba de nado forzado sufren cambios en la

transmisión GABAérgica que detenninan en un fenotipo tipo-depresivo en el animal.

Las subunidades a4 y a6 se considera son expresadas comúnmente con la subunidad oen el

receptor GABA-A, y este co-ensamblaje (a4-0 o a6-0) pennite establecer las propiedades farmacológicas

y electrofisiológicas clásicas para receptores que contienen o[37]. Sin embargo, este tipo de composición

canónica para el receptor GABA-A no ocurre en el VP de ratas. Por otra parte, otros reportes han indicado

que aunque en menor proporción que la composición previamente señalada, también es posible encontrar

en el cerebro receptores GABA-A que contienen o en ausencia de a4 o a6 [223-226]. Adicionalmente,

otro reporte ha demostrado que la subunidad opuede ser co-expresada junto a subunidades al y 13 en

intemeuronas del hipocampo, y el mismo media corrientes tónicas inhibitorias en esta región 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 sesión de la prueba de nado forzado. A su vez, este incremento en la transmisión

GABAérgica pudo conducir a un incremento en la expresión de la subunidad () en esta región cerebral, la

cual tal y como previamente ha sido mencionado, genera un receptor GABA-A más sensible a GABA

mediador de corrientes inhibitorias de tipo tónicas. Esta potenciación de la transmisión GABAérgica

mediada por la subunidad o podría posiblemente tener un rol crítico en el establecimiento y

mantenimiento de un estado de memoria celular para conductas anhedónicas y de desmotivación

generalizada en el animal. Finalmente, varios autores han propuesto que el VP es una estructura cerebral

que funciona como interface para señales para señales motivacionales límbicas y la codificación de estas

en respuestas motoras especificas, que se asocian con estados de hedonia y placer hasta estados

característicos de trastornos emocionales tales como la depresión conductual [83, 211, 228-231].

7.2. Impacto del genotipo sobre la función 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, únicamente los ratones ErbB4-/- exhiben una reducción en los niveles de ansiedad basal así

como también en déficits en la adquisición de conductas de miedo contextualizadas a sonidos o

experiencias previas [162]. En nuestro caso, los ratones TH-Cre ErbB4jloxed no exhibieron ninguno de

los fenotipos tipo-esquizoides previamente observados en los ratones ErbB4-/- y/o PV-Cre ErbB4jloxed,

así como tampoco conductas tipo depresivas, determinadas estas mediante la prueba de nado forzado.

Adicionalmente, en nuestro laboratorio también se demostró que los ratones TH-Cre ErbB4floxed

tampoco muestran déficits sensorimotores o en la adquisición de conductas de miedo contextualizadas a

un sonido o situación en particular (comunicación personal). La prueba de campo abierto en roedores ha

sido el método clásico empleado para determinar la función del circuito mesoHmbico (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

"inhibición por pre-pulso" en roedores es una medida de la función inhibitoria y del procesamiento de la

información 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 estímulos triviales son filtrados para únicamente dejar aquellos estímulos considerados como

"importantes", con lo cual el individuo puede centrar su atención en este aspecto particular [235],

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

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

Varios autores han indicado, mediante técnicas inmunohistológicas y/o de hibridización in situ,

que el receptor ErbB4 es expresado en la CPF, hipocampo, amígdala, estriado, NAc, VP, tálamo,

hipotálamo, AVT, y substancia nigra [155, 168,237-239]. Notablemente, Neddens y Buonanno [155] han

señalado que particularmente el sistema mesocorticolímbico (CPF, hipocampo, corteza cingulada,

amígdala 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, cognición,

conductas motivacionales y de recompensa, las cuales también han demostrado estar afectadas en la

Esquizofrenia [240-245]. En nuestro caso, si bien el comportamiento neuroquímico y neurobiológico de

la supresión de la expresión de ErbB4 en ratones ErbB4-/-, PV-Cre ErbB4floxed y TH-Cre ErbB4floxed

se desconoce casi completamente para estas áreas cerebrales (con la excepción del hipocampo dorsal y en

menor grado la CPF), es plausible considerar que el sistema NRG l/ErbB4 debe estar afectando la

homeostasis neuroquímica que regula los fenómenos conductuales alterados en estas líneas de ratones

modificados genéticamente. Futuros trabajos deberán explorar de que manera al afectar la función del

sistema NRGI-ErbB4 en regiones criticas para el control de la actividad motora, procesamiento

sensorimotor, cognición y motivacional, tales como substancia nigra, estriado, AVT, NAc, y VP, se afecta

la función de sistemas de neurotransmisión 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

neurotransmisión DA del sistema nervioso central, mediante el incremento en la liberación vesicular

"sináptica" y "no sináptica" por parte de neuronas DA, incremento en la síntesis e inhibición la

degradación; así como también mediante la inhibición y reversión del sentido del transportador de DA

DAT Ydel transportador de norepmefrina NET [248-251]. La anfetamina clásicamente ha sido empleada

como droga recreacional en la población, y en general esta genera síntomas psicóticos positivos tipo

esquízoide en pacientes normales [252]. Interesantemente, pacientes esquizofréni.cos han demostrado ser

híper-sensibles a este psico-estimulante, con exacerbación de la sintomatología psicótica 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 administración sistémica de anfetam.ma ha

demostrado incrementar la actividad motora, así 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, olfacción repetitiva y rotaciones del cuerpo consecutivas [259,

79

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



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 ErbB4jloxed fueron sensibles a

sub-dosis de anfetamina cuando estos eran comparados a sus correspondientes controles, mientras que los

ratones TH-Cre ErbB4jloxed no mostraron cambios motores o en la estereotipia en la sensibilidad por la

droga diferentes de su correspondiente control. Por otra parte, la administración sistémica de altas dosis

de anfetamina a ratones ErbB4-/- logró generar una respuesta motora y estereotipada exacerbada en

comparación a sus controles, mientras que los ratones PV-Cre ErbbB4jloxed redujeron la magnitud de las

manifestaciones motoras y conductuales evaluadas por nosotros, demostrando el clásico 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 función de los sistemas mesocorticolímbico y

nigro-estriatal que regulan la función de la actividad motora, cognición y emoción 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 está 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 señalan que una reducción del tono GABAérgico en el VP inducido por anfetamina puede

también incrementar la actividad motora [85, 202, 204-206, 208], así como también promover conductas

hedónicas y de motivación (señalado en este trabajo). Finalmente, previamente hemos señalado que el

receptor ErbB4 es expresado en áreas 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 relación directa del sistema

NRG l/ErbB4 con el control de la función del sistema DA. Desafortunadamente, este reporte no describe

el impacto de las microinyecciones de NRG1 sobre la actividad motora, fenómeno que parece muy

probable que ocurra en este diseño experimental. Futuros trabajos deberán verificar que el incremento en

los niveles de DA dependientes de la activación del sistema NRG l/ErbB4 en regiones cerebrales

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

El estrés psicológico es considerado un factor importante que contribuye al desarrollo de

enfermedades neuropsiquiátricas, tales como desordenes en el uso de substancias de abuso, ansiedad,

depresión y Esquizofrenia (revisado por [185]). Adicionalmente, muchos autores han señalado

ampliamente la alta co-morbilidad entre el estrés y Esquizofrenia, siendo el hipocampo un componente

neural recurrentemente afectado durante fenómenos de estrés y Esquizofrenia [185]. Varios reportes han

señalado mediante el uso de varios paradigmas de estrés agudo psicológico en roedores, tales como la

inmovilización 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 mio), 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 ansiolíticos [268]. Dado el hecho que la regulación de la función del sistema DA hipocampal

depende del sistema límbico, una disfunción en estructuras tales como el NAc, VP, hipotálamo, área

preóptica, amígdala 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 híper-reactivo en fenotipos esquizoides [185,276,277], Y dicha híper-reactividad podría ser la

responsable de un anormal procesamiento cognitivo, alucinaciones y delirios para el caso de los humanos

[276, 277]. La utilización de la prueba de pinchazo en la cola en nuestro caso sirvió para determinar si los

ratones ErbB4-/-, PV-Cre ErbB4floxed y/o TH-Cre ErbB4floxed presentaban una híper-reactividad

dopaminérgica hipocampal a una experiencia de estrés psicológico, con lo cual podría 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 híper-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 mostró ser

diferente con respecto a ratones controles. Tomando en consideración lo anteriormente señalado,

podemos sugerir que la eliminación de la expresión de ErbB4 en el cerebro en general o en interneuronas

PV positivas afecta la homeostasis normal del sistema límbico, tal y como podría ser el caso en la

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

En este trabajo nosotros demostramos que la concentración extracelular de DA en el CA1 del

hipocampo dorsal de ratones C57BL/6J controles fue de ~0.8 nM, concentración similar a la previamente

reportada para el CAl de ratas [154]; mientras que la supresión total de la expresión del receptor ErbB4

(ratones ErbB4-/-) no afectó 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 CAl de ratones controles para TH-Cre

ErbB4floxed también fueron similares a los otros genotipos estudiados, la supresión en la expresión de

ErbB4 en neuronas TH positivas duplicó significativamente los niveles extracelulares basales de DA (~2

nM) en esta región cerebral. La DA hipocampal procede de terminales dopaminérgicos procedentes de

neuronas Ato del AVT [33, 34]. Desde una perspectiva simplista, existen dos mecanismos que podrían

explicar porque la supresión de la expresión del receptor ErbB4 en neuronas positivas para TH

incrementan el tono DA basal en el CAl del hipocampo. El primero es que la regulación del tono

dopaminérgico sea debido a un mecanismo de circuito local, en la cual los terminales dopaminérgicos

sean inhibidos por la expresión del receptor ErbB4 a nivel presináptico, o por la acción indirecta de algún
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otro componente celular presente en esta región cerebral que también exprese ErbB4; mientras que la

segunda opción es que la regulación 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 CA1 del hipocampo, mientras que por el contrario, varios reportes han señalado que ErbB4

es ampliamente expresado en diferentes poblaciones de intemeuronas positivas para PV, GAD67, CCK,

NOs o somatostatina [155, 156]. De esta manera, al menos de momento parece improbable que la

regulación del tono DA en esta región cerebral sea debida a un mecanismo local. Por otra parte, varios

reportes han indicado por técnicas de hibridización in situ que neuronas positivas para TH y negativas

para la enzima dopamina-~-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

expresión de ErbB4 en neuronas TH positivas aparentemente se desinhibe la actividad tónica

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 específicamente estudien el efecto directo de la activación de receptores ErbB4 en el

AVT sobre el control del tono DA a nivel del hipocampo dorsal, lo cual deberá ser estudiado para

verificar esta hipótesis.

La administración directa y aguda de NRG1 en el CA1 del hipocampo dorsal de ratones de

fenotipo salvaje fue capaz de incrementar los niveles extracelulares de DA durante el tiempo que perduró

la administración de la misma, tal y como previamente ha sido reportado en ratas [154]. Sin embargo, los

ratones ErbB4-1- fueron insensibles a la administración del pulso de NRG 1. lnteresantemente, 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

NRG1 fue administrada en esta región. Por otra parte, y en contra de la hipótesis original de este trabajo,

los ratones PV-Cre ErbB4jloxed 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 activación del receptor ErbB4 por la acción de la NRG1 es

esencial para lograr la activación 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

sinápticos, dado el hecho de que la administración 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 NRG l/ErbB4 en el hipocampo, requieren de la activación 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 señalado que
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intemeuronas del hipocampo que co-expresan ErbB4/PV son importantes en el control de mecanismos

locales tales como las oscilaciones y (gama) [155, 163-166], Yque ratones defectivos para la expresión de

ErbB4 en estas intemeuronas reproducen algunos de los síntomas característicos 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 región cerebral. Aunque todavía no podemos descartar que la

ausencia de incremento de los niveles extracelulares de DA dependientes del sistema NRG I/ErbB4 en

ratones TH-Cre ErbB4j1oxed pueda derivarse por un déficit funcional en alguna de las estructuras

cerebrales aguas-abajo del circuito mesocorticolímbico, tales como el NAc o el AVT, esta hipótesis no

parece ser probable si consideramos que los ratones PV-Cre ErbB4floxed al mismo tiempo si son

sensibles a la aplicación local de NRGl 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

intemeuronas CCK, NOs y somatostatina positivas, las cuales podrían ejercer un papel regulador a nivel

local y/o de circuito que aun son desconocidos para nosotros. Nuevos trabajos deberán continuar

explorando el rol particular de estos otros tipos celulares sobre el control general de la función del sistema

NRGI/ErbB4 sobre la liberación de DA en el CAl del hipocampo dorsal, y de manera más 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

simultáneos en la composición de su receptor GABA-A en el VP de ratas. Nosotros presumimos que los

cambios en los niveles extracelulares de GABA en esta región cerebral se deben a un incremento en la

actividad de la proyección 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 proyección GABAérgica NAc-VP, los receptores GABA-A a nivel del VP experimentaron

cambios en su composición que posiblemente modifican sus propiedades cinéticas y farmacológicas. Los

cambios en la función 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

función del sistema mesocorticolímbico y consecuentemente, en un fenotipo tipo-depresivo en un modelo

animal. Por su parte, al afectar la función normal general del sistema NRG l/ErbB4 en el cerebro de

ratones, o específicamente en intemeuronas PV+/neuronas TH+, nosotros demostramos que la conducta

"normal" resulta afectada, con la aparición de fenotipos asociados a conductas tipo-esquizoides y a la

función general del sistema DA, tales como híper-reactividad dopaminérgica hipocampal al estrés agudo e

híper-sensibilidad a sub-dosis de anfetamina (ErbB4-/- y PV-Cre ErbB4f1oxed). Adicionalmente, al
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suprimir la expresión de ErbB4 en el cerebro en general o en neuronas TH+, nosotros demostramos que la

NRG1 directamente administrada en el CAl del hipocampo dorsal fue incapaz de incrementar los niveles

extracelulares locales de DA, tal y como ocurrió 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 administración directa de NRG1, nosotros consideramos que el sistema NRG1/ErbB4 afecta la función

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 regulación de la DA a nivel del sistema mesocorticolímbico, la

cual contribuye con el desarrollo de las manifestaciones psicóticas características de este desorden mental.
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