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RESUMEN

La hormona liberadora de corticotrofina (CRH) y el neurotransmisor serotonina (5­
HT) son mediadores importantes en las respuestas neuroendocrinas y
comportamentales al estrés. Alteraciones en el funcionamiento de CRH y 5-HThan sido
implicadas en la etiología de enfermedades psiquiátricas relacionadas con el estrés,
como la depresión mayor. Sin embargo, hasta el momento, no se ha estudiado en
profundidad la relación existente entre estos trastornos. Un estudio reciente demostró
que niveles crónicos elevados de CRH en el cerebro de ratas reduce la respuesta de
la neurotransmisión serotoninérgica en el hipocampo frente al estrés. Esto es relevante
debido a la importancia de este área en el procesamiento de la información sensorial
y Iacoordinación de las respuestas comportamentales y neuroendocrinas al estrés. Uno
de los síntomas más severos dela depresión mayorson las perturbaciones en el sueño.
Dado que 5-HT y CRH han sido involucradas en la regulación del ciclo de vigilia-sueño
ydel estado de alerta, sería factibleque la disfunciónde ambos sistemas este implicada
en las alteraciones del sueño asociadas a la depresión mayor. El trabajo de
investigación desarrollado en esta tesis tiene como objetivo una caracterización
detallada de la interacción entre CRH y 5-HT y de la participación de 5-HT en el
hipocampo en Ia regulación del ciclo de vigilia-sueño. A fin de alcanzar estos objetivos,
se realizaron estudios de microdiálisis para Ia determinación de la neurotransmisión
serotoninérgica y la actividad del eje hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA), y de registro
del sueño en ratas y ratones.

Los resultados presentados en este trabajo de tesis indican que CRH y el péptido
relacionado, urocortina, estimulan Ia neurotransmisión serotoninérgica hipocampal en
ratas. Se observó que una alteración crónica del sistema de CRHtiene consecuencias
sobre la neurotransmisión serotoninérgica y la actividad del eje HPA. Ratones
deficientes del receptor de CRH tipo 1 mostraron un aumento en la síntesis de 5-HTen
condiciones basales, niveles indetectables de corticosterona libre y una respuesta
elevada de 5-HT durante y luego de una situación de estrés. Ademas, se señala la
participación diferencial de los distintos receptores de CRH en la regulación de la
actividad del eje HPAy en Ia actividad comportamental. Los resultados de este trabajo
de tesis indican una correlación entre los niveles hipocampales de 5-HT y los estados
de vigilancia del animal. 5-HT presenta niveles elevados durante la vigilia,intermedios
durante el sueño lento y valores mínimos asociados al sueño REM. La privación del
sueño provoca un aumento en los niveles de 5-HTy corticosterona libre. Sin embargo,
los mismos retornan a valores basales durante el subsiguiente período de recuperación
del sueño.

Así, los resultados obtenidos en esta tesis permiten concluir que CRH y la
neurotransmisión serotoninérgica interaccionan marcadamente en el hipocampo. Mas
aún, las alteraciones en el sistema de CRH tienen profundas consecuencias en la
neurotransmisión serotoninérgica. Puesto que estos resultados indican también la
participación de la 5-HT hipocampal en la regulación del ciclo de vigilia-sueño, los
mismos podrán contribuir a un mejor entendimiento de la etiología y sintomatología de
la depresión mayor.



ABSTRACT

The neuropeptide corticotropin-releasing hormone (CRH)and the neurotransmitter
serotonin (5-HT)are key mediators of neuroendocrine and behavioural responses to
stress. lnterestingly, there is now some evidence that the functioning of both CRH and
5-HT is disturbed in stress-related psychiatric disorders such as major depression,
although it is stillunclear whether there exists a relationship between these aberrations.
A recent study has demonstrated that rats with chronically elevated concentrations of
CRH in the brain show reduced responsiveness of serotonergic neurotransmission in
the hippocampus to a stressful challenge. This is of interest because the hippocampus
is an important brain structure for sensory information processing and behavioural and
neuroendocrine responses to stress. One of the most severe symptoms of depression
is disturbed sleep. Because regulatory effects of 5-HT and CRH have been shown on
vigilance and the sleep-wake cycle, it may be suggested that dysfunctioning of these
systems may underlie the sleep disturbances observed in major depression. The
research described in this thesis was designed to further elucidate how CRH and 5-HT
interact and to find out which role 5-HT in the hippocampus plays in the regulation of the
sleep-wake cycle. ln vivomicrodialysis to assess serotonergic neurotransmission and
HPAaxis activityand EEG recording in rats and mice were used to pursue these goals.

The results presented in this thesis show that CRH and the CRH-likeneuropeptide
urocortinstimulate hippocampal serotonergic neurotransmission inrats. Moreover, itwas
found that life-long disturbance of the CRH system has profound consequences for
serotonergic neurotransmission and HPAaxis activity.DysfunctionofCRH receptortype
1 in mutant mice evolves in increased synthesis of 5-HT under basal conditions,
undetectable levels of free corticosterone and elevated responsiveness of 5-HTduring
and after a stressful experience. Furthermore, the data indicate a differential
participation of the different CRH receptor types in the regulation of HPA axis activity
and behaviour.

The data described in this thesis further show that the levels of hippocampal 5-HT
highly depend on the vigilance state of the animal. Highest levels were found during
wakefulness, whereas they drop going to nonREM-sleep reaching lowest levels during
REM-sleep. Sleep deprivation markedly increases hippocampal 5-HT and free
corticosterone levels. However, during the subsequent period of sleep recovery 5-HT
and corticosterone return to basal values.

From the results presented in this thesis it may be concluded that CRH and
serotonergic neurotransmission highly interact on the level of the hippocampus.
Disturbances ¡nthe CRHsystem seem to have profoundsubsequent consequences for
serotonergic neurotransmission. These observations may be of interest for our
understanding of the etiology and symptomatology of major depression, especially
because the data indicate that hippocampal 5-HT may play a role in the regulation of
vigilance and the sleep-wake cycle.
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1- INTRODUCCION

El estrés es una situación biológica o psicológica que debe enfrentar todo organismo

vivoen su interacción con el medio ambiente y social. Un concepto amplio de estrés no

se limitatan solo a experiencias dramáticas que afectan a un individuo,sino que incluye

los numerosos eventos de Ia vida diaria que requieren la respuesta de los sistemas

fisiológicos para retornar a un cierto equilibrio u homeostasis biológica. La ausencia o

falla de estas respuestas de adaptación produce alteraciones fisiológicas que pueden
derivar en enfermedad.

De la revisión de la literatura sobre Ia patofisiología de enfermedades psiquiátricas

asociadas con alteraciones del estado de ánimo emerge un claro factor determinante:

el estrés. Los dos mayores desórdenes del estado de ánimo son: el desorden de

depresión mayor, caracterizado por episodios depresivos, perdida de interés y placer

en todas las actividades, cambios significativos en el peso corporal, sentimientos de

culpa y dificultadenla concentración, y el desorden bipolar, caracterizado por episodios

de manía frecuentemente acompañados de episodios de depresión. Ambosdesórdenes

presentan un alto indice de suicidio (Kaplan y col., 1994). Elestrés y la depresión mayor

han sido relacionados a través de distintas vias; eventos estresantes frecuentemente

preceden el comienzo de la depresión, asi como también, el grado de estrés ha sido

implicado con la severidad de Ia enfermedad (Brown y co|., 1994). Otro vinculo

importante entre la depresión y el estrés lo constituye la presencia, en los pacientes

depresivos, de alteraciones en las funciones del eje hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA)

y de Ia neurotransmisión serotoninérgica, los cuales son componentes fundamentales

de las respuestas neuroendocrinas y comportamentales de un organismo frente al

estrés (Chaouloff y co|., 1999), (Owens y Nemeroff, 1991). Varios estudios han

implicado los trastornos en los sistemas de Ia serotonina (Maes y Meltzer, 1995) y de

la hormona de liberación de corticotrofina (CRH) (Arborelius y co|., 1999), (Holsboer,

1999) en la etiología de Ia depresión mayor. Sin embargo, la interacción entre ambos

sistemas dentro del sistema nervioso central (SNC), y Ia implicación de la misma en

disfunciones fisiológicas y comportamentales no ha sido estudiada en detalle.

Por otra parte, una de las sintomatologias caracteristicas dela depresión mayor son los

trastornos que los pacientes presentan en el ciclo de vigilia-sueño, con una clara

reducción dela continuidad, eficacia y tiempo total del sueño (Benca, 1996). Dado que
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Iaserotonina se encuentra involucrada enla regulación del ciclode vigilia-sueño (Portas

y col., 2000), (Jouvet, 1999), se ha sugerido que Ia disfunción de la neurotransmisión

serotoninérgica y los trastornos en el sueño asociados a la depresión mayor estarían
relacionados.

En el presente trabajo de investigación se presentarán estudios en ratas y ratones

orientados hacia la caracterización de la interacción entre los sistemas de CRH y de

neurotransmisión serotoninérgica en el sistema nervioso central. Además, se

presentarán estudios sobre Ia relación de la neurotransmisión de Ia serotonina en el

hipocampo y los estados de sueño y vigilia. Por lo tanto, a Io largo de la siguiente

introducción se describirán los sistemas dela serotonina y CRH y la regulación del ciclo

de vigilia-sueño.

1.1-Serotonina

1.1.1-Biosíntesis

La historia de Ia serotonina, 5-hidroxytriptamina (5-HT), comienza en los años 30, con

la caracterización de una sustancia producida en células del intestino que poseía

efectos sobre Ia motilidad intestinal, de ahi su primer nombre “enteroamina”. En 1948,

a través del estudio de factores sanguíneos de hipertensión, se identificóy purificóuna

sustancia en el “suero” con efectos sobre el “tono” de los vasos sanguíneos,

“serotonina” (Rapport y coI., 1948). Un par de años más tarde, la serotonina y Ia

enteroamina, fueron identificadas como la misma sustancia. En 1953, serotonina fue

detectada en el cerebro de mamíferos, y dado su carácter hidrofílico, y en

consecuencia, su incapacidad para cruzar la barrera hematoencefálica, se dedujo su

síntesis neuronal. De esta manera, la serotonina, ingresó en el campo de Ia

neurociencia e instauró su rol como neurotransmisor (revisión histórica (Whitaker­

Azmitia, 1999).

No todas las células que contienen 5-HT son capaces de sintetizarla. Por ejemplo, las

plaquetas solo pueden acumular 5-HTque toman del plasma mediante un mecanismo

de transporte activo. En el SNC las neuronas sintetizan 5-HT,aunque dicha producción

representa solamente un 1 - 2 % de la cantidad total de 5-HT en el cuerpo. El paso

inicial para la síntesis de 5-HT en el SNC es el transporte del aminoácido triptofano

desde la sangre hacia el cerebro a través de una proteína transportadora. La principal
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fuente de este aminoácido son las proteínas incorporadas a través de Ia dieta. La

entrada de triptofano al cerebro esta relacionada no solamente con su concentración

en sangre, sino también con los niveles relativos de otros aminoácidos. con los cuales

compite por la proteina transportadora. La serotonina es formada a partir de la

hidroxilación de triptofano a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por medio de la enzima

triptofano hidroxilasa, siendo éste el paso limitante en la biosintesis. En condiciones

fisiológicas normales, esta enzima se encuentra en un estado no saturado, por lotanto,

un aumento en Iaconcentración de triptofanoa través dela dieta estimularía Iasintesis

de 5-HT. De todas maneras, el hecho de que un aumento en Ia síntesis implique un

incremento en la liberación de serotonina, es todavía un tema controvertido. 5-HTP es

rápidamente decarboxilado a 5-HTy transportado dentro de vesículas sinápticas hacia

las dendritas y terminales (Figura 1).

Por otro lado, luego de su liberación, 5-HT es inactivada principalmente a través de su

recapturación por proteinas transportadoras de 5-HTenla membrana presináptica. Una

vez dentro de las neuronas serotoninérgicas, el neurotransmisor puede ser re­

almacenado en vesículas, o bien, metabolizado primero a 5-hidroxi-indolacetaldehído,

para ser degradado rápidamente al ácido 5-hidroxi-indolacético(5-HIAA)a través dela

monoaminaoxidasa mitocondrial (MAO)(Frazer y Hensler, 1994), (Marsden, 1991). 5­

HIAApuede ser también catabolizado, aunque en menor proporción, a 5-hidroxitriptofol

por medio de la actividad de una aldehido reductasa.

1.1.2- Localización

Los cuerpos neuronales que contienen 5-HT se encuentran restringidos en grupos

discretos localizados a Iolargo dela línea media del tronco cerebral. Sus proyecciones,

sin embargo, alcanzan casi todas las áreas del SNC. En 1964, Dahlstrom y Fuxe

usando una técnica de histofluorescencia, observaron que la mayoria de los somas que

contienen 5-HT se encuentran en cuerpos celulares agrupados. Estos autores

describieron originalmente nueve grupos de cuerpos neuronales conteniendo 5-HT,los

cuales fueron designados como B1 a 89, y corresponden en su mayor parte a los

núcleos del rafe (Dahlstrom y Fuxe, 1964).
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tabla 1

grupo de cuerpos
celulares estructura anatómica

conteniendo serotonina

grupo con B 1 núcleo del rafe pálido; médula ventrolateral caudal

proyecc'ones B 2 núcleo del rafe oscuro
hacia la

, B 3 núcleo del rafe magnus; médula ventrolateralmedula
. rostral; núcleos reticulares intermedios

espinal
B 4 núcleo del rafe oscuro (parte dorsolateral)

grupo con B 5 núcleo del rafe medio (parte caudal)

pr°Ye°°¡°nes B 6 núcleo del rafe dorsal (parte caudal)
hacia el .

B 7 nucleo del rafe dorsal (parte rostral)
cerebro . . ' _

. B 8 nucleo del rafe medio (parte rostral); nucleo lineal
anterior i _ _

caudal; nucleo del pontis oralls

B 9 núcleo del pontis oralis; región supralemniscal

Tabla 1: Clasificación de los grupos celulares serotoninérgicos y su correspondiente estructura

anatómica (Frazer y Hensler, 1994).

1.1.3-Proyecciones aferentes y eferentes

La mayor proyección aferente de los núcleos de neuronas serotoninérgicas consiste en

la proyección proveniente de los mismos núcleos del rafe. Conexiones entre los núcleos

del rafe dorsal (NRD) y medio (NRM),y entre los grupos 89, B1 y B3 han sido descritas

(Figura 2). El resto de las proyecciones aferentes no serotoninérgicas provienen de

otras estructuras cerebrales, entre ellas, la sustancia negra y el área tegmental ventral

(proyecciones dopaminérgicas), el núcleo vestibular superior (proyecciones

colinérgicas), locus coeruleus (inervación noradrenérgica), núcleo del tracto solitario

(adrenérgicas) y el área periacueductal gris con diferentes neuropéptidos. Otras

aferencias consisten en las proyecciones desde el hipotálamo, principalmente el área

preóptica media y el hipotálamo lateral, el tálamo y otras estructuras Iímbicas del

proencéfalo tal como Ia habénula lateral (Jacobs y Azmitia, 1992).

La mayoría de los grupos de cuerpos neuronales serotoninérgicos caudales (B1-B4)



1- INTRODUCCION 6

proyectan hacia la médula espinal, a través de dos vías principales, una ventromedial

hacia el asta ventral motora y otra lateral hacia la sustancia gris central de la médula.

Por otra parte, los grupos de cuerpos neuronales serotoninérgicos rostrales proyectan

principalmente hacia el cerebro anterior. Mediante distintas técnicas se han identificado

básicamente dos proyecciones mayores ascendentes, la vía periventriculardorsal y la

vía tegmental ventral. Ambas vías convergen en el hipotálamo caudal, donde se unen

en el fascículo proencefálico medial, junto a axones de neuronas dopaminérgicas y

noradrenérgicas. Las proyecciones ascendentes desde los núcleos del rafe hacia las

estructuras del cerebro anterior se encuentran organizadas de manera topográfica.

Mientras que las proyecciones hacia el hipocampo y septum (estructuras límbicas)

provienen principalmente del NRM,aquellas que se dirigen hacia el estriado provienen

mayoritariamente del NRD,pero, por ejemplo, ambos núcleos envían sus proyecciones

hacia la neocorteza. A su vez, Ia parte rostral del NRD proyecta hacia el estriado y la

corteza, mientras que la porción caudal, junto con neuronas del NRM, proyectan al

hipocampo. La amígdala recibe inervación de ambos núcleos (Jacobs y Azmitia,1992),

(Azmitia y Segal, 1978), (Steinbusch, 1984), (Marsden, 1991).

Figura 2: Diagrama esquemático ilustrando la distribución de las principales vías serotoninérgicas en el

SNC de rata. 81-89, núcleos de celulares serotoninérgicos. Adaptado de Marsden, 1991.
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1.1.4-Receptores de serotonina

Hasta el momento, en mamíferos, se encuentran identificados 14 subtipos de

receptores de 5-HT, los cuales han sido clasificados en siete familias, 5-HT,_7,sobre Ia

base de sus características estructural, funcionalyfarmacológicamente distintas (Tabla

2) (Hoyer y col., 1994), (Barnes y Sharp, 1999). En su mayoría, los receptores de 5-HT

están conformados por siete dominios transmembrana, acoplados a una proteína G

metabotrópica, aunque una de las familias, los receptores 5-HT3,consiste en un canal

de iones ligando-dependiente. Otra característica importante de los receptores de 5-HT

tabla 2

receptor distribución

5-HT1A hipocampo, amígdala, septum, corteza entorrinal y cingulata, hipotálamo,
núcleos del rafe

5-HT“3 ganglios basales, hipocampo (ARNm)

5-HT1D ganglios basales, hipocampo, corteza, núcleos del rafe y núcleo accumbens

(ARNm)

5-HT1E corteza entorrinal, caudado putamen, hipocampo, amigdala

5-HT1F corteza cingulata y entorrinal, estriado. hipocampo, bulbo olfatorio, NRD

5-HT2A corteza, estriado, hipocampo. núcleo accumbens, bulbo olfatorio, núcleo
caudado

5-HTZB cerebelo, septum lateral, hipotálamo dorsal, amígdala media.

5-HT2C Plexo coroideo, corteza, hipotálamo, hipocampo, núcleo accumbens, amígdala,

ganglios de Ia base, septum, central grey, médula espinal

5-HT3 hipocampo, corteza entorrinal, amígdala, núcleo accumbens, tracto solitario,

nervio trigémino, médula espinal, nervio vago

5-HT4 hipocampo, estriado, bulbo olfatorio, sustancia negra

5-HT5A hipocampo, hipotálamo, corteza, tálamo, estriado, bulbo, médula

5-HT5B hipotálamo, hipocampo, habénula, NRD, bulbo olfatorio, corteza entorrinal y

piriforme

5-HT,5 estriado, bulbo olfatorio, núcleo accumbens, hipocampo

5-HT7 corteza, septum, tálamo, hipotálamo, hipocampo, amígdala, coliculos superior

Tabla 2: Clasificaciónde los receptores de serotonina presentes en el sistema nervioso central (Frazer

y Hensler, 1994); (Barnes y Sharp, 1999), (Hoyer y co|., 1994).
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es su distribución precisa y generalmente limitada a determinadas áreas cerebrales.

Varios subtipos de receptores de serotonina están localizados postsinápticamente,

donde modulan el flujo de iones para provocar Ia despolarización (receptores 5-HT2A,

5-HT2C,5-HT3 y 5-HT4) o la hiperpolarización neuronal (receptores 5-HT1A).Algunos

subtipos de receptores de 5-HT (receptores 5-HT1A,5-HT18,y posiblemente 5-HT10)se

encuentran en el soma, dendritas o terminal de las mismas neuronas serotoninérgicas,

donde tienen un rol de autorregulación neuronal. Mientras que otros receptores

(receptores 5-HT18D, 5-HT2Aic,5-HT3 y 5-HT4) se pueden localizar también en las

terminales nerviosas donde parecerían cumplir una función de heteroreceptores,

regulando la liberación de neurotransmisores (Barnes y Sharp, 1999).

1.1.5-Funciones fisiológicas y comportamentales de serotonina

La serotonina ha sido involucrada en la regulación de un amplio rango de procesos

fisiológicosy comportamentales, tales como la regulación cardiovascular y respiratoria,

Ia termorregulación, la regulación endocrina y de los ritmos circadianos, el ciclo de

vigilia-sueño, el apetito, la agresión, el comportamiento sexual, la actividad motora, Ia

sensibilidad al dolor y los procesos de aprendizaje y memoria. Por lo tanto, no es de

extrañar que las alteraciones del sistema serotoninérgico influyen un amplio rango de

desórdenes psiquiátricos. Entre dichos desórdenes se incluyen Ia depresión y ciertos

desórdenes de ansiedad (pánico, obsesión compulsiva y fobia social), esquizofrenia y

anorexia nerviosa. Además, las alteraciones en la función de Ia 5-HT han sido

asociadas con el comportamiento agresivo, el abuso de sustancias, el control obsesivo

y problemas de falta de atención. Dada la amplia variedad de acciones reguladoras de

5-HT y los objetivos planteados en el presente trabajo de investigación, solo será

analizada Ia participación de 5-HT en tres áreas: a) la regulación neuroendocrina,

considerando la interacción de 5-HT con el eje hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA), y

en particular con la hormona liberadora de corticotrofina (CRH) (ver a continuación y

también sección 1.2.5); b) eI comportamiento y su implicancia en enfermedades

psiquiátricas relacionadas con el estrés (verapartados correspondientes); y c) el sueño

(secciones 1.3.3 y 1.3.4).

Regulación neuroendocrina: la 5-HT, junto a otros neurotransmisores, participa en el

control hipotalámico de la secreción hipofisiaria de las hormonas adrenocorticotrofina
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(ACTH), prolactina y de la hormona de crecimiento. Los precursores de 5-HT o las

drogas que estimulan su liberación, producen un aumento en Ia secreción de CRH, así

como también de vasopresina, y en consecuencia, un aumento de la secreción de

ACTH.Por otro lado, también se ha demostrado que 5-HTtiene un efecto directo sobre

la liberación de ACTH en la hipófisis anterior. Esta acción conlleva a un incremento en

los niveles de corticosterona (ver sección 1.2.3.1) . Los subtipos de receptores 5-HT1A,

5-HT2Ay 5-HTZCestarían involucrados en los efectos de 5-HT sobre el eje HPA (Barnes

y Sharp, 1999). Por otro lado, se ha demostrado que un aumento en los niveles de

corticosterona, resultado de la activación del eje HPA, reduce los niveles de los

receptores 5-HT1Aen regiones específicas del hipocampo (Meijer y de Kloet, 1998),

(Fernandes y co|., 1997), (Watanabe y coI., 1993). Por el contrario, el tratamiento con

drogas que estimulan los niveles de 5-HT, produce un aumento de los niveles de los

receptores de glucocorticoides en el hipocampo (Hery y co|., 2000), (Reul y co|., 1993),

área a través de Ia cual la corticosterona ejerce una retroalimentación negativa sobre

el eje HPA (ver sección 1.2.3.1). Esto sugiere una importante participación de 5-HT en

la regulación de las respuestas hormonales al estrés. Sin embargo, el rol exacto que la

5-HTdesempeñaria enla regulación dela respuesta de CRHfrente al estrés, no ha sido
aún dilucidado.

Efectos comportamenta/es: Una de las primeras evidencias que asoció la

neurotransmisión serotoninérgica con Ia actividad comportamental surgió de estudios

en los cuales se manipuló la biosíntesis de la 5-HT. En animales, la administración de

triptofano provoca un síndrome distintivo y complejo que comprende movimientos

tónicos y repetitivos, e involucra temblor, rigidez, contracción de los miembros

posteriores y sacudidas de Ia cabeza o del cuerpo. Este sindrome de serotonina se ha

observado también en humanos, principalmente en pacientes a los cuales se les

administra drogas relacionadas con la 5-HT.

Por otro lado, estudios electrofisiológicos demostraron una correlación entre la actividad

de las neuronas serotoninérgicas y eI estado comportamental del animal,

presentándose una actividad neuronal elevada durante los momentos de vigilia,y una

disminución gradual de Ia misma a medida que el animal reduce su actividad y entra en

los distintos estados del sueño (Jacobs, 1991), (Jacobs y Fornal, 1993). Además, estos

estudios indicaron también que la actividad neuronal en el núcleo del rafe dorsal no
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responde a estímulos ambientales, tales como la temperatura o el ruido. Por otro lado,

la 5-HT participaría en la facilitación de movimientos tónicos o de patrones

comportamentales repetitivos, por ejemplo, los movimientos bucales-orales, como

masticar, morder, lamer o el aseo en animales. Todos estos estudios sugieren que la

actividad de las neuronas serotoninérgicas está relacionada con el estado

comportamental o de actividad del animal, y además, contribuyen al concepto de que

la actividad principalde la 5-HTestá asociada con la facilitacióndela respuesta motora

y con una posible supresión del proceso de información sensorial durante el

comportamiento motor (Jacobs y Fornal, 1995), (Jacobs y Azmitia, 1992).

Por otra parte, estudios de microdiálisisdemostraron también una alta correlación entre

los niveles extracelulares de 5-HT y Ia actividad comportamental del animal. Además,

se observó que la liberación de 5-HT puede ser alterada por una amplia variedad de

estímulos externos (Linthorst y co|., 1994), (Linthorst y col., 1995), (Linthorst y coI.,

1996). Sin embargo, los cambios en Ia secreción de Ia 5-HT en respuesta a estímulos

estresantes varían de acuerdo a Ia naturaleza del estímulo o el área específica en

estudio (Kirby y col., 1995), (Kirby y col., 1997), (Linthorst y col., 1995).

1.1.6-Neurotransmisión serotoninérgica y depresión mayor

Desórdenes afectivos o de estado de ánimo, como la depresión mayor, aparecen

frecuentemente asociados con diferentes alteraciones bioquímicas en los sistemas de

neurotransmisión y neuroendocrinos (Kaplan y coI., 1994). Alteraciones en la

neurotransmisión de serotonina estarían implicadas en varios de los síntomas de la

depresión mayor, como por ejemplo, cambios en el estado de ánimo, el apetito, el

sueño, la actividad, las disfunciones sexuales y cognitivas, e inclusive en el suicidio.

Una disminución en Ia actividad del sistema serotoninérgico ha sido reportada en

pacientes depresivos. Esto es atribuible a disfunciones en puntos críticos de la

neurotransmisión de 5-HT, como por ejemplo una menor disponibilidad de triptofano,

deficiencias en la síntesis, liberación, recapturación o metabolismo, un menor número

de receptores o una modificación en la transducción de señales de los receptores

serotoninérgicos. Estas observaciones han dando lugar al desarrollo de la hipótesis de

serotonina como factor involucradoenla patofisiología dela depresión (Maes y Meltzer,

1995); (Mann, 1999).

Algunos estudios han encontrado en pacientes con depresión mayor una reducción en
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los niveles de 5-HIAA (metabolito de 5-HT propuesto como indice de Ia actividad

neuronal) en el liquido cefalorraquídeo (Traskman-Bendz y coI., 1984). Sin embargo,

el grado de reducción en los niveles de 5-HIAA no correlaciona con el grado de

severidad dela depresión. Por otro lado, estudios post-mortem del sistema nervioso de

pacientes depresivos señalan cambios en las concentraciones de los receptores de 5­

HT, un incremento de los autorreceptores 5-HT1Asomatodendríticos en el NRD

(Stockmeier y col., 1998) y un aumento de los receptores 5-HT2Aen Ia corteza frontal.

A su vez, Ia disminución de los niveles de 5-HT mediante Ia inhibición de la enzima

triptofano hidroxilasa o Ia reducción de triptofano en Ia dieta, precipita Ia aparición de

los sintomas depresivos en pacientes en remisión (Delgado y col., 1990), (Staley y

Malison, 1998).

Sin embargo, una de las observaciones más contundentes que apoya la hipótesis de

serotonina como factor dela depresión, es que Ia mayoría de las drogas antidepresivas

afectan el sistema serotoninérgico (Blier y de Montigny, 1999), (Marsden, 1991),

(Kaplan y col., 1994). A finales de Ia década del 50, se encontró, fortuitamente, un

efecto terapéutico antidepresivo en drogas utilizadas contra la tuberculosis, como por

ejemplo iproniazida e imipramina (Blier y de Montigny, 1999). Hasta ese momento el

únicotratamiento efectivo para Iadepresión mayor era someter al paciente a descargas

electroconvulsivas. Sin embargo, se requirieronvarios años para llegara demostrar que

los efectos antidepresivos de esas drogas podian deberse a la interferencia de las

mismas con el catabolismo de las monoaminas y con el aumento, en consecuencia, de

las concentraciones cerebrales de 5-HTy NA.Las primeras drogas comerciales para

el tratamiento de la depresión consistieron en inhibidores de la enzima MAO(MAOls).

Más tarde aparecieron las drogas antidepresivas tricíclicas (TCAs), las cuales

comparten la propiedad de bloquear la recaptación de NA y 5-HT, aunque con

diferencias en su potencia. Los inhibidores específicos de la recaptación de 5-HT

(SSRIs: citalopram, fluoxetina, paroxetina) o de NA (maprotilina, oxaprotilina) fueron

desarrollados últimamente y su eficacia como drogas antidepresivas también fue

demostrada (Mann, 1999); (Mongeau y coI., 1997). Algunos antidepresivos actúan, a

su vez, directamente sobre los receptores de 5-HTo NA(buspirona, gepirona). A pesar

del rápidoefecto bioquímicoque estas drogas ejercen sobre el sistema serotoninérgico,

se requiere de un tratamiento a largo plazo, 2 a 3 semanas, para obtener una eficacia

clinica (Kaplan y col., 1994).
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La participación de los autorreceptores 5-HT1Aen la patología de Ia depresión ha sido

sugerida sobre Ia base de evidencias experimentales, en las cuales el tratamiento

crónico con antidepresivos produjo una reducción en Ia respuesta electrofisiológica de

los autorreceptores 5-HT1Asomatodendríticos, sin disminuir Ia sensibilidad de los

receptores 5-HT1Apostsinápticos en el hipocampo (Romero y col., 1996), (Jolas y col.,

1994). Diversos estudios autorradiográficos y de microdiálisis han sugerido una

disminución en eI número de los autorreceptores 5-HT1A.Esta reducción provocaría un

aumento progresivo en la actividad de la serotonina, lo cual mediaría el efecto

antidepresivo de Ia droga (Gardier y coI., 1996). Es interesante observar que Ia

administración repetida de descargas electroconvulsivas induce un aumento en los

receptores 5-HT1Apostsinápticos en el hipocampo, efecto similar al ejercido por las

drogas antidepresivas triciclicas (Bliery de Montigny, 1999).

1.1.7-Neurotransmisión serotoninérgica rafe-hipocampo

Basándose en amplias evidencias neuroanatómicas, se ha establecido que la inervación

serotoninérgica del hipocampo proviene de los núcleos del rafe medio y dorsal (Figura

3). Las proyecciones que surgen del NRD presentan axones finos, pequeñas

varicosidades a lo largo de los mismos y se ramifican ampliamente; estos axones

inervan principalmente el hipocampo ventral. Las proyecciones provenientes del NRM

son también axones finos que forman ramificaciones con axones característicos y

presentan varicosidades grandes redondas u ovaladas; estas proyecciones inervan

básicamente el hipocampo dorsal (Azmitiay Segal, 1978). Estudios electrofisiológicos

en animales anestesiados demostraron que Iaestimulación de los NRDy NRMprovoca

la liberación de 5-HTen el hipocampo (McQuade y Sharp, 1995), mientras que estudios

en animales concientes demostraron que la estimulación eléctrica de estos núcleos

produce una disminución de los niveles extracelulares de 5-HT en el hipocampo dorsal

(Mokler y coI., 1998). Ambas aferencias provenientes del NRD y NRM terminan

selectivamente sobre el soma y dendritas de subpoblaciones específicas de

interneuronas GABAérgicasen el hipocampo, las cuales inervan, a su vez, a las células

del giro dentado y las neuronas piramidales (Freund y coI., 1990). Por otro lado, se ha

observado una densa inervación recíproca, inhibitoriay probablemente mediada por 5­

HT y/o GABA, entre los NRD y NRM (Vertes y Kocsis, 1994), (Vertes y co|., 1999). De

esta forma Ia liberación de serotonina en el hipocampo implicaría también una
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interacción entre ambos núcleos del rafe (Mokler y col., 1998).

NÚCLEO

DELRAFE uwocnupo
DORSAL * ‘Ï

á DORSAL
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Figura 3: Esquema del sistema de neurotransmislón serotoninérglca del rafe-hipocampo. Adaptado de

Mokler y col., 1998.

El sistema serotoninérgico rafe-hipocampal estaría controlado, a su vez, por

mecanismos de autorregulación de la secreción. Por un lado, Ia actividad de las

neuronas serotoninérgicas en los NRM y NRD se encuentra bajo el control de los

autorreceptores somatodendríticos 5-HT1A y 5-HT1D (Pineyro y col., 1995). La

estimulación de los receptores 5-HT1A,mediante Iaadministración intra-rafe del agonista

8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralin (8-OH-DPAT), produce una reducción de los

niveles extracelulares de 5-HT en el hipocampo dorsal, siendo esta reducción más

marcada cuando el NRM es inyectado (Bonvento y col., 1992), (Kreiss y Lucki, 1994).

El incremento de los niveles extracelulares de 5-HT producido, por ejemplo, por la

inhibicióndela actividad dela proteina involucrada enla recaptación de 5-HT,activaría

los autorreceptores somatodendríticos en los núcleos del rafe, provocando una

retroalimentación inhibitoria sobre la actividad neuronal y, en consecuencia, sobre la
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liberación de 5-HTen las regiones terminales. Otro mecanismo de regulación involucra

a los autorreceptores ubicados en las terminales presinapticas, 5-HT,B(en roedores) o

5-HT1D(en otras especies). La estimulación de estos receptores en las terminales

sinápticas activa un mecanismo de autoinhibición que genera una reducción en la

secreción de 5-HT. Por otro lado, estudios recientes demostraron que eI receptor 5-HT3

desempeña una acción facilitadora en la liberación de 5-HT en el hipocampo, aunque

el mecanismo involucrado, así como. la localización celular de dichos receptores no han

sido aún definidos (Mongeau y co|., 1997). Por último, estos mecanismos de

autorregulación controlan también la síntesis de serotonina, por ejemplo, a través dela

regulación de la actividad de Ia enzima triptofano hidroxilasa.

Estudios electrofisiológicos demostraron que la 5-HT posee efectos inhibitorios y

excitatorios sobre las neuronas hipocampales (Barnes y Sharp, 1999). La respuesta

postsináptica mejor estudiada es Iamediada por los receptores 5-HT1Aque produce una

hiperpolarización de la membrana neuronal a través de una proteína GUO,sin

participación de la adenilato ciclasa (Nicoll y co|., 1990). La 5-HT presenta también

efectos excitatorios por supresión de canales de potasio, sin embargo los subtipos de

receptores involucrados y los mecanismos de transducción implicados no han sido

develados hasta el momento.

1.2-Sistema de la hormona liberadora de corticotrofina (CRH)

La hormona liberadora de corticotrofina (CRH) es el factor más importante en la

regulación e integración de los cambios producidos en los sistemas nervioso, endocrino

e inmune en respuesta al estrés (Owens y Nemeroff, 1991), (D nn y Berridge, 1990).

La CRH lleva a cabo la coordinación de las respuestas endocrinas, autonómicas y

comportamentales al estrés através de su acción en el SNC (como neurotransmisor),

asi como en la periferia (como hormona). La acción de CRH está mediada por dos tipos

de receptores: tipo 1 (CRH-R1) y tipo 2 (CRH-R2). De este último, dos isoformas han

sido identificadas: CRH-R20 y CRH-R28 (Chalmers y col., 1996), (Dieterich y co|.,
1997), (De Souza, 1995). Además. los efectos de CRH dentro del SNC y en Ia periferia

estan limitados anatómica y temporalmente por una proteína de unión de alta afinidad

para CRH (CRH-BP), que influiría sobre los niveles de CRH libre disponible para la

activación de los receptores (Behan y col., 1993). Recientemente un nuevo péptido
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relacionado con CRH fue aislado, urocortina (Ucn) (Vaughan y co|., 1995), el cual

interacciona también con CRH-BP y los receptores de CRH, aunque su rol en el SNC

no ha sido aún definido.

1.2.1- CRH y urocortina (Ucn)

CRH: A mediados de 1950, estudios de distintos grupos coincidieron en Ia existencia

de un factor derivado del hipotálamo capaz de provocar la secreción de Ia hormona

adrenocorticotrofina (ACTH)en Ia hipófisis. Este factor fue llamado hormona liberadora

de corticotrofina (CRH) debido a su capacidad para estimular la secreción de ACTH.A

pesar de que CRHfue el primer factor hipotalámico en ser reconocido, no fue sino hasta

1981 que se Io aisló y caracterizó (Vale y co|., 1981). CRH es un péptido de 41

aminoácidos que presenta una alta homología entre distintas especies de mamíferos

(hombre, rata, oveja, cerdo, cabra, vaca) y es el principalfactor endógeno liberador de

la adrenocorticotrofina, aunque otros factores también participan en dicha regulación

(por ejemplo: vasopresina, catecolaminas, etc.).

Ucn: Otros péptidos relacionados con CRH han sido identificados también en

vertebrados inferiores, como por ejemplo, sauvagina, aislada de la piel de anfibio, y

urotensina, aislada en peces. Estos péptidos fueron considerados homólogos dela CRH

hasta que dos nuevos péptidos aún más cercanos a CRH fueron identificados en las

mismas clases de vertebrados. Este hecho sugirió Ia existencia de múltiples péptidos

relacionados con la CRH también en mamíferos. En 1995, Vaughan y coI. identificaron

en mamíferos un nuevo péptido miembro de la familia de CRH (Vaughan y co|., 1995).

El mismo presenta una homología del 63 % con urotensina y del 45 % con CRH, de ahí

su nombre de urocortina (Ucn). Este nuevo péptido fue clonado en ratas, e

inmediatamente después en humanos (Donaldson y co|.. 1996), difiriendo ambos tan

solo en dos aminoácidos. Estos resultados indican que existen, por lomenos, dos líneas

evolutivas de los péptidos integrantes de Ia familia de CRH en mamíferos, uno

relacionado con CRH cuya línea se puede remontar hasta la clase de peces, y otro

orígen relacionado con urotensina/urocortina también presente en peces (Lovejoyy

Balment, 1999).

1.2.1.1- Localización

Estudios histológicos detectaron Ia expresión de CRH en Ia región parvocelular del
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Figura 4: Esquema de la distribución de CRH en el SNC de rata. Los datos sobre Ia localización y
densidad (indicado por el gradiente en la coloración) de Ia inmunoreactividad de CRH se basan en los
trabajos expuestos en esta sección.

núcleo paraventricular del hipotálamo, área que envía proyecciones hacia la eminencia

media, donde CRH es secretada al sistema portal. Mediante esta vía, CRH alcanza la

hipófisis anterior y estimula la liberación de ACTH, desencadenando la activación del

eje hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA) (ver eje HPA, sección 1.2.3.1) (Vale y co|.,

1981), (Sawchenko y Swanson, 1985). Sin embargo, la expresión de CRH no esta

confinada solamente al hipotálamo. Su distribución dentro del SNC es amplia (Figura
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4). Neuronas inmunoreactivas a CRHfueron localizadas a lo largo dela neocorteza, con

alta densidad en las regiones prefrontal y cingulata (Swanson y col., 1983). La CRH ha

sido también localizada en varias áreas involucradas en el control de funciones

autonómicas, como por ejemplo, el núcleo central de la amígdala, el núcleo rojo de las

terminaciones estriatales (BNST), el hipocampo, el septum lateral, el núcleo

accumbens, los núcleos talamicos posteromediales, núcleo Iaterodorsal del tegmento,

Ia sustancia negra, el locus coeruleus, los núcleos del rafe medio y dorsal, el área

periacueductal gris, el bulbo olfatorio, los núcleos parabrachiales, el núcleo del tracto

solitario y el cerebelo (Merchenthaler, 1984), (Morin y col., 1999), (Sawchenko y

Swanson, 1985).

Por otro lado, Ia Ucn presenta también una amplia distribución en el SNC (Figura 5) ,

pero con un patrón diferente a CRH. En ratas, Ia expresión del ARNm de Ucn ha sido

localizada en áreas de la neocorteza y principalmente en el núcleo Edinger-Westphal

(Vaughan y co|., 1995), el cual forma parte de la porción parasimpática del núcleo

oculomotor. Otras áreas cerebrales que presentan una moderada expresión del ARNm

de Ucn son el hipocampo, los ganglios basales, el septum medio, los núcleos medio y

cortical de Ia amígdala, los núcleos paraventricular (PVN) y ventromedial del

hipotalamo, colículos superiores, el núcleo rojo, Ia sustancia negra y Iacorteza cerebral

(Wongy coI., 1996). Otros estudios reportaron también Ia presencia de Ucn en cuerpos

neuronales del núcleo Iaterodorsal del tegmento , el núcleo del rafe dorsal y el área

periacueductal gris (Kozicz y co|., 1998) mientras que solo unos pocos cuerpos

neuronales y fibras conteniendo Ucn han sido identificadas en el hipotalamo (Moríny

co|., 1999). Además, una densa red de fibras inmunoreactivas a Ucn fue observada en

el septum lateral (Kozicz y col., 1998); (Morín y co|., 1999). En un estudio reciente,

células inmunoreactivas a Ucn han sido detectadas en Ia hipófisis anterior humana,

sugiriendo un rol paracrino o autocrino en la producción y/o secreción de ACTH (lino y

col., 1997).

Una comparación directa de Ia inmunoreactividad de CRH y Ucn en el SNC dela rata,

revela una mayor cantidad de cuerpos neuronales y fibras positivas para CRH en

relación con Ucn (Morín y co|., 1999). Asimismo, la limitada superposición en Ia

distribución de CRH y Ucn en el SNC de la rata, sugeriría que ambos neuropéptidos

desempeñarían distintos roles fisiológicos.
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Figura 5: Esquema de la distribución de Ucn en el SNC de rata. Los datos sobre la localización y
densidad (indicado por el gradiente en Ia coloración) de Ia inmunoreactividad de Ucn se basan en los
trabajos expuestos en esta sección.

1.2.2- Receptores y proteína de unión a CRH

Receptores: Hasta el presente, se han clonado dos tipos diferentes de receptores de

CRH, CRH-R1 (Chang y coI., 1993) y CRH-R2 (Lovenberg y co|., 1995), los cuales

presentan una homología del 70 %entre sí. Laestructura de ambos receptores consiste

en una proteína con siete dominios transmembrana acoplados a la adenilato ciclasa a

través de una proteína G (De Souza, 1995); (Grigoriadis y col., 1996); (Dieterich y col.,

1997). Actualmente se conocen para CRH-R2 dos isoformas distintas, tanto en rata

como en humanos: CRH-R2a y CRH-R28. En roedores, CRH-R2a se expresa

exclusivamente en el SNC, mientras que CRH-R28se expresa predominantemente en

la periferia. En cambio, en humanos, ambos subtipos de receptores fueron encontrados

en el SNC (Chalmers y co|., 1996).

CRH-BP: En plasma, la CRH se encuentra usualmente unida a una proteína

transportadora, Ioque provoca que en condiciones normales los niveles plasmáticos de

CRH resulten casi indetectables. Esta proteína, de 322 aminoácidos, fue originalmente

purificada y clonada a partir del plasma humano (Potter y coI., 1991)y recibió el nombre
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de proteína de unión de CRH (CRH-BP). En el tercer trimestre del embarazo humano,

los niveles de CRH plasmáticos aumentan dramáticamente, sin embargo los niveles de

ACTHpermanecen normales. Esto se debe a que la CRH-BP plasmática se une a CRH

con una afinidad mayor que el CRH-R1, bloqueando de esta manera la acción

estimuladora de CRH sobre ACTH. La habilidad de CRH-BP de unirse e inactivar

funcionalmente a CRH representa un mecanismo modulador adicional de Iafunción de

esta hormona, aunque su rolno ha sido completamente elucidado (Behan y coI., 1993).

Sin embargo, un estudio reciente de Behan y col. propone Ia utilización de un ligando

específico dela CRH-BPcomo tratamiento del deterioro cognitivodela enfermedad de

Alzheimer. Esta estrategia provocaría un aumento de los niveles de CRH en el SNC en

forma localizada, a través dela disociación de CRH dela CRH-BP (Behan y co|., 1995).

1.2.2.1- Localización

CRH-R1 y CRH-R2 presentan distintos patrones de distribución neuroanatómica, con

muy poca superposición en su expresión (Figura 6). La expresión del ARNm de CRH­

R1 se presenta predominantemente en Ia neocorteza, en los núcleos Iaterodorsal del

tegmento y pedunculopontino, el núcleo basolateral de Iaamígdala, el cerebelo y en los

sistemas sensoriales. Existe también una alta expresión de este receptor en la hipófisis

anterior. La expresión de CRH-R2 ha sido localizada mayoritariamente en el PVN, el

septum lateral, los núcleos cortical y medio de la amígdala y los núcleos del rafe. Una

expresión mixta de ambos receptores ha sido observada en el bulbo olfatorio, el

hipocampo, Iacorteza entorrinal, el BNSTy el área periacueductal gris (Chalmers y col.,

1995), (De Souza, 1995), (Bittencourt y Sawchenko, 2000). Esta distribución

heterogénea de ambos receptores sugeriría para cada uno de ellos roles funcionales

distintos, mediando, por consiguiente, efectos diferenciales de CRH.

A pesar de Ia alta homología entre la CRH-BP humana y de rata, la distribución

anatómica de esta proteína difiere entre ambas especies. En humanos, Ia CRH-BPse

encuentra abundantemente en tejidos como el hígado, Iaplacenta yel cerebro, mientras

que en rata solo se encuentra en el cerebro y Ia hípófisis (Potter y co|., 1991). CRH-BP

muestra una amplia distribución en el SNC y se expresa predominantemente en Ia

corteza cerebral, el hipocampo, Ia amígdala, el bulbo olfatorio y en áreas del tronco

cerebral, particularmente en los núcleos del rafe y en Ia formación reticular (Behan y

col., 1996a). Sin embargo, la expresión de la CRH-BP no ha sido detectada en el núcleo
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Figura 6: Esquema dela distribuciónde los receptores de CRH. Los datos sobre Iaexpresión del ARNm

de CRH-R1 y CRH-R2 se basan en los trabajos expuestos en esta sección. La intensidad de color indica

Ia densidad de expresión del ARNmobservada en estos núcleos.
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paraventricular del hipotálamo, mientras que una alta expresión ha sido observada en

la hipófisis, donde participaría de manera paracrina en la regulación de la respuesta

endocrina al estrés. La colocalización de CRH y CRH-BP ha sido descripta

principalmente en el bulbo olfatorio, el septum lateral, el BNST y el núcleo central de la

amígdala. Sin embargo, una muy débil colocalización fue encontrada en la corteza,

donde la CRH-BP se expresa abundantemente (Behan y col., 1996b).

1.2.2.2-Afinidades entre los péptidos componentes de la familia de CRH

La Ucn es un fuerte estimulador de los receptores de CRH. Sin embargo, Ucn presenta

una afinidad aproximadamente 10 veces mayor que CRH por las dos isoformas de

CRH-R2 (Tab/a 3) (Donaldson y col., 1996). Ucn y CRH poseen un efecto similar en la

inducción de los niveles de AMPc en células transfectadas con CRH-R1, mientras que

células que expresan CRH-R2d y CRH-R28 acumulan entre 10 y 20 veces más AMPc

en respuesta a la estimulación de Ucn en comparación con CRH. Por otro lado, CRH­

BP humana muestra una afinidad similar para la Ucn y la CRH (Donaldson y col., 1996),

(Vaughan y col., 1995). Sin embargo, recientemente se describió que Ucn presenta una

tasa de disociación de la CRH-BP más lenta que CRH, lo cual sugeriría una mayor

efectividad de la CRH-BP para inactivar funcionalmente a Ucn (Henriot y col., 1999).

tabla 3

Péptido CRH-R1 CRH-R2d CRH-R26 CRH-BP

humano rata ratón humano

CRH 0,95 nmoI/L 13 nmol/L 17 nmoI/L 0,21 nmol/L

rata/humana

Ucn h 0,41 nmol/L 1,8 nmoI/L 1,5 nmol/L 0,22 nmoI/L

Ucn r 0,16 nmoI/L 0,58 nmoI/L 0,41 nmol/L 0,12 nmol/L

tabla 3: Afinidades relativas de CRH y Ucn por los distintos subtipos de receptores y la proteína de unión

a CRH. La constante de disociación de los péptidos fue calculada a partir de la unión a células CHO

transfectadas con los receptores o la CRH-BP. Datos tomados de Donaldson y col. (Donaldson y co|.,

1996).
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1.2.3- Efectos de CRH y Ucn

Las situaciones de estrés de origen fisico, fisiológico, o bien inmunológico, producen

una disrupción en la homeostasis del organismo, provocando un amplio espectro de

cambios dentro de los sistemas nervioso, endocrino e inmune. La CRH ha sido

implicada en la regulación de distintos procesos comportamentales y fisiológicos, los

cuales comparten una misma función: la adaptación de las respuestas

comportamentales, autonómicas e inmunes al estrés (Owens y Nemeroff, 1991). Como

se describió previamente, Ucn presenta una alta afinidad por ambos receptores de

CRH, por Io tanto, varios de los efectos comportamentales y fisiológicos de su

administración central son cualitativamente similares a los producidos por CRH. Sin

embargo, dada la alta densidad de expresión e innervación de Ucn en áreas que

presentan casi exclusivamente el CRH-R2,y la mayor afinidad de Ucn por este receptor

en comparación con CRH, se ha sugerido que Ucn es el ligando endógeno del CRH-R2.

Basados en la distribución heterogénea del ARNm de CRH-R1 y CRH-R2 en el SNC,

un rango de efectos neuroendocrinos y comportamentales de CRHy/o Ucn pueden ser

asociados particularmente a cada uno de los receptores. Varios métodos son

actualmente utilizados para el estudio dela participación diferencial de CRH-R1 y CRH­

R2 en la modulación de las acciones de CRH y Ucn, como por ejemplo, el bloqueo de

los receptores usando antagonistas selectivos o no selectivos, la utilización de

oligonucleótidos antisentido dirigidos contra uno de los receptores, la generación de

ratones transgénicos deficientes de CRH-R1o CRH-R2 y Iacomparación de los efectos

producidos por la administración intracerebroventricular (i.c.v.) de CRH y Ucn, debido

a la mayor afinidad de Ucn por CRH-R2.

1.2.3.1- Efectos endocrinos. Eje hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA)

En mamíferos, la respuesta endocrina al estrés esta mediada por el eje hipotálamo­

pituitario-adrenal (HPA). Durante el estrés, la síntesis de CRH en el núcleo

paraventricular del hipotálamo aumenta y CRH es liberada desde las terminales

nerviosas al sistema de vasos portales hipotálamo-hipofisiario en Ia eminencia media

(Owens y Nemeroff, 1991). CRH es generalmente considerado el activador primariodel

eje HPA, aunque otros factores endógenos participan también en Ia modulación de Ia

actividad del eje (vasopresina, noradrenalina) (Turnbull y col., 1999a). Cuando el

péptidoalcanza Iahipófisisanteriordesencadena una cascada de eventos intracelulares
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que provocan el aumento de la expresión del gen de pro-opiomelanocortina (POMC)y

Ia liberación de los péptidos derivados de este gen: Ia hormona adrenocorticotrofina

(ACTH) y B-endorfina (Vale y co|., 1981). La ACTH provoca, a su vez, Ia síntesis y

liberación de glucocorticoides (cortisol en primates y corticosterona en roedores) en la

corteza adrenal (Figura 7). Dos tipos de receptores de glucocorticoides han sido

identificados en el SNC, los receptores de mineralocorticoides (MR, tipo I) y los

receptores de glucocorticoides (GR, tipo II).La corticosterona se une a ambos tipos de

receptor pero con una afinidad 10 veces mayor para los MR (Reul y de Kloet, 1985). La

distribución de MR en el SNC esta restringida a estructuras Iímbicas, por ejemplo,

hipocampo, septum y amígdala, mientras que GR se encuentra distribuido a Iolargo de

todo el SNC, presentando una alta densidad en estructuras Iímbicas (hipocampo,

septum), en las neuronas parvocelulares del PVN y en neuronas monoaminérgicas

ascendentes del tronco cerebral (Herman ycoI., 1989). Durante una situación de estrés,

los niveles de corticosterona pueden aumentar hasta unas 100 veces con respecto a

su nivel basal. Basados en resultados experimentales, en la diferente afinidad por los

glucocorticoides y en Ia distinta distribución neuroanatómica de MR y GR, se ha

sugerido que los GR mediarían la retroalimentación negativa frente a una situación de

estrés, mientras que los MR mediarían un tono inhibitoriodel hipocampo sobre el eje

HPA (ReuI y coI., 2000). De esta manera, se ha sugerido que Ia función de adaptación

del eje HPAes críticamente dependiente del mecanismo de retroalimentación negativa

de los glucocorticoides, y que esta regulación no estaría limitada solamente a Ia

activación del eje HPAen respuesta al estrés, sino también a la actividad circadiana del

eje (Jacobson y Sapolsky, 1991). Las tres vías sugeridas a través de las cuales los

glucocorticoides ejercen una acción modulatoria de la activación del eje HPA son: 1)

una retroalimentación inhibitoria a nivel del PVN y de la hipófisis anterior; 2) una

retroalimentación positiva a nivel de la amígdala central y Ia parte dorsal del PVN; y 3)

otro circuito de retroalimentación negativa a través del hipocampo ventral, el cual

proyecta hacia el BNST (Owens y Nemeroff, 1991), (Gray y Bingaman, 1996).

La acción de CRH sobre la activación del eje HPA a través de la estimulación de Ia

secreción de ACTH, es mediada por el CRH-R1 (por Io menos en roedores) debido a

la expresión predominante de este receptor en la glándula hipófisis. En cambio, ambos

receptores estarian involucrados en los efectos centrales que dan lugar a Ia

estimulación de CRH, vía el núcleo central de la amígdala, el BNST, el PVN y el
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Figura 7: Esquema del eje hipotálamo-pituitario-adrenaly los mecanismos reguladores de su actividad.

BNST, núcleo rojo del las terminaciones estriatales; NRD, núcleo del rafe dorsal; PVN, núcleo

paraventricular.

hipocampo (Chalmers y coI., 1995). El rol del CRH-R1 en la regulación del eje HPA ha

sido confirmado a través de estudios en dos líneas de ratones deficientes del receptor

de CRH tipo 1 (Timply col., 1998), (Smith y co|., 1998). En condiciones basales, ambos

modelos de ratones deficientes de CRH-R1 presentan niveles de corticosterona

marcadamente reducidos, mientras que Iaconcentración de ACTHno difierede niveles

de los ratones de cepa salvaje (Timply coI., 1998), (Smith y coI., 1998). La participación

en Ia estimulación de la secreción de ACTH de otros factores endógenos, como

vasopresina, explicaría esto último (Turnbully co|., 1999a). Sin embargo, frente a una

situación de estrés, como la natación forzada (Timply col, 1998) o la restricción física

(Smith y coI., 1998), los niveles de ACTHno aumentan y Ia respuesta de los niveles de

corticosterona permanece reducida en los ratones deficientes del receptor en

comparación con los ratones de cepa salvaje. Estos resultados indican el requerimiento

del CRH-R1 en Ia respuesta del eje HPA al estrés.

Por otro lado, Ia administración sistémica de Ucn produce una mayor estimulación de
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ACTH en comparación con Ia administración de CRH (Vaughan y co|., 1995), (Asaba

y coI., 1998). Resultados similares se han obtenido también ¡n vitro (Vaughan y coI.,

1995), (Asaba y coI., 1998), (Ozawa y col., 1998). Sin embargo, tanto los niveles

basales de ACTHcomo su respuesta frente a un estímqu estresante, pueden ser

atenuados por anticuerpos anti-CRH,mientras que los anticuerpos anti-Ucncarecen de

efecto. Esto sugeriría que CRH es el mediador fisiológicopredominante en Iasecreción

de ACTHtanto en condiciones basales como en respuesta al estrés (Turnbully col.,

1999b)

1.2.3.2-Efectos sobre los sistemas nervioso autónomo e inmune

Frente a un estimulo estresante, además de la activación del eje HPA, el sistema

nervioso autónomo responde rápidamente para Iaadaptación del cuerpo ala respuesta

de "lucha" o “huida”. La CRH desempeña un importante rol en Ia coordinación de estas

respuestas al estrés. Experimentalmente se ha observado que Ia administración i.c.v

de CRH produce la activación del sistema nervioso simpatico y la inhibicióndel sistema

nervioso parasimpático. Estos efectos provocan, entre otros, un aumento en los niveles

de glucosa plasmática, la tasa cardiaca y Ia presión arterial, así como una inhibiciónde

las funciones digestivas (Brown y Fisher, 1985), (Brown y col., 1982). Esta activación

y supresión de las dos ramas del sistema nervioso autónomo se debe a Ia acción

directa de CRH en eI SNC, ya que su administración periférica no produce dichos

efectos.

Por otro lado, la CRH participa en Ia regulación del sistema inmune, ejecutando, en

parte, los efectos supresores del estrés sobre este sistema. En respuesta a una

inflamación, infección o injuria,el sistema inmune responde inmediatamente mediante

la secreción de citoquinas, las cuales son liberadas en el tejido afectado, así como

también, a Iacirculacióngeneral. Este proceso provoca Iaactivación de los mecanismos

de defensa del sistema inmune y además, la activación del eje HPA, Ia cual resulta en

un aumento de los niveles de glucocorticoides plasmáticos (Besedovsky y col., 1986),

(Del Rey y co|., 1987). Los glucocorticoides juegan un rol esencial en Ia regulación de

los procesos de defensa del organismo, ya que mediante Ia activación de un

mecanismo de retroalimentación negativa, producen efectos antinflamatorios e

¡nmunosupresores que previenen la respuesta exagerada de los mecanismos de

defensa, la cual podría ser perjudicial para el organismo (Munck y co|., 1984), .
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Estudios previos demostraron que la administración central, pero no periférica, de CRH

produce una supresión dosis dependiente de la actividad de las células killerdel bazo

dela rata, la cual es mediada por el sistema nervioso autónomo (Irwiny coI., 1990). Sin

embargo, se ha demostrado que la CRH es producida también por células del sistema

inmune, actuando así localmente en sitios de inflamación, donde desempeñaria una

acción autocrina o paracrina (Karalis y col., 1991). Los receptores de CRH han sido

encontrados en células del sistema inmune, como por ejemplo monocitos, linfocitosT

presentes en Ia circulación sanguínea y macrófagos del bazo (Brouxhon y coI., 1998).

Además, Ia CRH estimula la proliferación ¡n vitrode células mononucleares periféricas

sanguíneas humanas, Ia expresión del receptor de IL-2 en células T activadas y la

producción de IL-1 e IL-2 (revisión: (Owens y Nemeroff, 1991)).

1.2.3.3-Efectos comportamentales

Laadministración i.c.v.o intracerebral de CRHo Ucnen áreas específicas, produce una

amplía variedad de efectos comportamentales, los cuales dependen del estado basal

comportamental y del estrés del animal (Dunn y Berridge, 1990). En animales no

estresados. en condiciones de alerta normal y en un medio ambiente familiar, Ia

administración i.c.v. de CRH y Ucn produce una activación comportamental dosis

dependiente que incluyeel aumento dela actividad locomotora, olfateo y aseo (Diamant

y de Wied, 1991). Dicha activación no es observada cuando CRH es administrada en

forma sistémica, ni tampoco es bloqueada por Ia hipofisectomía, sugiriendo que estos

efectos comportamentales son mediados por la acción de CRH en el SNC,

independientemente de la activación del eje HPA (Eaves y col., 1985). En cambio,

cuando el animal es expuesto a un medio ambiente novedoso, la administración i.c.v.

de CRH o Ucn genera un patrón comportamental similar al observado cuando el animal

es expuesto a una situación de estrés: reducción de la exploración, la alimentación y

el comportamiento sexual (Dunn y Berridge, 1990). Por lo tanto, Ia misma dosis i.c.v.

que produce una marcada activación comportamental en un medio ambiente familiar,

genera una supresión de la misma en un medio ambiente desconocido,

presumiblemente estresante. Roedores tratados con CRH i.c.v. muestran un

comportamiento de ansiedad enla prueba de campo abierto (Sutton y col., 1982), (Dunn

y Berridge, 1990). La Ucn comparte también estos efectos ansiogénicos de CRH,

supuestamente mediados por el CRH-R1 (Jones y col., 1998), (Moreau y col., 1997).
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Por otro lado, diversos estudios utilizando antagonistas selectivos, oligonucleótidos

antisentido o ratones genéticamente deficientes de los receptores de CRH, sugirieron

que la inducción de ansiedad por parte de CRH estaria mediada por el CRH-R1 (para

revisión ver (Steckler y co|., 1999), (Smagin y Dunn, 2000). Además, varias estructuras

cerebrales implicadas en procesos emocionales, tales como el miedo, la ansiedad y el

pánico, presentan una alta expresión del CRH-R1, como por ejemplo, la amigdala, el

BNST, la corteza prefrontal y cingulata, y el área periacueductal gris (Coplan y Lydiard,

1998). Los ratones deficientes de CRH-R1 muestran un reducido comportamiento

ansioso en la prueba de campo abierto y en el test de transición luz-oscuridad (Timpl

y col., 1998), (Smith y col., 1998). Dicha reducción en el comportamiento ansioso no es

revertido con la substitución de glucocorticoides (Smith y co|., 1998), locual sugiere que

la carencia de un CRH-R1 funcional está involucrada en dichos cambios

comportamentales. Por otra parte, ratones con disfunción del CRH-R2 presentan un

mayor comportamiento ansioso frente a distintos tests comportamentales (Kishimotoy

col., 2000), (Bale y col., 2000), (Coste y co|., 2000). En base a estas evidencias, se ha

propuesto que el CRH-R2 mediaría las respuestas comportamentales ansiolíticas,

mientras que CRH-R1estaría involucradoen las respuestas ansiogénicas.

Otras acciones comportamentales asociadas con un estado de estrés y que son

provocadas por la administración i.c.v. de CRH y Ucn, incluyen Ia reducción en la

ingesta de alimento en ratones y ratas privados previamente o no de alimento (Heinrichs

y Richard, 1999), y la disminución del comportamiento sexual (revisiones: (Dunn y

Berridge, 1990), (Koob y Heinrichs, 1999), (Koob, 1999), (Song y co|., 1995).

Por otro parte, la expresión selectiva del CRH-R2d en los núcleos del septum lateral,

PVN, hipotálamo ventromedial y los núcleos del rafe, implicaría a este receptor en las

acciones autonómicas, comportamentales y anoréxicas de CRH y Ucn. Debido a la

diferencia de afinidad entre CRH y Ucn con respecto al CRH-R2, los efectos de estos

neuropéptidos sobre la ingestión de alimento han sido estudiados y comparados. Spina

y col. demostraron que la Ucn posee una mayor potencia en comparación con CRH, en

producir efectos anoréxicos en animales privados de alimento (Spina y col., 1996). Sin

embargo otros autores han observado una potencia similar entre ambos péptidos

(Jones y coI., 1998), (Smagin y col., 1998), (Heinrichs y Richard, 1999). La

administración de oligonucleótidos antisentido contra el CRH-R2 provocó una reducción

de Ia supresión en la ingestión de alimento producidas por CRH y Ucn i.c.v. (Smagin y
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co|., 1998). Los ratones deficientes de CRH-R2 muestran un comportamiento de

alimentación basal normal aunque manifiestan una reducida ingesta luego de la

privación de alimentos (Bale y co|., 2000).

1.2.4- El sistema de CRHy la depresión mayor

Estudios previos han reportado que los pacientes con depresión mayor presentan una

elevada concentración de cortisol en plasma, así como también una respuesta

aberrante de ACTHy cortisol a Ia administración de dexametasona (un glucocorticoide

sintético). Ambos resultados, hipercortisolemia y la respuesta anormal a Ia prueba de

dexametasona, sugirieren la hipótesis de una hiperactividad del eje HPAasociada a la

depresión mayor (revisiones (Holsboer, 1999), (Nemeroff, 1996), (Arborelius y col.,

1999). Además, cuando los pacientes son tratados con medicamentos antidepresivos,

descargas electroconvulsivas o durante Iaespontánea remisión, Ia función del eje HPA

retorna a una actividad normal. Adicionalmente, se han detectado niveles elevados de

CRH en el fluido cefalorraquídeo (Nemeroff y coI., 1984), un aumento del número de

células que expresan CRH en el PVNy un incremento en los niveles del ARNm de CRH

en el hipotalamo, Iocual indicaría una hipersecreción de CRH en pacientes depresivos

(Raadsheer y co|., 1995), (Raadsheer y co|., 1994). Una reducida densidad del receptor

de CRH en la corteza frontal ha sido observada en pacientes que padecían de

depresión mayor, lo cual podría explicarse como una respuesta compensatoria a los

altos niveles de CRH en dichas regiones cerebrales (Nemeroff y col., 1988). Estas

evidencias sugieren que una disfunción del eje HPA podría desempeñar un rol causal

en el desarrollo y curso dela depresión mayor, y que la misma podría estar relacionada

con: a) una hipersecreción de CRH y en consecuencia una reducción compensatoria

de los receptores de CRH en la hipófisisy otras áreas cerebrales, y b) una disminución

en la sensibilidad a la retroalimentación negativa por los glucocorticoides, como

consecuencia de una posible disminución de los receptores GR o MRen el hipocampo,

provocada, a su vez, por una exposición sostenida a altas concentraciones de

glucocorticoides (revisiones: (Holsboer, 1989), (Nemeroff, 1996), (Arborelius y col.,

1999), (Holsboer, 1999)).

Considerando las evidencias clínicas y experimentales, varios autores han propuesto

el bloqueo de Ia acción de CRH mediante antagonistas de sus receptores, como una

estrategia terapéutica antidepresiva. Por otra parte, Ia asociación del CRH-R1 con el
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comportamiento ansioso ha generado el estudio de antagonistas específicos de este

receptor como posibles drogas antidepresivas (Holsboer, 1999).

1.2.5-Efectos de CRHsobre el sistema serotoninérgico rafe-hipocampo

Como se describió previamente, CRH desempeña un rol importante en Ia coordinación

de las respuestas autonómica y comportamental al estrés (Owens y Nemeroff, 1991),

(Dunn y Berridge, 1990). Uno de los mecanismos a través del cual la CRH controlaria

dichos cambios fisiológicos y comportamentales sería mediante su acción sobre

distintos sistemas neuromoduladores, entre ellos el sistema serotoninérgico. Por otro

lado, se ha demostrado que estímulos relacionados con el estrés aumentan la

neurotransmisión serotoninérgica en los núcleos dei rafe dorsal y medio (AdeIIy col.,

1997), (Maswood y co|., 1998) y en regiones proencefálicas Iímbicas, especialmente en

respuesta a estímulos intensos, incontrolables e impredecibles (Maswood y coI., 1998),

(Amat y coI., 1998). Estos resultados avalan Ia hipótesis de que el estrés estimula el

aumento de la neurotransmisión serotoninérgica mediante la acción de CRH sobre

subpoblaciones neuronales que conforman el sistema serotoninérgico.

Una alta densidad de cuerpos neuronales y axones inmunoreactivos a CRH, así como

la expresión del ARNm de CRH y Ucn, han sido localizadas en neuronas

serotoninérgicas de los núcleos del rafe (Lowry y co|., 2000), (Kirby y coi., 2000)

(Merchenthaler, 1984), (Ruggiero y coI.. 1999), (Morin y co|., 1999), (Bittencourt y co|.,

1999). Ademas, la expresión de CRH-R1 y CRH-R2 ha sido detectada también en los

núcleos del rafe (De Souza, 1995), (Bittencourt y col., 1999). Estas evidencias

neuroanatómicas sugieren Iaparticipación de CRHy/o Ucn enla regulación del sistema

serotoninérgico. En un trabajo reciente, Linthorst y col. demostraron que la

administración crónica de CRH en el SNC produce una disminución dela respuesta de

5-HT hipocampal frente al estrés, marcando así la importancia de la interacción entre

ambos sistemas (Linthorsty col., 1997). Es importante remarcar que el hipocampo es

un area Iímbica que desempeña un rol destacado en el proceso de Ia información

sensorial, como también, en la coordinación de las respuestas autónomas,

neuroendocrinas ycomportamentales a estrés (RisoldySwanson, 1996), funciones que

se encuentran marcadamente afectadas en los desórdenes psiquiátricosasociados a
estrés.
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1.3- EI sueño

El sueño y Ia vigiliason dos estados comportamental y fisiológicamente bien definidos

que ocurren normalmente a tiempos restringidos del día. El ciclo de alternancia entre

los estados de sueño y vigilia es uno de los ritmos biológicos mas prominentes y

profundos. Sin embargo, aproximadamente 60 años atrás, el sueño era considerado

solo como un estado pasivo en el cual el cerebro se desactivaba. El desarrollo de

técnicas no invasivas para el estudio de Ia actividad bioeléctrica cerebral, así como

estudios experimentales en animales, permitieron caracterizar al sueño como un

proceso de amplia actividad neurológica y fisiológica. Mientras que el comportamiento

consciente de la vigiliapresenta una función sensorial-motora activa y deliberada con

el entorno, el sueño esta determinado por una desconexión perceptiva con el medio y

reducidos niveles de actividad motora.

Basados en el concepto de que los estados de Ia vigilia y el sueño resultan de la

competencia de diferentes mecanismos cerebrales que promocionan y median cada

uno de estos estados, Borber y Dann propusieron una teoría sobre dos procesos que

interaccionarían para regular los ciclos de vigilia-sueño: 1) un proceso circadiano, que

se entrena de acuerdo al ciclo de luz-oscuridad y promueve la vigiliadurante la fase

activa del ciclo y permite el sueño durante la fase de reposo; 2) un proceso

homeostatico en el cual la necesidad de sueño se acumula durante la vigiliay se disipa

durante el sueño. A este últimoproceso, se lo puede considerar como la acumulación,

durante la vigilia, de posibles sustancias promotoras del sueño. Además un tercer
mecanismo controlaría la alternación ultradiana entre los distintos estados del sueño

(Borbely, 1998).

1.3.1-Estados del sueño

EI sueño es un fenómeno periódico, fácilmente reversible, caracterizado por una

marcada actividad neurológica y fisiológica, con desconexión perceptiva con el medio

ambiente y reducción casi absoluta de Ia respuesta motora. Por otro lado, las

características comportamentales, postura corporal, alerta, umbral a estímulos

sensoriales y respuesta motora, varían de una manera cíclica durante cada período del

sueño. Muchos de estos cambios pueden ser observados directamente. Sin embargo,

el hallazgo de un método no invasivo durante el sueño (polisomnografía), capaz de
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analizar Ia actividad fisiológica cerebral permitió el avance de los estudios. Mediante la

disposición de electrodos sobre el cuero cabelludo para la medición de Ia actividad

eléctrica del cerebro, electroencefalograma (EEG), se describieron dos fases distintas

fundamentales del sueño, el sueño lento (SL) y el sueño REM (sREM). Cada uno de

estos estados del sueño se encuentra definidos por características especificas en la

actividad cerebral, el tono musculary la actividad autonómica, que los hace distinguibles

entre si y con el estado de vigilia (Hobson, 1999b).

1.3.1.1-Arquitectura del sueño

Sueño lento (SL) o no-REM: En humanos, el sueño lento se subdivide en cuatro

estadios precisos basados en las características del EEG, aunque arbitrariamente
definidos.

El estadio 1 es un período de transición entre la vigiliay el sueño, y se caracteriza por

un EEG con actividad rápida y de baja amplitud. Este estadio puede observarse en los

individuos despiertos muy relajados o con somnolencia. Hay movimientos oculares

lentos y la actividad del EMG se mantiene, aunque disminuida. Luego de algunos

minutos en el estadio 1, se alcanza el estadio 2. Este estadio es considerado como el

comienzo del sueño real, definido por ondas particulares como los husos del sueño y

los complejos K. Los husos de sueño consisten en oscilaciones de 14 - 15 Hz, que

ocurren sobre un trasfondo de actividad rápida y de baja amplitud junto a ondas lentas

de 3 - 6 Hz. Durante este estadio, estímulos débiles logran despertar fácilmente al

individuo.Elestadio 3, definidojunto con el estadio 4 como sueño lento o de onda lenta,

se caracteriza por un EEG con ondas muy lentas sincronizadas de 0,5 - 2 Hz y de gran

amplitud. Persisten los husos de sueño y el sueño aquí es de una profundidad

intermedia. Finalmente, el estadio 4 se encuentra asociado a grandes ondas lentas de

0,5 - 4,5 Hz, sin la presencia de husos. Este estadio es de sueño profundo, con un

elevado umbral para despertar (Figura 8).

Durante SL aumenta Ia actividad del sistema nervioso parasimpático y disminuye la

actividad del sistema simpático, provocando una reducción en Ia tasa metabólica, la

frecuencia cardiaca, Ia frecuencia respiratoria y la presión arterial. Además se produce

la activación de determinados sistemas neuroendocrinos. Más del 95 % dela secreción

diaria dela hormona de crecimiento, así como las hormonas de maduración sexual, son

secretadas por la hipófisis principalmente durante el SL (para revisión ver (Zee y Turek,
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1999».

Sueño REM (sREM): Se define por una serie de características poligráficas de

presentación tónica, como la actividad rápida y de baja amplitud desincronizada del

EEG, el ritmo theta (ondas de 6 —9,5 Hz) hipocampal y la atonía muscular, y por

fenómenos fásicos como los movimientos oculares rápidos (que confieren el nombre

a esta etapa del sueño) y pequeñas contracciones musculares ocasionales. Este

estado, denominado sueño REM (rapid eye movement: movimiento rápido de ojos),

recibe también los nombres de sueño paradójico o desincronizado, debido a que la

actividad cerebral durante este estado es alta, semejante al estado de vigilia,pero con

una total paralización del cuerpo y una inhibiciónde estímulos sensoriales. Cambios

posturales preceden y siguen cada episodio sREM. El movimiento de los ojos,

pequeñas contracciones musculares intermitentes y la erección del pene en primates,

caracterizan el estado de sREM. Además, durante este estado, Ia respiración se torna

irregular, y la respuesta a los niveles de oxígeno y dióxido de carbono se modifica.

Asimismo, Ia tasa cardiaca aumenta y se vuelve más variable, mientras que la presión

sanguínea muestra picos transitorios. Por otro lado, uno de los aspectos fascinantes del

sueño REMes que se encuentra asociado con la actividad onírica (Zee y Turek, 1999).
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Figura 8: Ejemplo de la organización del sueño en humano durante la noche. A la izquierda, patrones

característicos del EEG para cada estado de vigilancia.
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En condiciones normales, el sueño comienza con el SL y luego de éste se pasa al

sREM. En humanos, el primer episodio de sREM ocurre luego de aproximadamente 70

-100 minutos de SL. A medida que la noche progresa, los episodios de sueño REM

incrementan en duración, con cada ciclo sucesivo de aproximadamente 90 minutos,

mientras que Ia duración de los episodios de SL decrece. En consecuencia, Ia

arquitectura normaldel sueño en un sujeto adultojoven consiste, aproximadamente, en

4 ciclos alternados de sueño lento y sREM (Hobson, 1999).

1.3.1.2-Sueño en ratas

Las ratas son animales de habitos nocturnos, con una gran actividad comportamental

durante la noche o fase oscura, y mayoritariamente reposo durante el día o fase

luminosa (Figura 9). Los criterios utilizados para la clasificación de los distintos estados

comportamentales de la rata varia entre los distintos autores. Aunque algunos grupos

consideran el SL en ratas como un estado más o menos homogéneo, otros estudios

sugieren que el SL puede ser subdivididoen dos o más estadios. Básicamente (y es el

criterio utilizado en este trabajo de investigación) es posible reconocer, en rata, cuatro

estados comportamentales distintos: vigilia,SL (incluyendo SL-1 y SL-2 del trabajo de

Neckelmann y col.), sueño preREM o de transición y sueño REM (Neckelmann y Ursin,

1993), los cuales comparten en gran medida las caracteristicas del EEG en humanos.

Por otra parte, el análisis de frecuencias, que representa Ia densidad de potencia

medida para cada banda de frecuencia del EEG, permite Ia caracterización de los

estados de vigilancia de acuerdo a frecuencias especificas (Tab/a 4). Por otro lado, Ia

tabla 4

Sueño lento 0.5 - 4 Hz

(SL) 11-14 Hz

Sueño REM 6 - 9,5 HZ

6 - 9,5 Hz

Tabla 4: Actividades y bandas de frecuencias características de los distintos estados del ciclo vigilia­

sueño (basado en (Lancel, 1993)).
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actividad de onda lenta (0,5 - 4,5 Hz) del EEG en rata, característica del SL, ha sido

propuesta como un indicador del nivel de “presión del sueño”, ya que aumenta en

función del período de vigiliaprecedente (Borber y col., 1984), (Lancel, 1993).
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Figura 9: Figura comparativa de la distribución de los estados de vigilancia y el curso temporal de la

actividad de onda lenta del EEG (SWA, 0,5 - 4,5 Hz) durante el sueño en humano, gato y rata a lo largo

de un periodo de 24 horas. La barra negra superior en cada diagrama indica Ia fase oscura del ciclo

luz/oscuridad. Adaptado de Lancel, 1993.

En Ia rata, los ciclos de vigilia-sueño se presentan con una frecuencia irregular y Ia

repetición delos estados de vigilanciacarece también de regularidad entre ciclos (Timo­

Iaria y col., 1970). Los ciclos pueden ocurrir en forma completa desde el comienzo o

empezar con breves episodios de SL seguidos de periodos de vigilia,alcanzándose el

sREM solo luego de varios ciclos incompletos. De todas maneras, es posible observar

una tendencia opuesta en la duración de SL y sREM a lo largo del día. Asi, mientras Ia
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cantidad de sREM aumenta progresivamente, Iaactividad de onda lenta del SL decrece

(Borber y col., 1984). Por otro lado, la variabilidad en la duración de los estados dentro

de un ciclo completo es muy amplia, aunque en promedio el estado de vigilia

representaría aproximadamente un 20 % del ciclo, SL un 60 %, sueño preREM un 7 %

y sREM alrededor de un 14% (Timo-laria y col., 1970). La duración de cada ciclo

completo también varia ampliamente, con un promedio de 16 minutos, aunque ciclos

completos de tan solo 3 minutos pueden ser ocasionalmente observados.

1.3.2-Funciones del sueño

La necesidad del sueño y las consecuencias de Ia privación del mismo son claramente

conocidas. Resulta evidente que una inadecuada calidad y cantidad de sueño tiene un

profundo impacto en el estado de alerta, y en la performance física y neurofisiológica,

así como en la salud del individuo.Sin embargo, no se ha alcanzado aún la completa

comprensión de Ia función del sueño.

El estudio del rol del SL es un área de gran interés, ya que luego de Ia privación de

sueño, la recuperación es caracterizada por un aumento en la actividad de onda lenta

durante el SL, así como también un incremento en Ia cantidad de SL, indicando que

este proceso satisface una necesidad fisiológicaesencial. Por otro lado, el SL parecería

desempeñar un importante rol en Ia modulación de Ia actividad del sistema inmune a

través del aumento de interleuquinas y del factor de necrosis tumoral (Krueger y col.,

1999). Además, Ia secreción de varias hormonas, como Ia hormona de crecimiento,

prolactina y cortisol están asociadas con el sueño (van Cauter y Spiegel, 1999).

Se han postulado varias teorías sobre la función del sREM, una de ellas incluye el

mantenimiento del sistema de catecolaminas en el SNC. Otra teoría es la modulación

del comportamiento emotivo, el estado de ánimo y el procesamiento de la información,

así como Ia facilitación del proceso de aprendizaje y memoria (Buzsaki, 1998). Varios

trabajos han reportado un aumento en el sREM luego de una tarea de aprendizaje,

como también, que la supresión del sREM perjudica Ia retención (Smith, 1985).

También se ha propuesto que durante sREM se “desaprendería” cierta información

irrelevante. En apoyo a Ia teoria del rol de sREM en Ia consolidación de la memoria en

humanos, un estudio sobre una tarea de aprendizaje de percepción indica un mejor

perfilo performance en sujetos con una noche de sueño normal, en comparación con

sujetos privados de sREM (Karni y col., 1994).
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1.3.3-Bases neuronales del sueño

Los primeros pasos en la investigación de las bases neuronales del sueño son los

estudios de Bremer en los años 30, en gatos, en los cuales examinó los efectos

producidos por las transecciones a distintos niveles en el tronco encefalico sobre Ia

actividad del EEG. Dependiendo del nivel anatómico de Ia transección, el cerebro

aislado siguió mostrando activación electrofisiológica y estado de alerta a pesar de la

desconexión de Ia mayor parte de Ia entrada sensorial. Sin embargo, W.R. Hess fue

quien propuso que el sueño y la vigiliason procesos activos del cerebro. Mediante la

técnica de implantación crónica de electrodos intracerebrales en gatos, demostró que

la estimulación eléctrica del sistema tálamo-cortical a bajas frecuencias producía todos

los signos comportamentales del sueño natural. Mas aún, Moruzzi y Magoun (1949)

descubrieron que Ia formación reticular (FR) desempeña un rol importante en la

producción y mantenimiento del estado de vigilia. Estos estudios permitieron inciar el

reconocimiento de las estructuras involucradas en la regulación del ciclo vigilia-sueño

(revisión (Hobson, 1999)).

1.3.3.1-Formación reticular y neurotransmisores asociados

La mayoría de los núcleos neuronales que constituyen la FR tienen aferencias

especificas y eferencias sumamente organizadas. La FR está conformada por

pequeños grupos de neuronas que se proyectan ramificadamente hacia partes distantes

del cerebro y dela médula espinal, los cuales pueden ser identificados por su contenido

de neurotransmisores específicos.

Las neuronas noradrenérgicas (designadas como los grupos A1 - A7 por Dahlstrom y

Fuxe) están localizadas en el tronco y médula dos grupos principales (Dahlstrom y

Fuxe, 1964). Uno de ellos es el grupo lateral del tegmento. supuestamente implicado

en Ia regulación hipotalámica y el control motor. De este grupo, Ia sección más caudal

de neuronas (A1 - A3) proyecta hacia el tronco, el hipotálamo y áreas del cerebro

anterior, mientras que los grupos rostrales (A5 y A7) proyectan caudalmente hacia el

tronco encefalico y la médula espinal. El segundo grupo principal de neuronas

noradrenérgicas es el locus coeruleus (LC) (A4 y A6). el cual proyecta caudalmente

hacia regiones sensoriales del tronco encefálico y de Ia médula espinal, como también

hacia la corteza cerebelar, el tálamo dorsal y Ia corteza cerebral.

Elotro grupo de núcleos dela FR involucrado en el control de los estados de vigilancia,
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son los grupos neuronales que contienen acetilcolina (Ach).Dos grupos de estructuras

colinérgicas participan en la regulación del ciclo de vigilia-sueño. El primer grupo

consiste en los núcleos pontinos, el núcleo laterodorsal del tegmento (LDT)y el núcleo

pedúncqu-pontino (PPT). Las neuronas colinérgicas de estos núcleos proyectan hacia

la FR, el hipotálamo, el tálamo y el cerebro anterior basal. El otro grupo de neuronas

colinérgicas consiste en el núcleo de la banda diagonal y el complejo sustancia

innominata-núcleos de Ia base, los cuales proyectan hacia áreas limbicas, incluyendo

el hipocampo y la neocorteza.

EIsistema serotoninérgico fue detallado previamente y su relación con el ciclode vigilia­

sueño será detallada en el apartado 1.3.4.

AIcontrario de las neuronas moduladoras que producen noradrenalina (NA), 5-HT y

Ach, las neuronas en Ia FR que están involucradas con la integración sensorial-motor

producen típicamente glutamato o bien GABAcomo neurotransmisores.

Basados en las distintas características y propiedad bioeléctricas de estos dos tipos de

neuronas de la FR, las moduladoras y las integradoras, se ha propuesto que estas

representarian las bases neuroanatómicas del sueño de cuya interacción recíproca
resultaría Ia alternancia de los estados de SL - sREM.

1.3.3.2- Modelo generalizado del ciclo de vigilia-sueño

La población de neuronas aminérgicas del tronco cerebral contiene “neuronas

marcapasos” que descargan eléctricamente a un ritmoespontáneo durante Ia vigiliay

responden a estímulos mediante un aumento de Iaactividad, mientras que reducen su

actividad entre estímulos y al comienzo del sueño. Por el contrario, las neuronas

colinérgicas no presentan un ritmode descargas espontáneas (marcapasos) aunque

si responden a los estímulos presentes durante Ia vigilia. De esta forma, durante la

vigiliael cerebro se encuentra con una alta actividad de los sistemas noradrenérgicos

y serotoninérgicos, mientras que el sistema colinérgico solo reacciona frente a los

estímulos correspondientes. AIcomienzo del sueño, Ia actividad espontánea de las

neuronas aminérgicas disminuye y da lugar al desarrollo de los husos de sueño y las

ondas lentas características del EEG de SL. A medida que se avanza en el SL, Ia

actividad de los NRD y LC disminuye gradualmente, al mismo tiempo que Ia actividad

de las neuronas colinérgicas comienza a aumentar. Alcomienzo del sREM, el sistema

aminérgico se encuentra completamente en silencio, mientras que el sistema colinérgico
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se encuentra completamente activado. El efecto resultante neto, confirmado por la

medición de la actividad neuronal y la liberación de neurotransmisores, es un cambio

desde un medio aminérgico durante la vigiliaa un medio colinérgico durante el sREM

(Hobson, 1999b).

1.3.3.3- Sueño lento

El área indispensable para la aparición de los husos de sueño, característicos del SL,

es el núcleo reticular del tálamo, que actúa de marcapasos, haciendo que el sistema

tálamo-cortical oscile en esa frecuencia. Las neuronas GABAérgicas del núcleo reticular

del tálamo son las que descargan en forma espontánea en la frecuencia de los husos

del sueño (Steriade y co|., 1993). Neurotransmisores tales como Ach, NA, 5-HT y

glutamato provenientes de impulsos ascendentes del tronco del encéfalo pueden

modificar Ia actividad eléctrica de las células talámicas, suprimiendo la generación de

los husos. Cuando la inhibiciónde estas proyecciones ascendentes desaparece, el

tálamo pasa a un estado de oscilación rítmica.

Por otro lado, durante el SLaparecen en el EEG las características ondas lentas, dentro

de la banda delta (0,5 - 4,5 Hz). Las ondas lentas van reemplazando progresivamente

a los husos según se va profundizando el sueño. El elemento fundamental para la

expresión de las ondas lentas es la corteza cerebral, especialmente la región orbito­
frontal.

Estructuras facilitadoras del SL han sido descriptas en la parte caudal del tronco del

encéfalo, entre ellas, el núcleo del tracto solitario, cuya estimulación eléctrica a baja

frecuencia produce sincronización del EEG y conducta de sueño. También el LCpuede

considerarse como un integrante regulador del SL (Steriade y col., 1993).

Las regiones preóptica y del hipotálamo anterior en el proencéfalo basal han sido

también implicadas enla generación del SL (Sherin y col., 1996), desempeñando un rol

inhibitoriodel sistema reticular ascendente, activo durante la vigilia.Por otra parte, en

Ia región preóptica hay neuronas que descargan a Ia frecuencia delta, en relación con

las ondas observadas durante el SL (Gallopin y co|., 2000).

1.3.3.4- Sueño REM

Usando técnicas de transección, lesión y estimulación neuronal, el grupo de Jouvet

describió que el sistema de control del sREM se encuentra localizado en el tronco
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cerebral. La atonía muscular característica del sREM se produce por la suspensión de

Ia descarga de las motoneuronas. La región crítica para la generación de Ia atonía

muscular sería el núcleo locus coeruleus. La lesión bilateral de este núcleo en el gato

produce Ia desaparición de atonía muscular y provoca una conducta motora activa

durante el sREM (Jouvet, 1967). Por otro lado, la FR pontina sería la estructura

encargada, mediante sus conexiones, de generar los movimientos oculares

característicos de sREM. Estudios electrofisiológicos yde microdiálisis,han demostrado

un aumento en la neurotransmisión de Ach en los núcleos pontinos (LDT y PPT)

durante la vigilia y el sREM. De igual forma, se ha observado un aumento en Ia

liberación de Ach en el tálamo durante el sREM en comparación con el SL, Ioque indica

que el aumento de Ach endógena sería clave en la inducción fisiológica del sREM en

concordancia con el modelo de interacción recíproca propuesto por McCarIeyy Hobson

(McCarIey y Hobson, 1975), (Hobson y coI., 1975), (Hobson, 1992). Este modelo

actualizado propone que las neuronas colinérgicas del LDTy el PPT son desinhibidas

por una reducción gradual de Ia descarga de proyecciones serotoninérgicas y

noradrenérgicas provenientes del NRDy el LC,respectivamente, durante el período de

SL precedente al sREM. Esta desinhibición del LDTy el PPT produce la estimulación

de las neuronas de la FR, las cuales, a su vez, generan los eventos característicos del

sREM. EI reclutamiento de la actividad de las neuronas del LDTy PPT se ve además

facilitadopor una proyección excitatoria retrógrada dela FR. Esta interacción recíproca

da lugar a un proceso de retroalimentación positiva para la generación del sREM. La

reducción de Ia actividad del NRD y el LC durante el sREM podría darse por la

autoinhibición de las mismas neuronas de ambos núcleos o bien por una inhibición

GABAérgicaproveniente dela FR o bien del área preóptica (Figura 10) (McCarIeyy co|.,

1995)

1.3.4- La serotonina y el ciclo de vigilia-sueño

La serotonina ha sido uno de los primeros neurotransmisores involucrados en Ia

regulación dela fisiología del ciclode vigilia-sueño. De los primeros estudios realizados

en las décadas del 60 y 70, surgieron resultados que permitieron postular a la 5-HT

como la responsable de Ia generación del sueño. Jouvet y col. demostraron que

lesiones de los núcleos del rafe en gatos provocaban un prolongado insomnio (10 a15

días), con una correlación positiva entre el tamaño de Ia lesión y la perdida de sueño
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Figura 10: Modelo de interacción recíproca para el control del sREM propuesto por McCarIey y col.

(McCarIey, 1995).

(revisión (Jouvet, 1999)). Además, el bloqueo de la biosíntesis de 5-HT mediante la

administración de p-clorofenilalanina (PCPA) en ratas produce una marcada reducción

en el SL, mientras que Ia administración de triptofano restituye el sueño (Borber y col.,

1981). De esta forma, y sobre la base de varios estudios electrofisiológicos y de

lesiones específicas en el SNC, surgió la idea de que 5-HT es el neurotransmisor del

sueño, el cual induciría el inicio del sueño a través de la inhibición de los centros

activadores dela vigilia.Basado en esta idea, Jouvet propuso la teoría monoaminérgica

del sueño y la vigilia:5-HTsería la responsable de la activación del sueño, mientras que

las catecolaminas lo serían para la vigilia(Jouvet, 1972).

Sin embargo. varios estudios demostraron un rolmás complejo de 5-HTenla regulación
del sueño. Las evidencias más contundentes en contra de 5-HT como el

neurotransmisor responsable del sueño, fueron las provenientes del estudio de la

actividad de descarga eléctrica de las neuronas del rafe. Estas neuronas muestran una

mayor actividad celular durante la vigilia,una reducción en la actividad durante el SL y

una completa supresión durante el sREM (McGintyy Harper, 1976), (Trulson y Jacobs,

1979), (Puizillouty col., 1979). Estos resultados fueron confirmados mediante estudios

de microdiálisis, en los cuales cambios en los niveles extracelulares de 5-HTen el NRD

a lo largo del ciclo de vigilia-sueño fueron observados en gatos y ratas (Portas y col.,
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1998), (Portas y col., 1996), (Portas y McCarIey, 1994). Altos niveles de 5-HT fueron

detectados durante la vigiliay una reducción de los mismos durante el SL, siendo esta

disminución aun mayor durante el sREM. Por lo tanto, la actividad neuronal y la

liberación de 5-HT en el NRD estarían activamente moduladas tanto durante los

estados del sueño como durante la vigilia. Como se mencionó anteriormente, las

neuronas serotoninérgicas del rafe presentan, además de los autorreceptores de 5-HT,

receptores de dopamina, GABA,NAy de neuropéptidos (Jacobs y Azmitia, 1992). Por

lotanto, proyecciones provenientes del tronco cerebral o del área preóptica ventrolateral

conteniendo dichos neurotransmisores regularian la actividad neuronal del NRD.

Por otro lado, Ia descripción de la amplia familia de receptores de 5-HT explicaría los

diversos efectos experimentales de 5-HT sobre el sueño y la vigilia. Por ejemplo, la

administración sistémica de un agonista del receptor de 5-HT1Aaumenta el estado de

vigilia, mientras que Ia administración local de la misma droga en el NRD incrementa

el sREM, indicando así, que los diferentes efectos de la manipulación del sistema

serotoninérgico dependerían de la participación diferencial de receptores pre- y

postsinápticos (Portas y col., 2000).

1.3.4.1-El sueño y la neurotransmisión serotoninérgica hipocampal

La relación entre los niveles extracelulares de 5-HT en el hipocampo y el estado

comportamental ha sido descripta en ratas y ratones por Linthorsty col. (Linthorsty col.,

1995), (Linthorst y col., 1994), (Linthorst y col., 2000). Estos trabajos señalan un mayor

nivelde 5-HThipocampal durante un comportamiento activo del animal en comparación

con el estado de reposo.

Por otro lado, en varias especies de mamíferos no primates el hipocampo es la base

neuroanatómica generadora de la actividad theta de la corteza que ocurre durante

comportamientos específicos, como ser la atención, la actividad exploratoria, etc.,

cuando el animal se encuentra despierto, así como también durante el sREM. Se ha

propuesto la presencia de al menos dos generadores de Ia actividad theta del

hipocampo, uno localizado en la región de las células piramidales del área CA1,

dependiente de señales colinérgicas yserotoninérgicas, y un segundo núcleo localizado

en el stratum moleculare del giro dentado, dependiente principalmente de señales

colinérgicas (Leung, 1998). Así, Ia 5-HT poseería un efecto inhibitorio sobre los

generadores hipocampales de Ia actividad theta (Marrosu y col., 1996), Io que estaría
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de acuerdo con el aumento dela actividad theta durante el sREM, cuando las neuronas

serotoninérgicas del rafe se encuentran prácticamente en silencio. Por lo tanto, Ia

actividad theta observada durante Ia vigiliase debería a activaciones colinérgicas. Por

otra parte, se ha sugerido también la posibilidad de que solamente un pequeño grupo

específico de neuronas serotoninérgicas modula la actividad theta hipocampal. Una

subpoblación de neuronas serotoninérgicas que presentan una reducida actividad

durante la vigilia, ha sido identificada en el NRD , mostrando, además, actividad en la

frecuencia theta (Veasey y co|., 1997). Desde esta perspectiva, 5-HT modularía la

actividad theta durante la vigilia y el sREM.

1.3.5- El sueño y la depresión mayor

Los pacientes con depresión mayor presentan trastornos en el sueño, los cuales son

prominentes durante losepisodios agudos, aunque pueden continuar durante el período

de remisión. Aproximadamente las dos terceras partes de los pacientes con depresión

presentan algún tipo de insomnio, como dificultad en dormirse, despertar

frecuentemente durante Ia noche. despertar temprano por Ia mañana, y ademas, una

marcada fatiga durante el día. Por el contrario, aproximadamente un 15 % de los

pacientes se quejan de un exceso de sueño, principalmente aquellos con depresión

bipolar que experimentan el período depresivo.

Estudios polisomnograficos realizados en pacientes depresivos señalaron cuatro

anomalías generales:

- perdida de la continuidad del sueño: comparado con sujetos controles de la misma

edad, los pacientes con depresión muestran una prolongada latencia en el iniciodel

sueño, un aumento del número de veces que se despierta durante la noche, un

despertar temprano por la mañana, y una disminución en la eficacia y el tiempo total de
sueño.

- disminución del sueño lento: los pacientes depresivos presentan una reducción del

porcentaje de SL con respecto aI sueño total, una disminución de la amplitud en el

espectro de potencia de Ia actividad delta.

- aumento del sueño REM: caracterizado por un aumento en el porcentaje de sREM,

y un incremento de los movimientos oculares durante sREM.

- alteraciones en las características temporales del sueño: tales como Ia aparición

temprana del sREM (reducción dela latencia del sREM) y el aumento enla duración del
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primer periodo de sREM.

De todos los parámetros señalados, la reducción en la latencia del sREM es

considerada como un posible marcador para el diagnóstico dela depresión mayor. Sin

embargo, no todos los trastornos mencionados se presentan en todos los pacientes

depresivos (Kaplan y col., 1994), (Benca, 1996). La variabilidad en la sintomatología

estaría, a su vez, influida por la edad, sexo y el subtipo de depresión.

Como se mencionó previamente, varias de las drogas antidepresivas producen un

aumento en los niveles de Ia transmisión monoaminérgica en el SNC. Debido a Ia

importancia de los sistemas monoaminérgicos del tronco encefálico enla regulación del

sREM,varios agentes antidepresivos producen marcados efectos en la arquitectura del

sueño. Los efectos más evidentes son la supresión del sREM, que incluye la

prolongación de su latencia y la reducción del tiempo total en sREM.

Varias teorías y modelos han sido desarrollados para la explicación de los trastornos

presentes en el sueño de pacientes depresivos, aunque ninguno de ellos logra explicar

totalmente las observaciones clínicas. Se ha propuesto que los desórdenes depresivos

se originarían por un aumento relativoenla actividad del sistema colinérgicocomparado

con el aminérgico, ya que Ach esta involucrada en Ia inducción del sREM y la inhibición

del SL. Otros mecanismos propuestos incluyen un aumento en Ia presión del sREM,

una deficiencia en el proceso homeostático del sueño, o un adelanto en Iafase del ciclo

del sueño (Benca, 1996), (Buysse y col., 1999).

1.3.6- Privación del sueño

La privación del sueño es utilizada frecuentemente como una metodología para el

estudio de Ia regulación del sueño. Estudios en humanos y animales de

experimentación, demostraron que Ia privación de sueño por 24 horas provoca un

aumento en Iaamplitud de las ondas lentas (actividad delta) en el SL durante el período

de recuperación, que puede estar acompañado por un incremento en el sREM. Sin

embargo, los efectos de la supresión del sueño diferirían de acuerdo al método o

manipulación del animal utilizado, su condición estresante, el periodo total de vigilia

forzada y la selectividad de la privación (Rechtschaffen y col., 1999), (Garcia-Garcia y

col., 1998). Por otro lado, se observó en gatos, que la recuperación de los estados del

sueño varia dependiendo de Ia fase del ciclo luz-oscuridad en que se llevo a cabo el

procedimiento de privación del sueño (Lancel y col., 1991). No obstante, el aumento de
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la duración total del sueño luego de la privación del mismo es asumido como una

regulación homeostática del sueño y representa una compensación del sueño perdido.

Por otro lado, Iaausencia de sueño por una noche es una situación experimentada por

todos. Sujetos normales que son privados del sueño presentan fatiga y deterioro

cognitivo. Por el contrario, la privación total o parcial del sueño por una noche puede

producir efectos antidepresivos en pacientes con depresión mayor. Aproximadamente

un 60% de los pacientes depresivos muestran una respuesta transitoria a los efectos

antidepresivos de una noche de vigiliaforzada. Dicho efecto consiste en alrededor de

un 30 % de mejora en la sintomatología, la cual comienza a observarse durante las

primeras horas dela mañana (Kuhs y ToIIe,1991), (Wirz-Justice y Van den Hoofdakker,

1999). Por el contrario, en pacientes con depresión bipolar la privación de sueño

precipita frecuentemente los episodios de manía. Sin embargo, el punto débil de la

privación del sueño como una herramienta terapéutica antidepresiva es que luego del

subsiguiente período de sueño, ya sea como siesta o durante la noche siguiente, se

produce una recaída en la sintomatología. Los efectos de la supresión selectiva del

sREM en pacientes depresivos también resulta en una mejora clínica y sus efectos son

aparentemente más prolongados. Variosestudios han sugerido el tratamiento conjunto

de privación parcial de sueño en serie con drogas antidepresivas, Iocual ayudaría a un

efecto antidepresivo persistente (Buysse y col., 1999), (Benca, 1996).

Es interesante destacar que estudios en animales demostraron efectos de Ia privación

del sueño sobre distintos sistemas de neurotransmisores (Demet y co|., 1999). Así, en

gatos, la actividad celular de las neuronas serotoninérgicas del NRDaumenta durante

el período de vigiliaforzada (Gardner y col., 1997), mientras que, en ratas, se observó

que la privación de sueño produce una reducción del efecto inhibitoriode las drogas que

bloquean la recaptación de 5-HTsobre la actividad eléctrica de las neuronas del NRD,

lo cual indica cambios en los niveles de los autorreceptores 5-HT1Asomatodendríticos

(Maudhuit y col., 1996), (Prevot y col., 1996).
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1.4- Resumen

En las diferentes secciones presentadas en esta introducciónse señala que:

- La 5-HT participa en la regulación de un amplio rango de procesos fisiológicos y

comportamentales mediante Ia acción sobre su vasta familiade receptores.

- Las alteraciones en la neurotransmisión serotoninérgica han sido implicadas en

desórdenes psiquiátricos asociados a estrés, como Ia depresión mayor.

- La CRH es un factor importante en la regulación e integración de las respuestas

endocrinas, autonómicas, inmunes y comportamentales al estrés. Ucn, un péptido de

la familiadela CRH, recientemente descubierto, también participa en dichas funciones

aunque su rol en el SNC no ha sido aún establecido.

- Las funciones de CRH y Ucn son mediadas por dos tipos de receptores CRH-R1 y

CRH-R2, los cuales tendrian una participación diferencial en la modulación de las

acciones de ambos neuropéptidos.

- Una disfunción del eje HPA, representada por una hipersecreción de CRH y/o

alteraciones en la expresión de los receptores de CRH y glucocorticoides, ha sido

involucrada en eI desarrollo y curso de la depresión mayor.

- Las áreas proencefálicas y del tronco cerebral participan en la generación y la

modulación del sueño lento y el sueño REM.

- Los trastornos en el sueño forman parte de Ia sintomatología de la depresión mayor.

La privación total o parcial del sueño ha demostrado tener efectos antidepresivos en

pacientes con depresión mayor.
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2- OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Basados en la hipótesis de Ia existencia de una interacción entre los sistemas de CRH

y de neurotransmisión serotoninérgica, y la presunción de que dicha interacción podría

tener implicancias en la disfunciónde estos sistemas, así como también, en trastornos

del sueño asociados con Ia depresión mayor, los objetivos generales planteados en el

presente trabajo de tesis fueron los siguientes:

1. Caracterizar la interacción entre la neurotransmisión serotoninérgica en el

hipocampo y el sistema central de CRH.

2. Establecer la relación entre Ia neurotransmisión de serotonina en el hipocampo y

los estados comportamentales de vigilia-sueño, y los efectos de la privación de

sueño sobre Ia misma.

2.1- Modelo experimental

Para llevar a cabo los objetivos planteados se utilizaroncomo modelos experimentales

ratas y ratones implantados con una sonda de microdiálisis en el hipocampo, técnica

que permitió estudiar simultáneamente el curso temporal de las respuestas de Ia

neurotransmisión serotoninérgica, endocrina y comportamental en animales con libre

movimiento en sus propias jaulas. Para el estudio de los efectos de la disfunción del

receptor de CRH tipo 1, se utilizaron ratones deficientes del gen del CRH-R1. En tanto

que ratas implantadas simultáneamente con electrodos para el registro de las señales

del EEG/EMGy temperatura cerebral, mas una sonda de microdiálisisen el hipotálamo,

fueron utilizadas para el estudio dela neurotransmisión serotoninérgica en el hipocampo

y los estados de vigilancia del animal.

2.2- Objetivos específicos

1- Caracterizar los efectos de CRH y Ucn sobre la neurotransmisión de 5-HT

hipocampal y su metabolito 5-HIAA,en ratas.

2- Estudiar la acción de CRH y Ucn sobre la activación del eje HPA mediante la
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determinación de los niveles centrales de corticosterona libre en ratas.

Establecer los efectos de CRH y Ucn sobre la actividad comportamental en ratas.

Analizar los efectos de CRH y Ucn sobre la expresión de c-fos en el SNC dela rata

como un parametro de Ia activación neuronal.

Determinar los efectos de Ia adrenalectomía sobre los cambios producidos por

CRH en los niveles de Ia 5-HT y el 5-HIAAhipocampal y en el comportamiento en

ratas.

Estudiar los efectos de Ia deficiencia del gen del CRH-R1, en ratones, sobre la

neurotransmisión de 5-HT hipocampal, 5-HIAA, activación del eje HPA y

comportamiento en condiciones basales.

Analizar los efectos de la deficiencia del CRH-R1 en ratones, sobre los cambios

en los niveles extracelulares de 5-HT y 5-HIAAen el hipocampo y Ia actividad

comportamental en respuesta al estrés por natación forzada.

Establecer un método para Ia medición de neurotransmisores y

electroencefalografía (EEG) simultánea: método combinado de microdiálisis/EEG

in vivo en ratas.

Estudiar Ia relación entre Ia 5-HT hipocampal y el ciclo de vigilia-sueño en ratas.

10- Analizar los efectos de la privación de sueño sobre Ia neurotransmisión de 5-HT

en el hipocampo y Ia activación del eje HPA en ratas.
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3- MATERIALES Y METODOS

3.1- Animales

En el presente trabajo se utilizaron ratas machos Wistar, adquiridos en Charles Rivíer

Wiga (Sulzfeld, Alemania). Las ratas fueron mantenidas en un número de cuatro por

jaula bajo condiciones estándar de luz, temperatura (ZZ-23°C)y humedad (40-60%). El

ciclo de luz-oscuridad fue de 12:12 horas, con las luces encendidas a partir de las 7:30

horas. EI alimento y el agua fueron disponibles ad Iibitum. Luego de cuatro días del

arribo de los animales y de Ia adaptación de estos al nuevo entorno, cada una de las

ratas comenzó a ser manipulada (handling) diariamente por un período de cinco

minutos. Esta manipulación se llevóa cabo hasta el día del experimento y de esta forma

se buscó adaptar al animal al contacto con el experimentador y evitar así durante el

experimento, la influencia de un entorno extraño en los resultados. Los animales

presentaron un peso entre los 210 - 240 gramos al momento de la operación.

Los ratones deficientes del gen del receptor de CRH tipo 1 (CRH-R1) fueron

desarrollados y criados en el bioterio del Instituto Max Plack de Psiquiatría, Munich,

Alemania (Timpl y col., 1998). Esta cepa de ratones fue establecida mediante la

eliminación de las secuencias codificadoras de las regiones transmembrana V,VIy VII,

del domino para el acople a la proteína G y de Ia parte final citoplamática del gen del

CRH-R1, por lo tanto, la ausencia de esta región provoca un receptor no funcional

(Timply col., 1998). Para obtener la progenie F1, se cruzaron quimeras con ratones de

las cepas 129/Ola y CD1. De la cruza de los híbridos F1 se obtuvieron ratones

homocigotas (-/-)y heterocigotas (-/+)del receptor suprimido, así como también ratones

de cepa salvajes (+/+). Estos animales, que constituyen la filialF2, fueron los utilizados

para llevar a cabo los experimentos. El genotipo de cada animal fue determinado

mediante el análisis de la presencia o ausencia de fragmentos de restricción del ADN

(ácido desoxiribonucléico) específicos utilizando Ia técnica de Southern-blot (Timply

co|., 1998). Los ratones fueron mantenidos en un número de seis por jaula bajo

condiciones estándar de luz, temperatura y humedad, y con libre acceso al alimento y

al agua. El ciclo de luz-oscuridad fue de 12:12 horas, con luz desde las 6:00 horas. Al

momento de la cirugía los animales tenían entre 12 -16 semanas de vida y contaban

con un peso corporal de aproximadamente 38 gramos. Luego de Ia operación los
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animales fueron transportados al cuarto experimental, con condiciones similares a las

del bioterio. Para poder estudiar el comportamiento nocturno del animal, tres luces rojas

(20 - 30 lux)fueron encendidas diariamente en el cuarto experimental durante la fase

oscura del ciclo luz - oscuridad.

3.2- Cirugías

Todas las cirugías fueron llevadas a cabo con halotano como anestésico general (2-4°/o

vol.; Hoechst, Francfort, Alemania), administrado a través de una máscara fijada a la

barra incisai, y la administración s.c. de atropina (0,05 ml/1OOgramos peso de una

dilución 5%; Braun, Melsungen, Alemania). Los animales anestesiados fueron

colocados en un aparato estereotáxico (Stoelting, Woodale, Illinois,EE.UU.), con una

barra incisai específica para ratones o ratas, según el caso correspondiente, situada a

-3,3 mm para las ratas y a 0 mm para los ratones. Através de una pequeña incisión en

la piel, la superficie del cráneo fue expuesta y el bregma localizado. Las coordenadas

fueron determinadas de acuerdo al atlas de Paxinos & Watson (Paxinos y Watson,

1982) para ratas y Franklin &Paxinos (Franklin y Paxinos, 1997) para ratón. El bregma

fue considerado como cero absoluto.

Luego de la cirugía los animales fueron alojados individualmente en jaulas especiales

de plexiglas trasparente (largo x ancho x alto = 25 x 25 x 35 cm) con orificios en las

paredes que permite a los animales ver, oír y olerse unos a otros. El alimento y el agua

fueron disponibles ad libitum.

3.2.1- Implantación de cánulas-guías para la inyección intracerebroventricular

(i.c.v.) y para microdiálisis

Las cánulas-guías para i.c.v.fueron construidas a partirde una sonda de polietilenocon

un diámetro interno y externo de 0,4 y 0,8 mm respectivamente, y con una longitud total

de 12 mm (con una muesca sobresaliente a los 4 mm, utilizada como tope durante la

implantación). Las cánulas fueron bloqueadas por un vástago de acero inoxidable de

Ia misma longitud, el cual fue removido sólo en el momento de la inyección.

Para la implantación de Ia cánula-guía dentro del ventrículo lateral izquierdo se

escogieron, de acuerdo al atlas de Paxinos &Watson, las siguientes coordenadas: A:

-0,3 mm; L: 1,4 mm. Un orificiofue taladrado en el cráneo para permitir la implantación

de Ia cánula, introduciéndose la misma 4 mm por debajo de la superficie del cráneo
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(Brakkee y col., 1979).

Para los experimentos donde se utilizóla técnica de microdiálisis, una cánula-guía para

Ia sonda de microdiálisis (CMA/12, CMA/Microdialysis, Estocolmo, Suecia) fue

implantada sobre el hipocampo dorsal. Las coordenadas escogidas según el atlas de

Paxinos &Watson fueron: A: -5,2 mm; L: -5,0 mm; V: -4,0 mm (Linthorst y co|., 1995).

Correspondientes vástagos (CMA/12)bloquearon las cánulas hasta el momento de la

implantación de Ia sonda, durante el día experimental O.La sonda de microdiálisis fue

introducida a través de la cánula-guía, con la membrana de microdiálisis (4 mm de

longitud) por debajo del extremo inferior de Ia cánula, quedando así localizada en el

hipocampo ventrolateral.

Ambas cánulas, para microdiálisis e inyección i.c.v., fueron fijadas al cráneo mediante

cuatro tornillos y acrílico dental (Paladur, Heraeus Kulzer, Wehrheim, Alemania).

3.2.2- Implantación de una cánula-guía para microdiálisis en ratón

Los animales fueron implantados con una cánula-guía de acero inoxidable de 0,4 mm

y 0,7 mm de diámetro interno y externo respectivamente, y con una longitud de 14 mm

según se describió previamente (Linthorsty col., 1995). La cánula fue ubicada sobre el

hipocampo dorsal usando las coordenadas: A:-2,5 mm; L:3,4 mm; V:2,4 mm. Además,

una pequeña clavija fue adherida al cráneo para permitir Ia conexión del animal al

sistema de articulación giratoria para líquidos para microdiálisis. Tanto Ia cánula-guía

como la clavija fueron inicialmente fijadas al cráneo mediante una gota de pegamento

instantáneo, seguido luego de acrílico dental. La herida fue suturada con hiloquirúrgico.

3.2.3-Implantación de cánula-guia para microdiálisis y electrodos para el registro

de EEG/EMGITcer

La cánula-guía para la sonda de microdiálisis fue implantada según se detalló

previamente. AImismo tiempo, las ratas fueron implantadas con cuatro tornillos (3 mm

de largo y 0,8 mm de diámetro; Schrauben Preisinger, Alemania) para el registro

epidural del electroencefalograma (EEG) según fue descrito por Lancel y col. (Lancel

y col., 1995). La posición de los electrodos fue la siguiente: corteza frontal: A: 3,9 mm;

L: :t 2 mm; corteza occipital: A: -6,4 mm; L:4 mm y A: -7,4 mm, L: -3 mm). Dos tornillos­

electrodos fueron insertados dentro de la musculatura del cuello del animal para el

registro del electromiograma (EMG). Para registrar Ia temperatura cerebral (Tcer),un

termistor (10K 3 MCD 1, resistencia a 25°C = 10kQ, 0,457 mm de diámetro, 3,18 mm



3- MATERIALES Y METODOS 51

de largo, Betatherm Thermistors, Galway, Irlanda) fue colocado entre el cráneo y Ia

duramadre. Los tornillos-electrodos fueron conectados a un enchufe con 8 entradas

(largo x ancho x alto = 8 x 2 x 4,5 mm) mediante alambre aislado (longitud: 17 y 24 mm

para los electrodos de EEG y EMG respectivamente) (Figura 11). EItermistor también

fue conectado al enchufe, el cual fue fijado al cráneo con un tornillo adicional y acrílico

dental junto a los electrodos y Ia cánula-guía para microdiálisis.

caudal frontal

electrodos I I electrodos
musculares corteza frontal

electrodos
corteza . termistor
occipital

Figura 11: esquema del enchufe y electrodo para el registro de las señales de EEG/EMGy Tcer.

3.2.4 - Adrenalectomía

Las ratas fueron adrenalectomizadas (ADX)bilateralmente con el fin de eliminar la

presencia de corticosterona endógena. Los animales controles fueron sometidos al

mismo procedimiento quirúrgico pero sin Ia extracción de las glándulas adrenales.

Luego dela adrenalectomía los animales fueron mantenidos con 0,9 % de NaCIdisuelto

en agua corriente como bebida, para evitar una descompensación en el equilibriosalino

sodio-potasio de los fluidos extracelulares como consecuencia de Ia falta de

aldosterona. Para verificar la correcta y completa extirpación de las glándulas

adrenales. el nivel de corticosterona plasmática fue determinado al finalizar el

experimento. Los niveles de dicha hormona fueron medidos mediante un

radioinmunoensayo, como se detalla más adelante. No se encontraron niveles

detectables de Ia hormona en ninguno de los animales adrenalectomizados.
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3.3- Técnicas

3.3.1-Técnica de microdiálisis

3.3.1.1- Principio teórico

La técnica de microdiálisis permite el estudio bioquímico del medio extracelular de

tejidos en organismos vivos. En el cerebro, Ia técnica de microdiálisis ofrece Ia

posibilidadde detectar los eventos químicos que ocurren en un área específica.

La sonda de microdiálisis esta diseñada imitando al principiofuncional de los capilares

sanguíneos, presentando por lo general un sistema de doble cánulas para Ia entrada

y salida del fluidode perfusión y una membrana semipermeable en su extremo (Figura

12) (Ungerstedt, 1991). Las propiedades físicas de Ia membrana semipermeable

permite la libre difusión de pequeñas moléculas a través de sus poros debido a un

gradiente de concentración entre ambos lados de la membrana (diálisis). Por lo tanto,

cuando una solución salina fisiológica es perfundida lentamente a través de la sonda

de microdiálisis, la solución se equilibrará con el líquido extracellular circundante a Ia

membrana e incluirá de esta forma una proporción representativa del contenido

molecular del fluido extracelular. Debido al límite de difusión de la membrana (5.000 ­

20.000 Da), es posible recolectar solo pequeñas moléculas (por ejemplo 5-HT, cuyo

peso molecular es de 176 Da), dejando en el medio extracelular a las proteínas y

enzimas esenciales para Ia integridad celular. Por otro lado, Ia tasa de recuperación de

una molécula (definida como la concentración obtenida en el dializado dividida por Ia

concentración en la solución test) no solo depende del límite de difusión de la

membrana, sino también de la superficie total de la misma, de la velocidad de flujo del

fluido de perfusión y del coeficiente de difusión de la sustancia. Este principio de

difusión a través de una membrana semipermeable es, a su vez, válido para la

administración de sustancias, como drogas, desde el fluido de perfusión al medio

extracelular, permitiendo así una administración farmacológica localizada.

3.3.1.2- Sistema de microdiálisis

Debido a los diferentes requisitos y condiciones de los distintos experimentos

presentados en este trabajo, el sistema de microdiálisisdebió ser adaptado para cada

uno de ellos. Las características específicas de los sistemas de microdiálisisutilizados

para los experimentos de administración i.c.v.,de registro simultáneo de EEG/EMGfTw,

y de microdiálisis en ratón, se detallan en los apartados correspondientes a cada
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1\
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articulación giratoria de
quurdos para microdialisls

membrana
0,5 mm diam

sonda de microdiálisis

Figura 12: Esquema del sistema de microdiálisispara ratas. Detalle del sistema de articulación giratoria
para líquidos para microdiálisis (figura tomada de Instech) y de la sonda y membrana de microdiálisis
(figura tomada de CMA).

experimento. Sin embargo, Ia configuración general del sistema fue mantenida y es Ia

que se detalla a continuación (Figura 12).

Se utilizaron sondas de microdiálisis CMA/12para ratas (membrana de policarbonato,

4 mm de longitud, 0,5 mm de diámetro externo y un límite de difusión de 20.000 Da) y
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CMA/11 para ratones (membrana de cuprofano, 3 mm de longitud y 0,24 mm de

diámetro externo, con un límitede difusión de 6.000 Da) (CMA/Microdialysis,Estocolmo,

Suecia). Las sondas fueron conectadas mediante tubos FEP (polímero de fluoretileno,

volumen muerto: 1,2 ul/100 mm; CMA/Microdialysis,Estocolmo, Suecia) al sistema de

doble canal (ratas) o de un canal (ratones) de la articulación giratoria para líquidos para

microdiálisis (Instech Laboratories, Plymouth Meeting, PA, EE.UU.). Este sistema fue

adosado a un brazo móvil unidireccional para ratas (CMA/Microdialysis, Estocolmo,

Suecia), bidireccional para ratones (Instech Laboratories, Plymouth Meeting, PA,

EE.UU.)o a un conmutador especial para el estudio de vigilia-sueño (ver mas adelante).

Estas configuraciones permitieron el libre y normal movimiento del animal durante su

conexión al sistema de microdiálisis.Todo el sistema de microdiálisis fue perfundido en

forma constante con solución Ringer estéril y libre de pirógenos (147 mM NaCI, 4 mM

KCI, 2,25 mM CaClz; Delta Pharma, Pfullingen, Alemania) con un flujo de 2 uI/min,

mediante una bomba de microperfusión (CMA/Microdialysis,Estocolmo, Suecia). Para

la insercióndela sonda, los animales fueron ligeramente anestesiados con halotano (3­

5 minutos). Los experimentos fueron iniciados al segundo dia (40-45 horas) luego de

la inserción de la sonda de microdiálisis. Estudios previos demostraron que luego de

este tiempo los niveles de 5-HT se encuentran en equilibrio y reflejan un 90-95% de la

liberación neuronal (Linthorst y col., 1994). Muestras del dializado fueron recogidas

manualmente o mediante un recolector automático refrigerado (Univentor 820, Malta)

en pequeños tubos (300 ul de volumen, Axel Semrau, Sprockhóvel, Alemania). En los

experimentos de administración i.c.v.en ratas yde microdiálisisen ratones, una alícuota

de 35 ul fue separada de cada muestra de dializado para la posterior medición de los

niveles de corticosterona, mientras que al resto del dializado se le agregó ácido acético

(concentración final 0,01 M) para su estabilización. Las muestras fueron medidas

directamente o almacenadas a -80°C hasta la medición de serotonina, 5-HIAAo

corticosterona mediante el correspondiente ensayo. El almacenamiento a -80°C no

presentó efectos adversos sobre ninguna de las sustancias estudiadas.

Estudios previos ¡n vitrodemostraron una tasa de recuperación (a 37 °C) para CMA/12

y CMA/11 de aproximadamente 40 % y 12,5 % respectivamente, para 5-HT, 5-HIAAy

corticosterona indistintamente (Reul y col., 2000a).
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3.3.2-Técnica de registro de EEG/EMGy clasificación de los estados de vigilancia

3.3.2.1- Estados de vigilancia

Basados en el registro de Ia actividad eléctrica de la corteza cerebral y de la actividad

bioeléctrica muscular, y de sus características distintivas para cada uno de los estados

de vigilancia, se clasificaron 4 distintos estados de vigilancia: vigilia, sueño lento (SL),

fase de transición (preREM) y sueño REM. En la rata los ciclos de vigilia-sueño se

presentan con una frecuencia irregular, pudiendo aparecer el ciclo completo (vigilia- SL

- preREM - REM) al comienzo de la fase luminosa, o bien, breves períodos de SL

seguidos de episodios de vigilia,alcanzando la fase del sueño REM recién luego de

varios ciclos incompletos. Laduración de cada estado de vigilanciavarió entre animales

y a lo largo del día, siendo Ia fase de sueño REM la de menor duración total, llegando

muy ocasionalmente a episodios de 3 minutos de duración durante la primer parte del

día. Es por esta razón que durante el estudio de la relación entre los niveles de

serotonina en el hipocampo y los estados de vigilancia de la rata, se buscó reducir al

mínimo posible la duración de las muestras de microdiálisis.

Los distintos estados de vigilancia fueron clasificados según el criterio propuesto por

Neckelmann y Ursín (Neckelmann y Ursin, 1993), considerando las siguientes
características:

Vigilia:predomina una actividad rápida, irregular y de bajo voltaje. Además, con clara

presencia de actividad muscular (Figura 13).

Sueño lento: caracterizado por un destacado aumento en la amplitud, incremento dela

actividad de ondas lentas (0,5 - 4,5 Hz) y por la presencia de husos de sueño, además

de una marcada reducción de actividad en el EMG (Figura 14).

Sueño REM: predomina una actividad de EEG rápida y de bajo voltaje similar a la

observada durante la vigilia, un aumento de la frecuencia theta (6 - 9,5 Hz) y una

completa atonía muscular (Figura 15).

Sueño preREM: estado de transición entre el sueño lento y el sueño REM,

caracterizado por la predominante presencia de husos de sueño de alta amplitud
alternados con ondas theta.
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Figura 13: Ejemplo de un registro de EEG/EMG característico del estado de vigiliaen ratas. Animales

implantados con 4 electrodos para el registro epidural del EEG y 2 electrodos para en la musculatura del

cuello para el seguimiento del EMGfueron utilizados. Detalles del registro de las señales se detallan en

el apartado correspondiente.
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Figura 14: Ejemplo de un registro de EEG/EMG característico del estado de sueño lento en ratas.

Detalles sobre el registro de las señales se detallan en el apartado correspondiente.
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Figura 15: Ejemplo de un registro de EEG/EMG característico del estado de sueño REM en ratas.

Detalles sobre el registro de las señales se detallan en el apartado correspondiente.

3.3.2.2- Registro de EEG/EMG

La señal del EEG fue derivada a partir de uno de los electrodos frontales y el electrodo

occipital contralateral (la descripción de los electrodos e implantación de los mismos fue

detalla previamente en cirugías). EIotro electrodo occipital fue usado como electrodo

de referencia. Las señales fueron transmitidas por cable desde el enchufe implantado

en el animal hasta un conmutador rotatorio de mercurio (Dragonfly R&D,Silver Spring,

MD, EE.UU.), el cual consiste en 12 canales circulares conteniendo mercurio (solo 8

son utilizados), sobre los cuales giran los pins que transportan Ia señal eléctrica

proveniente de cada electrodo. Fijadoal conmutador se encuentra, además, el sistema

de articulación giratoria para líquidos para microdiálisis. Esta configuración fue

desarrollada para permitir que los tubos del sistema de microdiálisis y el cable de

registro conectados al animal puedan rotar suave y simultáneamente, y de esta forma,

que el animal pueda moverse libremente.

Las señales de EEG y EMG fueron amplificadas y filtradas (EEG: pasa alto 0,3 Hz y

pasa bajo 29 Hz, 48 dB/octavos; EMG: pasa alto 16 Hz y pasa bajo 3000 Hz, 6

dB/octavos). La señal rectificada e integrada del EMG, más las señales del EEG y la

Tcer,fueron digitalizadas a una frecuencia de 64 Hz. El registro del EEG fue sometido
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en forma directa a una rutina de transformación de Fourier y el espectro de potencia fue

computarizado cada 2 segundos para las frecuencias entre 0,5 y 29 Hz, con intervalos

de 0,5 Hz en el rango de frecuencias 0,5- y 4,5 Hz e intervalos de 1,0 Hz para las

frecuencias más altas. EIespectro de potencia fue finalmente promediado en períodos

de 10 segundos. Luego de Ia adquisición de las señales y para permitir la clasificación

manual de cada intervalo, el programa (S.E.A., Science & Enginnering Aplications,

Colonia,Alemania) resumió en Ia pantalla períodos subsecuentes de 10 segundos de

la señal del EEG, del EMG rectificado e integrado, del espectro de potencia y de Ia

temperatura. Cada periodo de 10 segundos fue clasificado de acuerdo a las

caracteristicas del EEG y EMG en vigilia, SL, preREM y sREM. Períodos que

presentaron artefactos o más de un estado conductual fueron omitidos del análisis

espectral. Para el estudio temporal, el estadio de preREM fue incluido al SL, mientras

que para el análisis espectral fue excluido.

3.3.3-Técnica de inmunohistoquímica

3.3.3.1-Principio teórico

La técnica de inmunohistoquímica proporciona la posibilidad de un acercamiento

morfológico en Ia localización celular de determinados péptidos. El principio teórico

utilizado para la localización específica de Ia proteína de interés (por ejemplo:

receptores, hormonas, factores de transcripción, factores de crecimiento, etc.) se basa

en el empleo de anticuerpos específicos (llamado también anticuerpo primario)para el

reconocimientoy detección de epítopes o determinantes antigénicos de la proteína de

interés. El nivel de detección de esta unión específica antígeno-anticuerpo puede ser

amplificado a través de una cadena de reacciones que aumentan paso a paso el

número de sitos de reacción, incrementando de esta forma la señal final (Hsu, 1990),

(Swanson, 1988). Para esto se utiliza un sistema de biotina-avidina, mediante el cual

los anticuerpos secundarios, acoplados a varias moléculas de biotina y capaces de

reconocer distintos anticuerpos primarios dependiendo de su origen (por ejemplo:

conejo, ratón, cabra, etc.), son incubados con el complejo avidina-peroxidasa. Avidina

es una pequeña proteína con una alta afinidad por biotina, lo cual permite la formación

de macro-complejos entre avidina, la enzima y los anticuerpos biotinilados. Luego de

Iaadición de DAB(diaminobenzidina), un sustrato dela peroxidasa, un precipitado color

marrón aparece en lugares donde el antígeno este presente (detectado por una

cascada consistente en anticuerpo primario - anticuerpo secundario/biotina - avidina ­
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peroxidasa - sustrato). Para un mejor contraste e intensidad del color se añade níquel

al DAB,dando lugar asi a una coloración gris-negra (Reul y col., 2000a).

3.3.3.2- Protocolo

Para llevar a cabo esta técnica, los cerebros fueron cortados en forma coronal en

secciones de 20 um de espesor mediante el uso de un criostato y montadas sobre

portaobjetos previamente cubiertos con poli-L-Iisina.Los cortes fueron almacenados a

-80 °C hasta su uso.

El ensayo de inmunohistoquímica fue llevado a cabo de acuerdo a protocolos

estándars. Brevemente, los cortes cerebrales fueron fijados en 4 % paraformaldehido

por 20 minutos, siendo luego incubados en 0,6 % de HQO2en HZOdestilada para la

eliminación de la actividad de peroxidasas endógenas. La membrana celular fue

permeabilizada con 0,2 °/oTritony el bloqueo de sitios no especificos fue realizado con

5 % de suero ovino ¡nactivado en buffer salino fosfato (PBS). Anticuerpos primarios anti­

c-fos (Oncogene Research Products, Boston, MA,EEUU.) diluidos 1:10.000 en 1 °/ode

suero ovino/PBS fueron añadidos y la preparación fue incubada toda la noche a

temperatura ambiente. Anticuerpos secundarios con biotina adherida, el complejo

avidina-biotina-peroxidasa y el sustrato DAB/níquel (Vectastain Elite-ABC Kit y DAB

Substrate, Vector Labortories, Burlingame, CA, EEUU.) fueron usados de acuerdo a

las instrucciones de la compañía. Luego de Ia deshidratación en etanol y de clarear en

xylol, los cortes fueron finalmente montados con Roti-histokit (Carl Roth, Karlsruhe,

Alemania) y cubiertos.

3.4-Protocolos experimentales

3.4.1- Experimentos de microdiálisis y administración i.c.v. de CRHy Ucn

3.4.1.1- Cronograma general

día protocolo

-19 arribo de los animales

-15 comienzo de Ia manipulación diaria

-8 operación

-4 uso del collar para microdiálisis
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día protocolo

0 A- implantación de la sonda y conexión al

sistema de microdiálisis

B- adrenalectomía e implantación de Ia

sonda de microdiálisis

2 experimento

3.4.1.2- Protocolo experimental

Luego dela cirugía, en la cual cánulas-guias para i.c.v. y para Ia sonda de microdiálisis

fueron implantadas, los animales fueron trasladados al cuarto experimental, con

condiciones similares a las del bioterio. Luego de cuatro días de recuperación, los

animales fueron provistos de un collar plástico alrededor del cuello (CMA/Microdialysis,

Estocolmo, Suecia) a través del cual fueron conectados al brazo móvildel sistema de

microdiálisis durante el experimento. Cuatro días mas tarde, los animales fueron

implantados con la sonda y conectados al sistema de microdiálisis (dia experimental 0).

AIsegundo día luego de Ia implantación dela sonda, el experimento fue llevado a cabo,

comenzando a las 9:00 horas (Figura 16). Cinco muestras de 30 minutos fueron

recolectadas entre las 9:00 y 11:30 horas para la mediciónen condiciones basales (pre­

inyección) de los niveles de 5-HTy corticosterona. Alas 11:30 horas las ratas recibieron

una inyección i.c.v. de solución salina estéril y libre de pirógenos, CRH (0.1; 0,3 o 1

ug/rata) o Ucn (0,03; 0,1; 0,3 o 1 ug/rata). EI volumen total inyectado fue de 10 ul,

administrado en un período de 60 segundos, luego de los cuales la aguja fue mantenida

dentro de la cánula por otros 60 segundos para evitar el reflujo de Ia sustancia

inyectada. Durante el procedimiento, el animal fue solo ligeramente retenido por el

experimentador, sin ser removido de su jaula. Luego de finalizada la inyección,

muestras de 30 minutos fueron recolectadas por otras 6 horas (11:30 - 17:30 horas).

Los experimentos se llevarona cabo en 4 animales simultáneamente y las muestras de

dializado, recolectadas manualmente, fueron usadas para Ia determinación de los

niveles extracelulares de 5-HT y 5-HIAA,y para Ia medición de la concentración de

corticosterona libre.Durante todo el experimento la actividad comportamental del animal

fue registrada como se describe en el apartado correspondiente.
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Figura 16: Protocolo experimental para los experimentos de administración i.c.v. de CRH y Ucn.

3.4.1.3- Administración i.c.v. de CRHen animales ADX

Previo a Ia inserción de la sonda de microdiálisis (día experimental 0), un grupo de

animales fue adrenalectomizado para el estudio del rol de la corticosterona en los

efectos producidos por CRH. Tanto las ratas ADX como las operadas-controles

siguieron un protocolo experimental similar al descrito en el apartado anterior,

recibiendo en este caso una dosis de 1 ug de CRH i.c.v.

3.4.2- Experimentos de administración i.c.v. de CRH y Ucn para estudios de

inmunohistoquímica

3.4.2.1- Cronograma general

día protocolo

-18 arribo de los animales

-14 comienzo de Ia manipulación diaria

-10 operación

0 experimento

3.4.2.2- Protocolo experimental

Luego de diez días de la implantación de una cánula en el ventrículo lateral, Ia

administración i.c.v. de los péptidos fue llevada a cabo. Elexperimento tuvo lugar entre

las 8:00 y 11:30 horas, período en el cual se detectan, en ratas normales, los niveles

basales de ACTHy de corticosterona. Tres grupos, de 6 animales cada uno, recibieron

una inyección i.c.v. de solución salina estéril y libre de pirógenos, de CRH o Ucn (0,3
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pg/rata, dosis elegida a partir de resultados previos). Elvolumen total inyectado fue de

10 pl, siendo administrado en un período de 60 segundos (procedimiento detallado

previamente). Luego de finalizada Ia inyección, los animales permanecieron sin ser

perturbados por 2 horas. Luego de ese período exacto, los animales fueron sacrificados

en el cuarto adyacente, previo adormecimiento por 30 segundos en una cámara

saturada de halotano. Elcerebro fue rápidamente removido y luego del primer paso de

congelación rápida y homogénea en isopentano (-40 °C), fue congelado sobre hielo

seco (-80 ° C). Los cerebros fueron almacenados a -80 °C hasta su utilización en el

ensayo de inmunohistoquímica. Muestras de sangre fueron tomadas para la

determinación de ACTH y corticosterona. La sangre proveniente del tronco fue

recolectada en tubos de 10 mIcubiertos de EDTA(Sarstedt, Nürnbrecht, Alemania) para

evitar la coagulación, y conteniendo 50 pl de Trasylol para evitar la degradación

enzimática de ACTH(Bayer, Leverkusen, Alemania). Las muestras fueron mantenidas

constantemente en hielo. La sangre fue centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos a 4 °C,

luego de los cuales se precedió a alicuotar el plasma para la posterior medición de las
hormonas. Las alícuotas fueron almacenadas a -80 °C.

3.4.3-Experimentos de microdiálisis en ratones deficientes del receptor de CRH

tipo 1 (CRH-R1)

3.4.3.1-Cronograma general

día protocolo

-7 operación

0 implantación de la sonda y conexión al

sistema de microdiálisis

2 experimento en condiciones basales

3 experimento de estrés por natación forzada

3.4.3.2- Protocolo experimental

Luego de siete días dela implantacióndela cánula-guía para microdiálisis,la sonda fue

insertada lentamente en el hipocampo (día experimental 0) y los animales fueron

conectados al sistema de microdiálisis y al brazo móvilmediante un alambre fijado a la
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clavija adherida a su cabeza. Al segundo día luego de la implantación de la sonda de

microdiálisis, muestras de dializado, de 30 minutos de duración, fueron recogidas

manualmente entre las 5:00 y 23:00 horas, para el estudio del ritmocircadiano de 5-HT

y 5-HIAA hipocampal, y de corticosterona libre (Figura 17). Para esta última

determinación, una alícuota de 35 ul fue separada de cada muestra de dializado.

Debidoa los bajos niveles de corticosterona libreesperados en los ratones homocigotas

(-/-) deficientes del CRH-R1, dos alícuotas de 30 minutos fueron unidas obteniéndose

así un valor promedio de la hormona para un período de 60 minutos. Durante todo el

experimento la actividad comportamental del animal fue registrada siguiendo un

protocolo detallado mas adelante.

Para evaluar el rol del CRH-R1 en la respuesta a estrés de 5-HT hipocampal, seis

ratones de cada genotipo (+/+, +/- y -/- del gen del CRH-R1) fueron sometidos a

natación forzada. Altercer día luego de la inserción de Ia sonda, ocho muestras de 15

minutos de duración fueron recogidas entre las 9:00 y 11:00 horas para la

determinación de los niveles basales de 5-HT y 5-HIAA.A continuación, los animales

fueron sujetos a un procedimiento de natación forzada (11:OO- 11:10 horas; ver detalles

más adelante), luego del cual otras diez muestras de dializado de 15 minutos fueron

recolectadas (hasta las 13:40 horas) para estudiar los niveles post-estrés (Figura 17).

La actividad comportamental del animal fue registrada durante todo el experimento.

Los experimentos se llevaron a cabo en 4 animales simultáneamente.

3.4.3.3-Estrés por natación forzada

Los ratones fueron forzados a nadar por 10 minutos en un vaso de precipitado de 2

litros (diámetro interno 12,5 cm), conteniendo agua a 25 °C. La profundidad del agua

fue de 11,5 cm lo cual impidió al ratón apoyarse con sus patas o cola en la base del

recipiente. Luego de finalizado el procedimiento, los animales fueron cuidadosamente

secados con una toalla y devueltos a sus correspondientes jaulas. Los ratones

mostraron un periodo corto de natación (aproximadamente 2-4 minutos) luego del cual

permanecieron principalmente flotando por el resto del ensayo.
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dia experimental 2: condiciones basales
recolección de muestras cada 30 minutos

dia experimental 3
recolección de muestras cada 15/10 minutos

BASAL POST-ESTRÉS

9:00 T 13:40
11:00 - 11:10

estres por natación

Figura 17: Protocolo experimental para el estudio con ratones knock-out del receptor de CRH tipo 1.

3.4.4- Estudios simultáneos de microdiálisis y de registro de EEG/EMGITcer

3.4.4.1- Cronograma general

día protocolo

-25 arribo de los animales

-21 comienzo de la manipulación diaria

-14 operación

-4 conexión al sistema de registro de EEG

0 implantación de Ia sonda y conexión a los

sistemas de microdiálisisy de registro de

EEG

2 experimento en condiciones basales

3 experimento de privación del sueño

3.4.4.2- Sincronización de los sistemas de microdiálisis y de registro de

EEG/EMG/Tcer
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La configuración del sistema de microdiálisis fue especialmente diseñada para este

estudio. Para esta nueva disposición, las conexiones del sistema (tubos desde la bomba

de perfusión hasta el recolector automático, pasando por la sonda implantada en el

animal) pasaron a tener una longitud total de 4 metros. Esto provocó un incremento en

la resistencia del sistema y en consecuencia fluctuaciones en el flujo de perfusión.

Debido a que el objetivo del experimento fue observar los cambios en la

neurotransmisión de serotonina en relación con el estado de vigilancia de la rata, fue

necesario una precisa sincronizaciónde ambos sistemas. Para esto, antes y después

del experimento se determinó el flujo de perfusión real, mediante la medición del

volumen exacto recolectado en periodos de 3 minutos. Este flujovarió entre 1,89 y 2,13

uI/min, el cual, junto al volumen muerto total entre la membrana de microdiálisis y el

sistema de recolección (tubos, canal del sistema giratorio para líquidos y la sonda),

ayudó a establecer el tiempo exacto necesario para que el dializado que se genera en

la sonda llegue al sistema de recolección. Este tiempo de desfase varió entre 13 - 14

minutos, los cuales fueron corregidos al tiempo real de recolección de las muestras,

para así poder ajustar su sincronización con el registro de EEG/EMG/Tcer.Estos tiempos

fueron confirmados también, al finalizar el experimento, mediante la recolección de

muestras de dializado provenientes de Ia inmersión de la sonda en una sustancia
estándar.

3.4.4.3- Protocolo experimental para el estudio simultáneo de microdiálisis­

EEG/EMG/Tcer

Por lo menos dos semanas fueron permitidas a los animales para la recuperación de

la cirugía, en la cual se implantaron los electrodos para el registro de EEG, EMG y Tcer

y la cánula-guía para microdiálisis. Luego de dicho periodo, las ratas (dos por

experimento) fueron trasladadas en sus propias jaulas a una caja de Faraday (largo x

ancho x alto = 115 x 60 x 100 cm) y fueron conectadas al cable de registro para permitir

su adaptación a las condiciones experimentales. Luego de cuatro dias, los animales

fueron ligeramente anestesiados con halotano para la inserción, a través de la cánula­

guía, de la sonda de microdiálisis en el hipocampo y la conexión simultánea a los

sistemas de microdiálisis y de registro de EEG/EMG/Tce,.Para permitir el libre y normal

comportamiento del animal, un conmutador rotatorio de mercurio fue utilizado para el

registro de las señales eléctricas.

Los experimentos fueron llevados a cabo durante el segundo y tercer día luego de la
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implantación de Ia sonda de microdiálisis y Ia conexión al sistema de registro de EEG.

Los experimentos fueron iniciados a las 7:30 horas, al comienzo de Ia fase de luz, y

continuaron hasta aproximadamente las 19:00 horas. Las muestras de dializadofueron

recolectadas cada 3 minutos (volumen total de cada muestra: 6 ul) a través de un

recolector automatico refrigerado (Univentor820, Malta)y almacenadas a -80 °C hasta

Iadeterminación de los niveles de 5-HT.Simultáneamente, el registro automático de las

señales de EEG, EMG y Tcerfue llevado a cabo entre las 7:00 y 19:00 horas.

Durante el segundo día, los animales (n = 11) no fueron perturbados en absoluto,

desarrollándose así los estudios en condiciones basales.

Durante el tercer día. los animales fueron separados en dos grupos. Un grupo control

(n = 5) en el cual los animales fueron estudiados sin ser perturbados, y un grupo

sometido aI procedimiento de privación del sueño (n = 6). En este último grupo, los

animales fueron privados del sueño por medio de Ia manipulación delicada durante un

período de 4 horas (ver detalle más adelante), comenzando a las 7:30 horas.

periodo de registro y recolección de muestras

l \
l . .

l periodo analizado Xl \
Día 2 | BASAL L

l I

7:30 19:30

l 10:30 13:30 I
l l

l l l l

l l l |

¡ l l '

Día 3 animales BASAL
control l‘ I I J

7:30 I 19:30
10:30 13 30

animales

privación
de sueño

7:30 11:30 13:30

recuperación

Figura 18: Protocolo experimental para el estudio de la relación de serotonina hipocampal y el ciclo
de vigilia-sueño, bajo condiciones basales y por privación de sueño.
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3.4.4.4-Protocolo experimental para el estudio de la respuesta de corticosterona
libre

En otra serie de experimentos, se buscó determinar los efectos de Ia privación del

sueño sobre los niveles de corticosterona libre, como un parametro de Ia activación del

eje HPA, para Io cual fueron utilizados animales implantados únicamente con una

cánula-guía para microdiálisis (n = 6). La preparación experimental e implantación del

animal fue similar a Ia detallada previamente para los experimentos de administración

i.c.v. y de microdiálisis.

Los experimentos fueron llevados a cabo durante el segundo y tercer día luego de la

implantación dela sonda de microdiálisis, iniciándose a las 7:30 horas del segundo día

(comienzo de Ia fase luminosa). Muestras de dializado fueron recolectadas en forma

continua por 48 horas, siendo las mismas de 30 minutos de duración durante la fase

luminosa y de 60 minutos durante Ia fase oscura. Las muestras fueron recogidas a

través de un recolector automático refrigerado y almacenadas a -80 °C hasta la
determinación de los niveles de corticosterona.

Como se detalló previamente, durante el segundo día, los animales no fueron

perturbados en absoluto, llevándose a cabo así el experimento en condiciones basales.

En el tercer día, los animales fueron sometidos al procedimiento de Ia privación del

sueño por medio de manipulación delicada (ver a continuación) durante un período de

4 horas, comenzando a las 7:30 horas (Figura 19).

muestras de 30 min muestras de 60 min<—><——>
Dia 2:

BASAL ! F !
7:30 19:30 7130

Dia 3 _, l l
l 1

7:30 11:30 19:30 7:30
privación
de sueño

Figura 19: Protocolo experimental para el estudio del efecto de la privación de sueño sobre los
niveles de corticosterona libre.



3- MATERIALES YMETODOS 68

3.4.4.5- La privación del sueño por medio de manipulación delicada

Las ratas son animales de hábitos nocturnos, que duermen durante Ia mayor parte de

la fase luminosa del ciclo de luz-oscuridad. Altercer día, luego de Ia implantación de Ia

sonda de microdiálisis, los animales fueron forzados a mantenerse despiertos por 4

horas, comenzando a partirdel encendido de las luces, 7:30 horas. Esto se llevoa cabo

mediante Ia introducción en la jaula de pequeños objetos para que el animal

inspeccione o juegue, como por ejemplo lápices, trozos de papel o cartón o tubos de

plastico. En ningún momento el animal fue tocado o manipulado. Inmediatamente

después de finalizadas las 4 horas, los objetos fueron removidos, la jaula cerrada,

dejándose al animal tranquilo.

El comportamiento del animal fue observado continuamente durante todo el

procedimiento. Para evitar que se produjesen episodios de microsueño (estando el

animal con los ojos abiertos), no se le permitió a la rata quedarse inmóvilpor más de

5 segundos, siendo en este caso estimulada, inmediatamente, con un objeto o

movimiento del aserrin de Ia jaula. La mínima actividad comportamental permitida fue

olfatear.

3.5- Análisis comportamental

La actividad comportamental desarrollada por las ratas y ratones durante los

experimentos fue registrada por observación directa. Cada 30 segundos el

comportamiento del animal fue registrado, tomándose nota dela actividad desarrollada

por Ia rata o el ratón en ese momento (unidad). El comportamiento observado fue

categorizado de la siguiente manera:

a- reposo o comportamiento no activo, que incluye al animal durmiendo, yaciendo o

simplemente sentado.

b- aseo, considera cuando el animal se limpiao se rasca.

c- ingestión, de alimento, heces, y agua.

d- exploración, comprende locomoción, olfateo, pararse en dos patas y excavación; en

el caso de los ratones se incluyótambién en esta categoría el colgarse de las barras del

techo de la jaula.

En el caso de los experimentos con ratas se incluyó una categoria extra:

e- masticación, movimiento repetitivode las boca, como si estuviese comiendo pero sin
alimento.
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Por otro lado, para el análisis de Ia relación de Ia actividad comportamental y la

concentración extracelular de 5-HT/5-HIAA,el comportamiento fue agrupado en reposo

(ítem a) o activo (ítem b - e) y clasificado en tres categorías (Linthorst y coI., 1997),

(Linthorst y col., 1995):

“1" - cuando el número total de observaciones (en un período de 30 minutos, 60

unidades en total) de comportamiento activo fue s 10 °/o

“2" - el comportamiento activo fue > 10 % - s 50 °/o

"3" - la actividad fue > 50 % del período.

Esta clasificación arbitraria permite tener una idea del estado comportamental del

animal, siendo de poco activo (1), activo (2) o muy activo (3).

3.6- Determinación de 5-HTy 5-HIAAen muestras de dializado

Los niveles de 5-HT en las muestras de dializado, así como también los de su

metabolito, 5-HlAA, fueron medidos sin previa purificación mediante el método de

cromatografía líquida de alta presión (HPLC) con detección electroquímica. Dos

configuraciones distintas del equipo de HPLCfueron desarrolladas para poder obtener

Ia sensibilidad requerida por cada condición experimental.

3.6.1- El sistema de HPLC para la determinación de 5-HTy 5-HIAA

Para la medición de 5-HT y 5-HIAA en muestras de 30 y 15 minutos de duración

(experimentos de microdiálisis y administración i.c.v. en ratas, y microdiálisis en

ratones), se utilizó un equipo de HPLC compuesto por una bomba (Millipore

Corporation, Milford, MA, EE.UU.), un termostato para Ia columna de separación

(Mistral, Spark Holland Instruments, Emmen, Holanda), una válvula de inyección

Rheodyne (Rheodyne 7125, Rheodyne, Rhonert Park, CA, EE.UU.), un detector

electroquímico (Antec Leyden, Zoeterwoude, Holanda), y un programa de adquisición

de datos de cromatografía (Gynkosoft, Dionex, Idstein, Alemania). 5-HT y 5-HIAAfueron

separadas en una única corrida a través de una columna de separación (LC-18-DB,150

mm x 4,6 mm, tamaño de partícula 3 pm; Supelco, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen,

Alemania) usando un flujode 1 ml/min. La temperatura del termostato para la columna

de separación fue fijado en 35 °C. La fase móvilconsistió en 18% metanol, 75 mMsodio

dihidrógeno fosfato (NaH2P04), 0,25 mM, octyI sulfato de sodio (C3H17O4SNa)y 0,1 mM

EDTA (pH 4,6). Las concentraciones de 5-HT y 5-HIAA fueron cuantificadas por
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detección electroquímica, con el potencial del detector fijado en los 600 mV contra un

electrodo de referencia de Ag/AgCI(Linthorst y col., 1994). Las cantidades de 5-HT y

5-HIAAen las muestras fueron calculadas en base a una curva estándar generada por

la medición de 4 concentraciones estándares definidas. Ellimitede detección para 5-HT

y 5-HIAAfue 0,5 - 0,8 y 1,0 fmol/25 ul de muestra respectivamente, considerando una

relación señal/ruido igual a 3. La duración del cromatograma fue de aproximadamente

8 minutos.

3.6.2- Sistema de HPLCde alta sensibilidad

Como se explicó anteriormente, en el estudio de Ia relación entre los niveles de 5-HT

en el hipocampo y los estados de vigilancia de la rata, se buscó reducir al mínimo

posible Ia duración de las muestras de microdialisis. Esto significó una marcada

reducción en el volumen de dializado recolectado y en consecuencia una reducción en

los niveles de 5-HT a medir. A su vez, debido a que en primera instancia uno de los

objetivos de este estudio era la medición directa de las muestras de dializado, fue

necesario desarrollar una nueva configuración del HPLCque permita la separación de

5-HT en un corto cromatograma, asi como también con una alta sensibilidad. Elequipo

de HPLC consistió en una bomba (Gynkotec, Dionex, Idstein, Alemania), un termostato

y detector electroquímico (DECADE, Antec Leyden, Zoetenivoude, Holanda) y un

programa de adquisición de datos de cromatografía (Gynkosoft, Dionex, ldstein,

Alemania). La serotonina fue separada, sin previa purificación, en una única corrida a

través de una columna de separación (50 mm x 2,1 mm, tamaño de partícula 5 um;

Discovery C18; Supelco, Sigma-AldrichChemie, Taufkirchen, Alemania) usando un flujo

de 200 u/min, temperatura del termostato de 30°C y con una presión de 30-35 bars. La

fase móvil consistió en 18% metanol, 75 mM sodio dihidrógeno fosfato (NaH2P04), 0,1

mM EDTA y 0,25 mM octyl sulfato de sodio (pH 4,6). 5-HT fue cuantificada por

detección electroquímica con el potencial del detector fijado en los 550 mV contra un

electrodo de referencia de Ag/AgCI. La concentración de 5-HT en la muestra de

dializado fue calculada en base a una curva estándar generada por la medición de 4

concentraciones estándares definidas. El límite de detección para 5-HT fue de 0,1

fmol/6 ul muestra, considerando una relación señal/ruido igual a 3. La duración total del

cromatograma fue de 3 minutos (Figura 20).
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Figura 20: Ejemplo de un cromatograma. El pico de 5-HT esta indicado por su tiempo de retención

expresado en minutos.

Con esta configuración del HPLC fue posible comenzar estudios preliminares

registrando las señales de EEG/EMG/Tceren simultáneo con la medición directa de 5-HT

en muestras inyectadas cada 3 minutos. Lamentablemente, luego de unas 200

inyecciones continuas en el HPLC (10 horas experimentales), la presión del equipo

comenzaba lentamente a aumentar, provocando serios cambios en el cromatograma.

Se decidió finalmente, recoger las muestras de dializado a través de un recolector

automático refrigerado y proceder manualmente a la inyección de las muestras en el

HPLC.

3.7- Determinación de hormonas

3.7.1 - ACTH

Los niveles de ACTHen plasma fueron medidos mediante un radioinmunoensayo (ICN

Biomedicals, Costa Mesa, CA, EE.UU.). Este ensayo se basa en Ia competencia entre

una concentración establecida de antígeno (hormona) radiactivamente marcada (Im)

y el antígeno presente en la muestra por una cantidad limitada del anticuerpo

correspondiente. De esta manera, Ia cantidad de antígeno marcado que se une al

anticuerpo está determinado por la cantidad de antígeno no marcado. Para esto, las

muestras, los estándares, los controles, el anticuerpo anti-ACTHy la hormona marcada

radiactivamente fueron incubadas al menos por 16 horas a 4 °C. Luego de la
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incubación, precipitación y centrifugación, la radioactividad presente en el precipitado

(complejoantígeno-anticuerpo) fue medida a través de un contador gamma (Beckman,

Fullerton, CA, EE.UU.) durante 2 minutos/muestra. La concentración de ACTH en las

muestras de plasma fue calculada a partir de la curva estándar. El coeficiente de

variación entre los ensayos fue 7 °/o,mientras el intra-ensayo fue 5 %, con un límite de

detección de 2 pg/ml.

3.7.2-Corticosterona

Los niveles de corticosterona se midieron mediante el uso de un radioinmunoensayo

(ICNBiomedicals, Costa Mesa, CA,EE.UU.). Para Iadeterminación dela corticosterona

en plasma, una alícuota de 50 ul de las muestras de plasma diluido previamente 1:200

fue utilizada. Para Ia medición dela corticosterona en el medio cerebral extracelular, 30

ul de las muestras de dializado fueron utilizados sin previa dilución (Linthorst y co|.,

1995). Las muestras, estándares, controles y la hormona marcada radiactivamente con

I125fueron puestos en contacto con eI anticuerpo anti-corticosterona. Luego de Ia

incubación por 2 horas, precipitación y centrifugación, Ia radioactividad presente en el

precipitado fue medida a través de un contador gamma durante 60 segundos/muestra.

La concentración de corticosterona en las muestras de plasma fue calculada a partirde

Ia curva estándar. Para la medición de corticosterona en las muestras de dializado una

curva estándar especial fue construida . El coeficiente de variación entre- e intra­

ensayos fue del 7 % y 4 % respectivamente, con un límitede detección de 0.001 ug/1OO

ml (Linthorst y col., 1995).

3.8- Histología y verificación de la adrenalectomia

Al finalizar los experimentos (salvo en el caso del experimento para

inmunohistoquímica), los animales fueron sacrificados por medio de una sobredosis de

pentobarbital (Narcoren, Rhone Merieux, Laupheim, Alemania) y los cerebros fueron

removidos y depositados en una solución 4 % de formalina. Los cerebros fueron

cortados horizontalmente en secciones de 50 um de espesor usando un micrótomocon

sistema de congelación (-20 °C)y montados sobre portaobjetos gelatinizados (solución

de 0,7 %: 3,5 gr. gelatina; 0,25 gr. KCr(SO4).12H20,500 ml agua destilada). Luego del

secado, los cortes fueron teñidos mediante el protocolo para tinción de Nissl (tincióncon

violeta de cresilo: 230 mI de agua destilada, 50 mI de solución 10 °/ode acido acético,
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10 ml de solución de acetato de sodio 1 M, 1,5 gr. de acetato de violeta de cresilo). La

localización neuroanatómica dela sonda de microdiálisisy/o cánulas i.c.v.fue verificada

por inspección de los cortes bajo microscopio. Solo aquellos animales en donde se

encontró una correcta posición de Ia sonda de microdiálisis y Ia cánula fueron

considerados.

Para Iaverificación de la adrenalectomía, la presencia de corticosterona en plasma fue

determinada mediante un radioinmunoensayo. Muestras de sangre fueron obtenidas

mediante punción cardiaca inmediatamente luego del sacrificio de los animales.

3.9- Materiales

CRH de humano/rata y Ucn de rata fueron provistos por Bachem Biochimica

(Heidelberg, Alemania). Los péptidos fueron disueltos en agua estéril y libre de

pirógenos, conteniendo 0,05% de ácido ascórbico, alícuotados y almacenados a -80 °C

para su posterior uso. Diluciones para la inyección i.c.v. fueron realizadas en solución

salina estéril y librede pirógenos. Los demás productos utilizados (para análisis o para

el HPLC) fueron obtenidos de Merck (Darmstadt, Alemania) o Sigma-Aldrich Chemie

(Taufkirchen, Alemania). En el caso de los productos adquiridos en otras compañías,

los nombres de las mismas se detallan, entre paréntesis, al lado de los productos

correspondientes.

3.10-Cálculos y análisis estadísticos

Todos los datos están presentados como medias :t ES. Todos los cursos temporales

fueron analizados mediante el análisis de varianza (ANOVA)con diseño de medidas

repetidas, con tiempo como factor intra-sujeto. Como factores inter-sujetos fueron

usados el tratamiento, dosis o genotipo. Si el análisis de ANOVA reveló un efecto

significativo de uno de los factores o una interacción significativa entre ellos, un post­

hoc test de T de Student (pareado o no-pareado) o test de rango múltiplede Duncan

(en los casos apropiados) fueron realizados para determinar separadamente las

diferencias entre los grupos. Un nivel de significación de P < 0,05 fue aceptado.

Para los experimentos de administración i.c.v. y microdiálisis en ratas, y de natación

forzada en ratones las concentraciones basales de 5-HTy 5-HIAAfueron calculadas a

partir del promedio de los valores de las muestras pre-inyección o pre-estrés en las
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cuales los animales presentaron un estado comportamental 1 (poco activo). Las

respuestas de 5-HT y 5-HIAAluego de un tratamiento (inyección i.c.v. o stress) fueron

calculadas como Ia diferencias expresadas en porcentaje con respecto al valor basal

de cada animal.

La máxima y la media de los niveles de 5-HT, 5-HIAA,corticosterona libre y actividad

comportamental luego dela inyecciónde CRHy Ucnfueron estadísticamente evaluadas

usando un ANOVAde dos vías, con neuropéptido y dosis como factores entre-sujeto,

seguido de un test de rango múltiplede Duncan.

Los efectos de ADXsobre los cambios en los niveles de 5-HT y 5-HIAAproducidos por

Ia administración de CRH fueron analizados estadísticamente usando ANOVAde dos

vías, con tratamiento ycirugía como factores entre-sujetos, seguido del test de Duncan.

En el caso del análisis del patrón comportamental en las ratas tratadas i.c.v., para cada

categoría comportamental, los resultados fueron expresados como la diferencia entre

las unidades de actividad (60 unidades totales por cada muestra de 30 minutos)

observadas en los animales tratados con CRH o Ucn y los animales controles.

En los experimentos con ratones bajo condiciones basales, las concentraciones de 5­

HT y 5-HlAAfueron expresadas como fmol/min. Debido a que durante el tercer día

experimental la duración de la muestra que incluye el estrés por natación forzada (10

minutos) fue menor que la duración del resto de las muestras (15 minutos) y para mayor

claridad, las concentraciones de 5-HT/5-HIAAfueron expresadas como porcentaje de

las concentraciones basales (detallado previamente). Para el análisis de los cursos

temporales de 5-HTy 5-HIAAen condiciones basales, el número de niveles intra-sujeto

fue reducido mediante el promedio de resultados en intervalos de tiempo o fraccionando

el período analizado, como se indica en las figuras. En los experimentos bajo

condiciones basales, la actividad comportamental durante el período de luz/oscuridad

fue calculada como la medía de unidades de actividad por hora. Para analizar Ia

relación de los niveles extracelulares de 5-HT/5-HIAAcon el estado comportamental de

los ratones se utilizóun análisis de varianza múltiple (MANOVA)con diseño de medidas

repetidas. Este fue seguido por un test de T de Student pareado para determinar

diferencias entre los niveles de 5-HT/5-HIAApara cada estado comportamental y entre

los niveles durante los periodos de luz y oscuridad, mientras que un test de Duncan fue

utilizado para determinar las diferencias entre genotipos.

Para el análisis de la actividad comportamental, se utilizaron todos los animales. Por

problemas ocasionales con el HPLC o el radioinmunoensayo algunos valores se
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perdieron y en consecuencia, el número para el análisis estadístico de los parámetros

de corticosterona libre y 5-HT/5-HIAAfue menor.

En los experimentos sobre los niveles de 5-HT hipocampal y los estados de vigilancia,

Ia clasificación comportamental de cada intervan de 10 segundos de la señal del EEG

fue agrupada en períodos de 3 minutos (18 intervalos), coincidentes con las

correspondientes muestras de dializado de 3 minutos. Elporcentaje de tiempo durante

el cual el animal estuvo despierto, en SL + preREM o REM fue calculado para cada

período de 3 minutos (o cada 30 minutos para el estudio del tiempo total de cada

estado). La relación entre la 5-HThipocampal y los estados de vigilanciaen condiciones

basales fueron analizados en el período entre las 10:30 y 13:30 horas del segundo día

experimental. Este intervalo fue elegido ya que permitió la comparación con las

muestras obtenidas al día siguiente. durante las 2 horas del período de recuperación

del sueño (11:30 a 13:30 horas), y además porque abarca parte dela ventana temporal

del procedimiento de privación del sueño (7:30 a 11:30). Muestras asociadas con un

100 % de vigiliau 80 - 100 % de SL (incluyendo preREM) fueron utilizadas para calcular

Ia media de 5-HT para cada estado comportamental. Debido a que el sREM en la rata

es breve, alcanzando ocasionalmente los 3 minutosde duración, muestras conteniendo

más de 90 segundos (50 °/o)de este estado fueron utilizadas para calcular la media de

5-HT. El número de muestras para cada estado, por animal, varió entre 1-13 muestras

para vigilia, 7-23 para SL, 1-6 para sREM. Un análisis similar de los resultados fue

llevado a cabo para las 2 horas del período de recuperación, luego de la privación del

sueño, durante el tercer día experimental. Para el estudio de los efectos dela privación

del sueño, los niveles de 5-HTfueron determinados para el período completo de 4 horas

de este procedimiento. Debido a un problema con los tubos del sistema de microdiálisis

al comienzo del procedimiento experimental, uno de los animales fue excluido del

análisis del período de vigiliaforzada, siendo incluido, sin embargo, para el período de

recuperación.

ANOVA con diseño de medidas repetidas con un factor intra-sujeto, estado

comportamental, fue utilizado para el análisis de la concentración extracelular de 5-HT

durante los distintos estados de vigilancia. En los casos en los que se encontró un

efecto significativode los estados comportamentales sobre los niveles de 5-HT,el test

de T de Student pareado fue llevado a cabo para determinar diferencias significativas

aisladas. ANOVAcon diseño de medidas repetidas y con 2 factores intra-sujeto (estado

comportamental y día experimental), fue utilizado para evaluar los efectos de la
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privación del sueño sobre la relación entre los niveles extracelulares de 5-HT y los

estados comportamentales durante el periodo de recuperación. En el caso de un efecto

significativoentre los días experimentales, el test de T de Student pareado fue llevado

a cabo para determinar diferencias significativas.

El espectro de potencia de la actividad de onda lenta (0,5 - 4,5 Hz) dentro de los

episodios de SL (en este caso sueño preREM no fue incluido) fue analizado y

promediado en intervalos de 30 minutos de duración. El espectro de potencia del EEG

durante las 2 horas del período de recuperación fue expresado como porcentaje de los

valores obtenidos en el mismo intervan de tiempo en condiciones basales.

La temperatura cerebral fue promediada en intervalos de 15 minutos. En el caso de la

corticosterona libre, el ritmocircadiano fue fraccionado en intervalos de 4 horas para su

análisis estadístico. Para evaluar los efectos dela privacióndel sueño sobre laactividad

de onda lenta, la temperatura cerebral, los niveles de corticosterona libre y el tiempo

total de cada estado comportamental se utilizó un ANOVAcon diseño de medidas

repetidas y con 2 factores intra-sujeto (tiempo y día experimental).
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4- RESULTADOS

PARTE A

Interacciones entre el sistema de CRH y la neurotransmisión de 5-HT en el

hipocampo, la activación del eje HPAy la actividad comportamental

Con el propósito de caracterizar la interacción entre el sistema central de CRH y Ia

neurotransmisión serotoninérgica en el hipocampo, los efectos dela administración i.c.v.

de CRH y Ucn sobre los niveles extracelulares de 5-HT y 5-HIAAen el hipocampo, así

como también. sobre la activación del eje HPA, fueron evaluados utilizando la técnica

de microdiálisis en ratas. Además, la activación neuronal producida por Ia

administración central de estos neuropéptidos fue determinada mediante el análisis de

la inducción de Ia proteina c-fos.

Para establecer los efectos de una disfunción permanente del CRH-R1 sobre la

neurotransmisión serotoninérgica hipocampal y Iaactivación del eje HPA,se realizaron

estudios de microdiálisisen ratones deficientes de este receptor. Estos efectos fueron

evaluados en condiciones basales y en respuesta a una situación de estrés.

Los efectos centrales de CRH y Ucn en ratas, y de la deficiencia del CRH-R1 funcional

en ratones sobre la actividad comportamental de los animales fueron evaluados

mediante Ia observación y registro directo del comportamiento.

4.1- Localización neuroanatómica de la sonda de microdiálisis en el hipocampo

y de la cánula para administración i.c.v.

Por medio del análisis histológico se verificó la posición de Ia cánula-guía para i.c.v. y

Ia localización de Ia sonda de microdiálisis en todos los animales utilizados en este

trabajo de tesis. La posición de la cánula-guía para i.c.v. fue considerada correcta

cuando el trazo de la misma finalizó dentro del ventrículo lateral izquierdo. EI trazo de

Ia sonda de microdiálisis fue localizado en Ia proximidad de las células granulares del

giro dentado y de las células piramidales de la región CA3del hipocampo (Figura 21).

En el caso de los ratones, la posición de la sonda de microdiálisis fue Ia misma a la

observada en las ratas (no mostrado).

Solo los animales con una correcta posición de la cánula-guía y/o de la sonda de
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microdiálisis fueron utilizados.

Figura 21: Localización del trazo de Ia sonda de microdiálisis (flecha) en un corte histológico del
hipocampo de rata (tinción de Nissl, izquierda). Derecha, esquema del área que se observa en el
preparado. Hipocampo: CA1, CA2, CA3 y DG (giro dentado); S, subículum;Ent, corteza entorinal.
(fotografía publicada por Linthorst, 1994).

4.2- Efectos de la administración i.c.v. de CRHy Ucn en ratas

4.2.1- Efectos sobre los niveles de 5-HTy 5-HIAAen el hipocampo

Con el objetivo de estudiar los efectos centrales de CRH y Ucn sobre la

neurotransmisión serotoninérgíca en el hipocampo, animales implantados con una

sonda de microdiálisis en este área, recibieron una inyección i.c.v. de solución salina,

CRH (0,1; 0,3 o 1 ¡ig/rata) o Ucn (0,03; 0,1; 0,3 o 1 ug/rata). Los niveles extracelulares

de 5-HT y 5-HIAAfueron medidos en las muestras de dializado y expresados como

porcentaje de los niveles de 5-HT y 5-HIAA de muestras asociadas a un

comportamiento no activo (< 10 %) durante el período basal (ver detalle en materiales

y métodos).

Luego de la administración i.c.v. de solución salina se observó un aumento transitorio

en los niveles extracelulares de 5-HT y su metabolito' 5-HIAA; mientras que, la

administración i.c.v. de CRH y Ucn originó un aumento dosis dependiente en los niveles

hipocampales de 5-HT y 5-HlAA (Figuras 22A, B y 23A, B; ANOVA con diseño de
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inyección tiempo (hora) inyección tiempo (hora)
i.c.v. i.c.v.

—Ü- control(n=10) + (ni-¡0,1%(n=4) -Cl- control(n = 10) + Ucn0.03pg(n =5)
_ _ +Ucn0.1pg(n=8) +Lbn0.3pg(n=6)+CRH .3 —8 +CRH1 —5

0 pg(n ) pg(n ) +Ucn1pgm=5)

Figura 22: Efectos de Ia administración i.c.v. de solución salina (control) y diferentes dosis de CRH (A)
y Ucn (B) sobre los niveles extracelulares de 5-HT hipocampal en ratas (expresados como % respecto
a la media de las muestras basales, previo inyección i.c.v., en las cuales los animales presentaron una
actividad comportamental < 10 % o poco activo). Los puntos temporales en el eje x corresponden a los
tiempos de comienzo dela recolección de cada muestra de 30 minutos. La inyección i.c.v.se llevoa cavo
a las 11:30 horas (flecha). Los valores representan la media :t ES (n especificado en el pie de figura). ’,
efecto significativo de las dosis (ANOVAcon diseño de medidas repetidas).

med/das repetidas, efecto de la dosis para 5-HT: F(3,35) = 10,6; P _<0,0005,"efecto de

la dosis para 5-H/AA: F(3,35) = 14,1; P _<0,0005). Los valores máximos de la

concentración de 5-HT en respuesta a CRH y Ucn fueron alcanzados dentro de los

primeros 60 minutos luego de la inyección (Figura 22A, B, Tab/a 1; ANOVA, efecto del

neuropéptido: F(1,31) = 0,8; P > 0,05). Sin embargo, Ucn produjo un incremento en los

niveles de 5-HTsignificativamente más prolongado que el producido por la misma dosis

de CRH, observándose este efecto en todas las dosis estudiadas (ANOVAcon diseño
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de medidas repetidas, interacción tiempo x neuropéptído: F(11,385) = 2,2; P < 0,02).

Los niveles hipocampales de 5-HIAApermanecieron elevados por un período más

prolongado que los de 5-HT. Las concentraciones máximas de 5-HIAA fueron

alcanzadas en períodos significativamente diferentes para Ucn y CRH. Los valores

máximos producidos por Ucn fueron observados más tarde que los de CRH, por

ejemplo, entre los 120 - 150 minutos y 180 - 210 minutos para 1 pg de CRH y Ucn,

respectivamente (Figura 23A, B; ANOVA,efecto del neuropéptído: F( 1,31) = 8,4; P <

0,01). Además, en comparación con CRH, Ucn provocó un aumento en los niveles de

CRH Ucn
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InyeCCIon tiempo (hora) ¡“YE‘CCÍÓn tiempo (hora)
¡_C.V_ i.c.v.

—l:l—control(n= 10) + CRHo_1pg(n:4) -Ü- control(n = 10) + Ucn0.o3pg(n =5)

+CRHO.3pg(n=8) +CRH1pg(n=5) +Ucn0-1ug(n=8) +Ucn0.3pg(n=6)
+Ucn1pg(n=5)

Figura 23: Efectos de la administración i.c.v. de solución salina (control) y diferentes dosis de CRH (A)
y Ucn (B)sobre los niveles extracelulares de 5-HIAAhipocampal en ratas (expresados como % respecto
del basal). Los experimentos comenzaron a las 9:00 horas, recolectándose muestras de 30 minutos. La
inyección i.c.v. se llevo a cabo a las 11:30 horas (flecha). Los valores representan Ia media i ES (n
especificado en el pie de figura). *, efecto significativo de las dosis (ANOVAcon diseño de medidas
repetidas).
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5-HIAAsignificativamente más prolongado que el observado para una misma dosis de

CRH (ANOVAcon diseño de medidas repetidas, interacción tiempo x neuropéptido:

F(11,385) = 12,5; P _<0,0005), así como también, Ucn produjo una mayor concentración

máxima de 5-HIAA(Tab/a 5; ANOVA,efecto del neuropéptido: F( 1,31) = 8,8; P < 0,01).

Esta mayor potencia de Ucn sobre Ia estimulación de la neurotransmisión

serotoninérgica, en comparación con CRH,fue también confirmada a través del análisis

de las medias de los niveles de 5-HT y 5-HIAAalcanzados luego de la inyección. Ucn

resultó significativamente más potente en el incremento de los niveles extracelulares

de 5-HT y 5-HIAAen el hipocampo (Figura 24A y B; ANOVA, efecto del neuropéptido

sobre 5-HT: F(1,31) = 8; P = 0,008; efecto de la dosis sobre 5-HT: F(2,31) = 8,8; P =

0,001; efecto del neuropéptido sobre 5-HIAA:F(1,31) = 12; P = 0,002; efecto de la dosis

sobre 5-HIAA:F(2,31) = 8,3; P = 0,001). Resultados similares fueron obtenidos del

análisis del área bajo la curva luego dela administración i.c.v. de ambos neuropéptidos

(Tab/a 5).

A 5-HT B 5-HIAA

250 200

. -El- control * _ -l:l- control

g - + Ucn g _+ Ucn *
E 200- 7‘2 - 8

IE g 175- É g ­I I
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,\° 150- .\° .
cv“ ' a“-- -- 120­

E 125- ¿I É ­
100-- 100-- ¿1
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0 0.03 0.1 0.3 1 0 0.03 0.1 0.3 1

dosis (ug i.c.v.) dosis (ug i.c.v.)

Figura 24: Media de las concentraciones de 5-HT(A)y 5-HIAA(B)hipocampal luego dela administración
i.c.v. de solución salina (control) y diferentes dosis de CRH y Ucn (expresados como % respecto del
basal). Los experimentos comenzaron a las 9:00 horas, recolectándose muestras de 30 minutos. La
inyección i.c.v. se llevó a cabo a las 11:30 horas (flecha). Los valores representan la media :t ES (n = 4 ­
10). *, significativamente diferente de ratas tratadas i.c.v. con 0,3 ug CRH (test de Duncan).
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Por lo tanto, Ia administración i.c.v. de CRH y Ucn generó un marcado aumento en los

niveles extracelulares de 5-HT y su metabolito 5-HIAAen el hipocampo, con un efecto

mayor de Ucn en comparación con la administración de una misma dosis de CRH.

Estos resultados sugieren la activación diferencial de los receptores de CRH.

tabla 5

Parámetro máximo 5-HT máximo 5-HIAA área bajo la curva área bajo la curva

5-HT 5-HIAA

(% respecto al (% respecto al (% respecto al (% respecto al

tratamiento basal) basal) basal x tiempo) basal x tiempo)
i.c.v.

contro 195.9 :l:19.8 125.4 t 6.4 10377.5 :t 5191.5 633.5 i 1546.1

0.1ug 231.1 i 54.5 137.3 i 3.5 14656.4 :t 5552.6 5684.9 :t 828.1

CRH 0.3 pg 244,7 i13.0 151.0 i 8.3 19942.3 i 3183.8 9098.3 1 2791.9

1 ug 271.5 :t 37.6 171.2 t 4.7 23319.3 :l:4231.6 14972.6 i 1613.8

0.03 pg 195.6 :l:14.7 123.8 :t 6.3 7720.3 :t 1990.4 2325.0 :l:1308.7

UC" 0.1 ug 208.2 :l:19.1 153.4 :l:4.9 ' 12968.9 :t 3719.3 10730.8 i 1451.2

0.3 ug 351.5 :l:59.1 173.0 :l:10.4 38605.1 i 6375.8 ' 17844.6 i 3324.0 '

1 pg 269.6 i 43.1 186.8 :t 6.7 36808.6 :t 6736.2 21146.2 i 1800.2

Tabla 5: Área bajo la curva y máximos (:t ES) para 5-HTy 5-HIAAhipocampal luego dela administración
i.c.v. de CRH o Ucn en ratas. Los valores máximos y el área bajo la curva fueron derivados de los cursos
temporales de las respuestas de los niveles de 5-HTy 5-HIAAhipocampales a las distintas dosis de CRH
y Ucn presentados en las Figuras 2 y 3. '. significativamente diferente comparado con los animales
tratados con la misma dosis de CRH (P < 0.05; Test de Duncan).

4.2.2- Efectos sobre los niveles de corticosterona libre

Con el propósito de estudiar y comparar los efectos de CRH y Ucn sobre los niveles de

corticosterona libre. como un parámetro de la activación del eje HPA. animales

implantados con una sonda de microdiálisis. recibieron una inyección i.c.v. de solución

salina. CRH (0.1; 0,3 o 1 ug/rata) o Ucn (0.03; 0.1; 0.3 o 1 ug/rata). A partir de la

determinación de los niveles centrales de corticosterona libre extracelular en las

muestras de dializado. se obtuvieron los resultados que se detallan en Ia Figura 25.

Luego de Ia administración i.c.v. de solución salina. la concentración de corticosterona

libre presentó un aumento transitorio. luego del cual los niveles de la hormona
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+ CRH0.3pg(n=8)
+ CRHO.1pg(n=5)
+ CRH1pg(n=5)

-El— control(n = 10) + Ucn0.03ug(n = 5)
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Figura 25: Efectos de la administración
i.c.v. de vehículo (control) y diferentes
dosis de CRH (A) y Ucn (B) sobre Ia
concentración de corticosterona libre en
ratas. Los puntos sobre el ejex
corresponden a los tiempos de comienzo
de la recolección de cada muestra de
dializado de 30 minutos. La inyección
i.c.v. fue administrada a las 11:30 horas
(flecha). Los valores representan la
media i ES (n especificado en el pie de
figura). *, efecto significativo de la dosis
(ANOVA con diseño de medidas
repetidas). +, significativamente diferente
de ratas tratadas i.c.v. con 0,3pg CRH
(test de Duncan).
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retomaron a valores basales (Figura 25A, B). A media tarde (aproximadamente 14:00

horas), Ia concentración de la hormona comenzó lentamente a aumentar,

correspondiendo este incremento al ritmo circadiano del esteroide. La inyección i.c.v.

de CRH y Ucn generó un aumento dosis dependiente en los niveles de corticosterona

libre (Figura 25A, B; ANOVA con diseño de medidas repetidas, efecto de la dosis

F(3,34) = 22,9; P _<0,0005). Luego del aumento de los niveles de corticosterona libre

en respuesta a la administración de las dosis de 0,03 ug de Ucn y las dosis más bajas

de CRH, los niveles del esteroide retomaron a valores basales. Sin embargo, el

aumento asociado con el ritmo circadiano no fue observado en estos animales,

permaneciendo los niveles de corticosterona por debajo de la concentración de los

animales controles (Figura 25A y B). La administración i.c.v. de la dosis más alta de

CRH (1 ug) y de las dosis bajas y altas de Ucn (0,1; 0,3; 1 ug) resultó en una respuesta

bifásica de los niveles de corticosterona libre. Luego de un primer aumento dosis

dependiente, los niveles del esteroide permanecieron elevados en comparación con los

niveles observados en los animales tratados con vehícqu (Figura 25A, B). El análisis

de los efectos producidos por CRH y Ucn, mostró que Ucn posee un efecto más

prolongado sobre los niveles de corticosterona en comparación con la misma dosis de

CRH, sin embargo, el mismo no alcanzó significancia estadistica (Figura 25A, B;

ANOVAcon diseño de medidas repetidas, interacción tiempo x neuropéptido: F(11,374)

= 1,67; P = 0,07). Noobstante, el análisis de las medias de los niveles alcanzados luego

de la inyección i.c.v. de CRH y Ucn demostró también que Ucn es significativamente

más potente en el incremento de los niveles de corticosterona libre (Figura 25C;

ANOVA,efecto del neuropéptido F(1,31) = 8; P = 0,008; efecto de la dosis F(2,31) =

19,2; P _<0,0005).

Por otro lado, la administración i.c.v. de CRH o Ucn (0,3 pg/rata) provocó también un

marcado aumento en los niveles de ACTHy corticosterona plasmáticos (Tab/a 6). En

la serie de experimentos para el estudio de la expresión de la proteina c-fos, muestras

del plasma fueron recolectadas 2 horas (momento del sacrificio del animal) después de

la inyección i.c.v. de solución salina, CRH o Ucn, con el propósito de estudiar los

efectos de ambos neuropéptidos sobre la activación del eje HPA y como confirmación

del tratamiento. Luego de 2 horas de la administración central de CRH o Ucn, los

niveles plasmáticos de ACTHy corticosterona se mostraron significativamente elevados

en comparación con los animales tratados con solución salina, sin embargo, no fueron

encontradas diferencias significativasentre ambos neuropéptidos (Test de Tde Student
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(gl: 6), P >0, 5).

tabla 6

tratamiento ACTH corticosterona

parámetro lml (ng/ml)

sol. salina i.c.v. 32,69 i 3,6 16,26 i 7,63

CRH i.c.v. 144,36 i 39,2* 196,83 i 47,45*

Ucn i.c.v. 132,18 i 24,8* 208,26 i- 24,24*

Tabla 6: Efectos de Ia administración i.c.v. de CRH o Ucn sobre los niveles plasmáticos de ACTH y
corticosterona. Los niveles de ACTHy corticosterona fueron medidos en muestras de plasma recogidas
luego de dos horas de la inyección i.c.v. Los valores representan Ia media i ES (n = 4). *, P < 0,05 vs.
animales controles (Test de T de Student).

4.2.3- Efectos sobre la actividad comportamental

Para el estudio de los efectos de la administración central de CRH y Ucn sobre la

actividad comportamental en un entorno familiar, animales adaptados previamente al

contacto con el experimentador, recibieron una inyección i.c.v. de solución salina, CRH

(0,1; 0,3 o 1 ug/rata) o Ucn (0,03; 0,1; 0,3 o 1 pg/rata). La inyección i.c.v. de solución

salina provocó un breve aumento en la actividad comportamental; mientras que, Ia

administración i.c.v. de CRH o Ucn provocó un aumento dosis-dependiente de Ia

actividad comportamental (Figura 26A, B; ANOVAcon diseño de medidas repetidas,

efecto de la dosis F(3,35) = 16,2; P _<0,0005). Sin embargo, la activación producida por

Ucnfue significativamente más prolongada en comparación con la misma dosis de CRH

(ANOVAcon diseño de medidas repetidas, interacción tiempo x neuropéptido F(1 1,385)

:3; P = 0,001), aunque no se observaron diferencias significativas entre los

neuropéptidos en la comparación de las medias de actividad total para cada dosis

(Figura 26C; ANOVA, efecto del neuropéptido F(1,31) = 0,44; P > 0,05; efecto de la

dosis F(2,31) = 13,3; P _<0,0005).

EI análisis detallado de los distintos comportamientos desarrollados por el animal en

respuesta a la administración central de CRH y Ucn en un entorno familiar, indicó un

patrón comportamental diferente para cada neuropéptido. Mientras que CRH (0,3 pg

i.c.v.) causó un incremento en el comportamiento de exploración y de aseo, la

administración de Ucn, en Ia misma dosis, provocó, principalmente, un aumento en el
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Figura 26: Efectos de la administración
i.c.v. de vehículo (control) y diferentes
dosis de CRH (A) y Ucn (B) sobre la
ctividad comortamental de ratas. El
comportamiento del animal fue registrado
cada 30 segundos durante la recolección
de las muestras de 30 minutos de
microdiálisis. Los resultados están
expresados como % de Ia duración de Ia
muestra. Los puntos temporales
corresponden al comienzo de recolección
de cada muestra. La inyección i.c.v. se
llevó a cabo a las 11:30 (flecha). No se
encontraron diferencias significativas en la
comparación de las medias de actividad
comportamental entre CRH y Ucn para una
misma dosis (C). Los valores representan
la media i ES (n detallado en el pie de
figura). *, efecto significativo de las dosis
(ANOVAcon diseño de medidas repetidas).
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Figura 27: Efectos de la administración i.c.v. de 0,3 pg CRH y Ucn sobre las actividades
comportamentales de masticación (A), ingestión (B), exploración (C), aseo (D) y reposo (E) comparado
con los animales tratados con solución salina (control). Elcomportamiento del animal fue registrado cada
30 segundos durante Iarecolección delas muestras de 30 minutos de microdiálisis.Los resultados están
expresados como Ia diferencia entre el número de unidades observadas en los animales tratados con
CRH o Ucn y los animales controles. Los animales controles estan representados por Ia linea horizontal
a A = 0. Los puntos temporales en el eje x corresponden a los tiempos de comienzo de la recolección
de cada muestra de 30 minutos. El momento de la inyección i.c.v. (11:30 horas) está indicado por una
flecha. Los valores representan Ia media i ES (CRH n = 8; Ucn n = 6). +, interacción significativa tiempo
x neuropéptido (ANOVAcon diseño de medidas repetidas). *, diferencia significativa entre CRH y Ucn
(T-test de Student).
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comportamiento de aseo (Figura 27; ANOVA con diseño de medidas repetidas;

exploración: interacción tiempo x neuropéptido F(11,132) = 1,9; P < 0,05; aseo:

interacción tiempo x neuropéptido F(11, 132) = 3,6; P _<0,0005; datos similares fueron

obtenidos para las otras dosis estudiadas). Además, la administración de ambos

neuropéptidos desencadenó el desarrollo de actividad masticatoria, un comportamiento

que no es frecuente en condiciones basales. Esta actividad masticatoria consiste en

movimientos repetitivos de Ia boca, pero sin consumo de alimento o agua. Se observó

una tendencia hacia un mayor efecto de Ucn sobre esta actividad, sin embargo, esta

diferencia no alcanzó significancia estadística.

4.2.4- Efectos de la adrenalectomía sobre la acción central de CRHen ratas

Con el propósito de estudiar si los efectos de Ia administración i.c.v. de CRH sobre la

neurotransmisión serotoninérgica en el hipocampo y Ia actividad comportamental son

mediados por Ia corticosterona, animales adrenalectomizados y operados-controles

recibieron una dosis central de CRH. Como se describió previamente, la administración

i.c.v. de 1 ug de CRH generó un aumento significativo en los niveles extracelulares de

5-HT y 5-HIAAen el hipocampo (Tabla 7). La remoción de las glándulas adrenales dos

dias antes del experimento, no afectó los cambios producidos por CRH en los niveles

tabla 7

Parámetro 5-HT 5-HIAA

Tratamiento (% res ecto al basal 1%resEecto al basal)

sol. salina i.c.v. 115,6 :t 5,7 103,3 i 2,6

control (n = 7)

CRH i.c.v. 156,3 i 8,8 * 136,3 j: 5,8 *

gn = 6)

sol. salina i.c.v. 108,4 i 4,5 104,2 i 1,5

ADX (n = 7)

CRH i.c.v. 163,7 :t 5,2 * 135,3 i 3,9 *

(n = 6)

Tabla 7: Media de los niveles extracelulares de 5-HT y 5-HlAAhipocampal (% respecto al basal; i ES)
luego de Ia administración i.c.v. de solución salina (control) o 1 ug CRH en ratas adrenalectomizadas
(ADX)y operadas-controles. *,efecto significativocomparado con animales tratados i.c.v. con sol. salina
y que presentan el mismo tratamiento quirúrgico (P < 0,05; Test de Duncan).
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hipocampales de 5-HT y 5-HIAA(ANOVA;efecto de ADXsobre 5-HT: F( 1,22) = 0,001;

P > 0,05; efecto de ADX sobre 5-HIAA: F( 1,22) = 0,003; P > 0,05). Además, Ia

administración central de CRH originó un patrón comportamental similar entre las ratas

ADXy las operadas-controles (datos no presentados).

4.3- Efectos dela administración i.c.v.de CRH/Ucnsobre la expresión de c-fos en
el SNC de ratas

Con el propósito de establecer Iaextensión de las áreas activadas por la administración

central de CRH y Ucn, se analizaron los efectos de estos neuropéptidos sobre Ia

expresión de Ia proteina c-fos, como un marcador de Ia activación neuronal, mediante

Ia técnica de inmunohistoquímica. Animales que recibieron una inyección i.c.v. de

solución salina, CRH o Ucn (0,3 ug/rata) fueron sacrificados a las dos horas para el

análisis de los efectos sobre Ia inducción de c-fos. Este periodo de 2 horas fue

seleccionado debido a que es el tiempo requerido para la máxima expresión de la

proteina c-fos (Herdegen y Leah, 1998).

La expresión de c-fos en los animales controles fue baja o indetectable en la mayoria

de las regiones del SNC analizadas (Figuras 28, 29 y 30), sin embargo, Ia

administración i.c.v. de CRH o Ucn estimuló con gran intensidad y de una manera

extensa, la expresión de c-fos en el SNC. En respuesta a Ia administración de CRH o

Ucn se observó una marcada activación de la expresión de c-fos en toda la corteza

cerebral, mientras que una activacion moderada fue detectada, por ejemplo, en el NRD

(Figuras 28). Una leve estimulación fue observada también en el NRM,PVNy semptum

lateral. En determinadas áreas la administración de CRH o Ucn provocó una inducción

diferencial de c-fos. La amigdala central y el BNST son ejemplos de esto (Figura 30).

En estas areas Ucn provocó un marcado y bien definido aumento en comparación con

Ia activación producida por CRH. Por el contrario, el hipocampo dorsal mostró una

inducción de c-fos más marcada en animales inyectados con CRH (Figura 29). La tab/a

8 presenta un resumen de las áreas analizadas y de la comparación de los efectos de

ambos neuropéptidos con respecto a los animales controles.
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Figura 28: Expresión de c-fos en el núcleo del rafe dorsal de rata en respuesta a la administración i.c.v.
de solución salina, CRH o Ucn (0,3 pg/1Opl/rata). Mediante la técnica de ¡nmunohistoquímica se analizó
la expresión de c-fos en cortes de cerebros de animales sacrificados luego de 2 horas de la inyección
i.c.v. Elesquema detalla las áreas dorsal (D),ventral (V)y ventrolaterales (VL)del NRDque se observan
en las fotografías (100x de aumento) de los preparados.
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Figura 29: Efectos dela administración i.c.v. de solución salina, CRH o Ucn (0,3 pg/1Opl/rata) sobre la
expresión de c-fos en el hipocampo de rata. Mediante la técnica de inmunohistoquímica se analizó la
expresión de c-fos en cortes de cerebros de animales sacrificados luego de 2 horas de la inyección i.c.v.
Las fotografías de los preparados muestran una perspectiva general del hipocampo (40x de aumento)
y detalles de las áreas CA1 y dentanta gyrus (DG) (200x de aumento), las cuales se encuentran
remarcadas en el esquema superior.
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Figura 30: Expresión de c-fos en el núcleo central de Ia amigdala de rata en respuesta a la
administración i.c.v. de solución salina, CRH o Ucn (0,3 pg/rata). La expresión de c-fos fue analizada
mediante Ia técnica de inmunohistoquimica en cerebros de animales sacrificados luego de 2 horas de
la inyección i.c.v. EIesquema de la parte superior muestra una perspectiva general de los núcleos dela
amigdala lateral (LaA), basolateral (BLA), basomedial (BMA),medial (MeA) y remarca a Ia amigdala
central (CeA) que se observa en las fotografías (100x de aumento) de los preparados.
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Tabla 8

área expresión de c-fos

cerebra' CRH i.c.v Ucn i.c.v.

Corteza cerebral

Piriforme +++ +-I-+

Frontal/parietal ++++ ++++
Núcleoaccumbens + ++

Hipocampo ++ +
BNST + +++

Amígdala
Central +++ ++++

Basolateral ++ +

Septum Lateral + +

Hipotálamo

Núcleo paraventricular + +

Núcleos del raphe
Dorsal ++ ++

Medio -/+ -/+

Locuscoeruleus ++ ++

Cerebelo +++ +++

Tabla 8: Efectos de CRH y Ucn i.c.v. sobre Ia expresión de c-fos en determinadas áreas específicas (4
animales por grupo). Lacalificación refleja básicamente la densidad de células positivamente marcadas,
con (-) representando la ausencia de diferencia en la densidad de marca con respecto al control. (+)
algunas células positivas; (+++++)máxima densidad de marca positiva, Ia mayor parte de las células de
Ia estructura respondieron positivamente.

4.4- Efectos de la deficiencia del gen del CRH-R1en ratones

Sobre la base de los resultados anteriores, en los cuales se observaron diferencias en

la potencia de estimulación de CRH y Ucn sobre Ia neurotransmisión serotoninérgica,

Ia activación del eje HPA y Ia actividad comportamental en ratas, se realizaron otros

estudios tendientes a establecer la participación diferencial de los receptores de CRH

en dichas acciones. Con este objetivo,se utilizaronratones transgénicos deficientes del

gen del CRH-R1. Mediante este modelo animal se analizaron los efectos de Ia

disfunción permanente del CRH-R1 sobre los niveles de corticosterona libre, la

neurotransmisión serotoninérgica yactividadcomportamental bajo condiciones basales
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y en respuesta al estrés por natación forzada.

4.4.1- Efectos sobre los niveles de corticosterona libre

Los niveles de corticosterona libre mostraron una claro ritmo circadiano en los ratones

de cepa salvaje y en los animales heterocigotas deficientes del receptor de CRH tipo

1 (-/+), con bajos niveles durante las horas de Ia mañana y con un aumento gradual

hacia el final de Iafase luminosa, comenzando entre las 12:00 y 14:00 horas (Figura 31;

ANOVAcon diseño de medidas repetidas, efecto del tiempo: F(17,323) = 27,68; P _<

0,0005). Un efecto dependiente de la presencia o ausencia del CRH-R1 funcional fue

observado, ya que los ratones de Iacepa salvaje presentaron niveles de corticosterona

corticosteronalibre

(pg/dl)

¡lol I III l l Il TÑTI IOO°9°°98888888 88.88m0“°°°’ó#ó«i"v' tó aioéwq- ‘—‘—;- q- 1-1- FNNN
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+ +/+ (n = 10) + +/- (n = 11) —O—-/-(n = 13)

Figura 31: Niveles extracelulares de conicosterona libre en ratones de cepa salvaje y en ratones
deficientes de CRH-R1 durante parte del ciclo de luz/oscuridad (pg/dl). Muestras de dializado fueron
recolectadas cada 30 minutos, siendo luego agrupadas de a dos para la determinación de la
concentración de corticosterona libre, resultando asi un valor por cada hora experimental. Los puntos
temporales sobre el eje x corresponden al tiempo en que se comenzó a recolectar la primer muestra (de
2). Las áreas sombreadas indican los períodos de oscuridad. Los valores estan expresados en media
i ES (n especificado al pie de figura). Los niveles de corticosterona libre para los ratones knock-out (-/-)
estuvieron por debajo del límitede detección. '. efecto significativodel tiempo y dela interacción tiempo
x genotipo (ANOVA con diseño de medidas repetidas). +, diferencia significativa entre ratones
heterocigotas y de cepa salvaje (test de T de Student para Ia media de cada período. P < 0,05).
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significativamente más elevados que los ratones heterocigotas (ANOVAcon diseño de

medidas repetidas, interacción tiempo x genotipo: F(17,323) = 3,48; P < 0,0005; efecto

del genotipo: F(1, 19) = 4,2; P = 0,055), mientras que para los ratones homocigotas

deficientes del CRH-R1 el nivelde corticosterona libre se encontró por debajo del límite

de detección del radioinmunoensayo (Figura 31).

4.4.2-Efectos sobre laactividad comportamental durante el ciclo de luz/oscuridad

El análisis de Ia actividad comportamental total desarrollada por los ratones entre las

5:00 y 23:00 horas exhibió también un claro ritmo circadiano, con un nivel de actividad

más bajo durante la fase luminosa en comparación con Ia fase oscura (Figura 32;

ANOVAcon diseño de medidas repetidas, efecto del período de tiempo: F(1,33) =

160,37; P _<0,0005; interacción período de tiempo x genotipo: F(2,33) = 0,89; P > 0,05).

Sin embargo, los ratones CRH-R1 (-/-)se mostraron significativamente más activos que

100­

mediadeactividadcomportamental

(unidades/hora)

fase luminosa fase oscura

|—+/+ (n=11)+/-(n= 11)l:|-/-(n=14)

Figura 32: Actividad comportamental total de los ratones de cepa salvaje y ratones heterocigotas y
homocigotas deficientes de CRH-R1 durante los periodos de luz y oscuridad. La actividad
comportamental (categorizada en aseo, exploración e ingestión) fue registrada cada 30 segundos y
calculada como unidades por hora. Los valores representan la media i ES (n especificado al pie de la
figura). *, los ratones knock-out de CRH-R1 difieren significativamente de los heterocigotas y los de cepa
salvaje (test de Duncan).
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los animales CRH-R1 (+/+) y CRH-R1 (-/+) durante la fase luminosa (Figura 32). Un

análisis más detallado de la actividad comportamental desarrollada por los animales

demostró que los ratones homocigotas deficientes de CRH-R1 presentaron una

tendencia hacia una mayor actividad de aseo (P = 0,084; datos no mostrados).

4.4.3- Efectos sobre los niveles de 5-HTy 5-HIAAen el hipocampo durante el ciclo
de luz/oscuridad

Los niveles extracelulares de 5-HT en el hipocampo mostraron también un claro ritmo

circadiano, con una concentración de 5-HT baja durante Ia fase luminosa, y con un

aumento durante Ia fase oscura. No se encontraron diferencias en el curso temporal,

así como entre los niveles de 5-HT exhibidos por los tres genotipos de ratones

estudiados (Figura 33A;ANOVAcon diseño de medidas repetidas, efecto del tiempo:

F(4,92) = 36,78; P _<0,0005; efecto del genotipo: F(2,23) = 1,89; P > 0,05). La

concentración hipocampal de 5-HIAAtambién mostró un claro ritmo circadiano con

bajos niveles durante la fase luminosa en comparación con Iafase oscura (Figura 33B;

ANOVA con diseño de medidas repetidas, efecto del tiempo: F(4, 100) = 33,3; P _<

0,0005). Los ratones CRH-R1 (-/-) presentaron, sin embargo, niveles de 5-HIAA

significativamente más elevados que los ratones CRH-R1 (+/+)y CRH-R1 (-/+),durante

ambas fases del ciclo de luz/oscuridad (Figura 338 y tabla 9; ANOVAcon diseño de

medidas repetidas, efecto del genotipo: F(2,25) = 5,61; P = 0,01). Por Io tanto, la

disfunción del CRH-R1 resulta en una alteración enla neurotransmisión serotoninérgica

en el hipocampo. Cabe aclarar que los niveles elevados de 5-HIAApresentes en los

ratones homocigotas deficientes de CRH-R1 no fueron debidos a diferencias en las

condiciones de microdiálisis, así como tampoco a una diferente localización

neuroanatómica de la sonda.

Una correlación lineal positiva entre los niveles extracelulares de 5-HT o 5-HIAA,y los

estados comportamentales, fue observada durante el período de luz/oscuridad (Tab/a

9 y 10; MANOVAcon diseño de medidas repetidas, efecto del estado comportamental

sobre 5-HT: F(2,44) = 124,6; P _<0,0005; efecto del estado comportamental sobre 5­

H/AA:F(2,48) = 68,2; P _<0,0005). Esta relación se mantuvo en los tres genotipos de

ratones sin diferencias significativas entre ellos (Tab/a 9 y 10; MANOVAcon diseño de

medidas repetidas, interacción estado comportamental x genotipo para 5-HT:F(4,44)

= 1,11; P > 0,05; interacción estado comportamental x genotipo para 5-H/AA:F(4,48)

= 1,34; P > 0,05). Una relación similar a la de los niveles de 5-HT o 5-HIAAy el estado
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Figura 33: Niveles extracelulares de serotonina (A)y 5-HIAA(B)hipocampal en ratones de cepa salvaje
y ratones heterocigotas y homocigotas deficientes de CRH-R1 durante el ciclo de luz/oscuridad. Las
muestras de microdiálisisfueron recolectadas cada 30 minutos. Los puntos temporales sobre le eje x
indican el momento del iniciode Ia recolección de la muestra. Las áreas sombreadas indican el perído
de oscuridad. Los valores representan la media :t ES (n especificado en el pie de figura). Las lineas
punteadas indican los períodos en los cuales los resultados fueron agrupados para el análisis estadístico
por ANOVAcon diseño de medidas repetidas. *,efecto significativo del genotipo (ANOVA).+, los ratones
knock-out difieren significativamente de los ratones -/+ y +/+ de CRH-R1; #, los ratones (-/-)del receptor
difierensignificativamente de los ratones heterocigotas (test de Duncan para las medias de los períodos).
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comportamental durante la fase luminosa fue observada también durante las horas de

la fase oscura analizadas. Es interesante destacar que la comparación de los niveles

de 5-HT y 5-HIAApara un mismo estado de actividad comportamental durante ambas

fases del ciclo de luz/oscuridad, mostró que los niveles fueron significativamente más

elevados durante la fase oscura (Tabla 9 y 10). Probablemente, dicho incremento en

los niveles de 5-HT y 5-HIAAdurante Ia fase oscura fueron debidos a la actividad

comportamental más prolongada que los animales desarrollan durante ese período.
Tabla 9

5-HT

(fmol/30 min muestra)

periodo de luz período de oscuridad

Genotipo actividad 1 actividad 2 actividad 3 actividad 2 actividad 3
“poco activo" “activo” “muy activo" “activo” “muy activo”

+/+ CRH-R1 15,12 :t 1,72 23,18 1 2,70 * 30,96 1 3,50 ” 26,08 1 3,09 37,83 :t 4,14 b

./+ CRH-R1 12,05 11,42 17,64 i1,89 * 26,96 :t 3,06 *a 23,56 i 2,54 b 32,13 i 3,60 a

-/. CRH-R1 13,79 11,08 20,76 11,72 32,81 1 2,48 *a 26,75 1 2,77 b 37,72 1 3,44 3°

Tabla 10

5-HIAA
(fmol/30 min muestra)

período de luz periodo de oscuridad

Genotipo actividad 1 actividad 2 actividad 3 actividad 2 actividad 3
“poco activo” “activo” “muy activo" “activo” "muy activo"

+/+ CRH-R1 4,95 i 0,27 5,31 i 0,29 * 5,68 i 0,33 *a 6,47 i 0,38 b 6,56 t 0,36 b

-/+ CRH-R1 4,53 :t 0,22 4,72 :t 0,20 * 5,24 j: 0,28 *a 5,67 i 0,33 b ' 6,06 i 0,36 8°

-/- CRH-R1 6,21 i 0,53 “1 6,39 i 0,42 Cd 7,14 i 0,58 “m 7,54 i 0,67 bd 8,03 i 0,68 “Cd

Tabla 9 y 10: Niveles extracelulares de serotonina y 5-HIAAen el hipocampo de ratones de cepa salvaje
y heterocigotas y homocigotas dela supresión de CRH-R1durante diferentes estados comportamentales
(ver descripción en métodos) desarrollados en los períodos de luz/oscuridad. Los valores representan
la media i ES (n = 7 - 10). *, P < 0,05 vs, estado de actividad 1; a, P < 0,05 vs estado de actividad 2
registrado durante la misma fase del ciclo de luz/oscuridad; b,P < 0,05 vs. el mismo estado de actividad
durante la fase luminosa (Test de T de Student pareado); C,P < 0,05 vs. ratones de cepa salvaje; dP <
0,05 vs. heterocigotas de deficientes de CRH-R1 (ambos por Test de Duncan). En ninguno de los
animales se observó el estado de actividad comportamental 1 durante la fase oscura.
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4.4.4-Efectos del estrés por natación forzada sobre los niveles de serotonina y

5-HIAAen el hipocampo

Para estudiar el rolde CRH-R1 en la respuesta dela neurotransmisión serotoninérgica

en el hipocampo frente a una situación de estrés, los animales fueron sometidos a

natación forzada por 10 minutos. Los niveles de 5-HT y 5-HIAAfueron medidos antes

y después de la exposición de los animales al estrés. Los ratones fueron sometidos al

estrés por natación forzada al día siguiente del estudio del ritmo circadiano de los

niveles de 5-HT y 5-HIAA bajo condiciones basales. Cabe remarcar que las

concentraciones basales de 5-HTy 5-HIAAprevias al estrés por natación forzada fueron

similares a las observadas durante el día anterior, para todos los genotipos.

En los ratones CRH-R1 (+/+), el estrés por natación forzada provocó un aumento en los

niveles extracelulares de 5-HT de un 150 °/ocon respecto al basal, seguido de un

aumento mayor, aproximadamente 200 %, luego de finalizado el estrés (Figura 34A;

ANOVA con diseño de medidas repetidas, efecto del tiempo: F(10,150) = 7,9; P _<

0,0005). El estrés por natación forzada originó también un aumento en los niveles de

5-HT en los ratones hetero- y homocigotas deficientes del CRH-R1. Sin embargo, Ia

respuesta de 5-HT al estrés fue significativamente mayor en los ratones CRH-R1 (-/+)

y CRH-R1 (-/-) en comparación con los ratones CRH-R1 (+/+) (Figura 34A; ANOVAcon

diseño de medidas repetidas, efecto del genotipo: F(2, 15) = 3,7; P < 0,05). Durante el

procedimiento de estrés los niveles de 5-HT hipocampal aumentaron un 200 % con

respecto al basal en los ratones CRH-R1 (-/-), llegando a un aumento del 300 % entre

los 30 y 45 minutos luego de finalizado el proceso de estrés.

La natación forzada provocó una pequeña, pero significativa, disminución en los niveles

extracelulares de 5-HIAAen los ratones de cepa salvaje. pero este efecto no se observó

en los ratones de los otros dos genotipos (Figura 348). Durante los primeros 15 minutos

luego de finalizada la natación forzada, Ia concentración de 5-HIAAfue similar a Ia

basal. Después de ese intervalo, sin embargo, los niveles de 5-HlAA aumentaron

marcadamente, presentando los tres genotipos niveles máximos similares, entre 120 ­

130 °/ocon respecto al basal (Figura 348; ANOVAcon diseño de medidas repetidas,

efecto del tiempo: F(10, 150) = 21,93; P _<0,0005; efecto del genotipo F(2, 15) = 0,59; P

> 0,05).
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Figura 34: Efectos de la natación forzada sobre los niveles hipocampales extracelulares de 5-HT (A)y
5-HIAA(B)en ratones de cepa salvaje y hetero- y homocigotas deficientes de CRH-R1 (expresado como
"/orespecto al basal). Las variaciones en los niveles pre-estrés son debidas al normal desarrollo de la
actividad por los animales y no se encontraron diferencias entre los genotipos. Los animales fueron
sometidos a natación forzada por 10 minutos en agua a 25 °C. Las muestras de microdiálisis fueron
recolectadas cada 15 minutos, excepto durante el procedimiento de natación (10 minutos de duración).
Eleje x representa los tiempos en los cuales cada muestra comenzó a ser recolectada. Elárea punteada
muestra el momento donde se llevo a cabo la natación forzada (11:00 - 11:10 horas). Los valores
representan la media i ES (n = 6). *, efecto del tiempo (ANOVA,con diseño de medidas repetidas).+,
efecto del genotipo (ANOVA).a, los ratones (-/-)de CRH-R1 difieren significativamente de los ratones de
cepa salvaje; b, los ratones (+/-) difieren significativamente de los ratones de cepa salvaje (test de
Duncan). #, los niveles de 5-HIAA en los ratones de la cepa salvaje durante Ia natación son
significativamente diferentes de los niveles basales (test de T pareado para la media del periodo).
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4.4.5-Efectos del estrés por natación forzada sobre la actividad comportamental

Durante el tercer día experimental los animales fueron sometidos al estrés por natación

forzada, y el rol de CRH-R1 en Ia respuesta de la actividad comportamental frente a

dicha situación fue analizado. EI comportamiento de los animales en condiciones

basales, previo al procedimiento de estrés, fue similar entre los tres genotipos de

ratones (Figura 35). Elcomportamiento durante el procedimiento de estrés por natación

forzada no fue analizado en detalle, de todas maneras, se consideró el tiempo en el cual

los ratones comenzaban a permanecer inmóviles o a flotar. Los ratones nadaron

durante los primeros 2 - 4 minutos, permaneciendo luego básicamente flotando. Todos

los genotipos mostraron un patrón comportamental similar, sin diferencias aparentes.

Un aumento en Ia actividad fue observada durante los 45 - 60 minutos después de

finalizado el procedimiento de estrés, sin diferencias entre los genotipos (Figura 35D;

ANOVAcon diseño de medidas repetidas, efecto del tiempo: F(9,135) = 16,6; P 5

0,0005; sin otro efecto significativo). Durante los primeros 30 minutos luego de la

natación forzada Ia actividad comportamental principal fue el aseo, mientras que

durante la segunda media hora consistió en aseo y exploración (Figura 35Ay B). No se

observaron diferencias significativas entre los tres genotipos en cuanto al

comportamiento de aseo luego del estrés (Figura 35A,ANOVAcon diseño de medidas

repetidas, efecto del tiempo: F(9, 135) = 25; P > 0,0005; sin otro efecto significativo). Sin

embargo, durante los primeros 45 minutos luego de terminada la natación forzada, los

ratones heterocigotas mostraron un mayor comportamiento de exploración que los

ratones de cepa salvaje y homocigotas deficientes del CRH-R1 (Figura 358; ANOVA

con diseño de medidas repetidas, efecto del tiempo: (9,135) = 5,37; P _<0,0005;

interacción tiempo x genotipo: F(9, 135) = 19,01; P < 0,05). No se observaron efectos

significativosdel estrés por natación forzada sobre el comportamiento de alimentación

o bebida (Figura 35C).
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Figura 35: Efectos dela natación forzada sobre el comportamiento en ratones de cepa salvaje y ratones
heterocigotas y homocigotas deficientes de CRH-Rl. Los ratones fueron sometidos a una natación
forzada por 10 minutos en agua a 25 °C. La actividad comportamental fue clasificada en aseo (A),
exploración (B) e ingestión (C). La figura D muestra Ia actividad comportamental total durante el
experimento. Elcomportamiento fue registrado cada 30 segundos durante la recolección de las muestras
de dializado de 15 minutos. Los valores representan la media i ES. *,efecto significativode Ia interacción
tiempo x genotipo (ANOVAcon diseño de medidas repetidas). +, ratones +/- difieren significativamente
de la cepa salvaje y de los ratones (-/-) de CRH-R1 (test de Duncan para la media del período).
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PARTE B

Interacción entre la neurotransmisión serotoninérgica en el hipocampo y el ciclo

de vigilia-sueño en ratas

Uno de los objetivos planteados en este trabajo de investigación ha sido el estudio de

la relación existente entre Ia actividad de las neuronas de 5-HT en el hipocampo y Ia

inducción y mantenimiento de los estados comportamentales de vigiliay sueño bajo

condiciones basales, y bajo los efectos de Ia privación del sueño por manipulación

delicada. Para llevara cabo este objetivo, ratas implantadas simultáneamente con una

sonda de microdiálisis en el hipocampo y electrodos para el registro del EEG/EMG/Tcer

fueron utilizados.

4.5- Relación de los estados de vigilancia y los niveles de 5-HTen el hipocampo
en condiciones basales

Los niveles extracelulares de 5-HTen el hipocampo mostraron una clara correlación con

el estado comportamental de Ia rata en condiciones basales. La figura 36 muestra un

curso temporal representativo de los niveles hipocampales de 5-HT y Ia transición de

los estados de vigilancia en un animal (entre las 10:30 y las 13:30 horas). Los niveles

de 5-HT fueron elevados en muestras asociadas con un alto porcentaje de vigilia,

coincidiendo, en general, los máximos valores de 5-HT con muestras en las cuales el

estado de vigilia constituyó el 100% del período. Cuando el animal entró en SL, una

disminución en los niveles de 5-HT fue observada, presentando un valor minimo

durante el sREM. Elanálisis de las medias de los niveles de 5-HT en el hipocampo para

cada estado de vigilanciademostró que los niveles alcanzados en muestras asociadas

con 100% de vigilia,fueron significativamente elevados en comparación con los niveles

de 5-HT alcanzados durante el sueño. El SL presentó niveles intermedios del

neurotransmisor (47,31 % del nivel de 5-HTdurante Ia vigilia),mientras que durante los

episodios de sueño REMIaconcentración de 5-HTpresentó los valores mínimos (32,95

% del nivel de 5-HT durante Ia vigilia) (Figura 37; ANOVA con diseño de medidas

repetidas, efecto del estado de vigilancia: F(2,20) = 41,91; P _<0.0005; Test de T de

Student pareado entre estados de vigilancia (gl: 10), P _<0,005).
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Figura 36: Relación entre los niveles hipocampales de 5-HT y los estados de vigilancia en rata en
condiciones basales. Ejemplorepresentativo del curso temporal de los niveles extracelulares de 5-HT
en muestras de dializado de 3 minutos, y el estado comportamental de un animal durante las 10:30
y 13:30 horas. 5-HTestá expresada como fmolpor cada 3 minutos muestra. Los estados de vigilancia
vigilia,SL y sREM del animal fueron determinados a partir del análisis de intervalos de 10 segundos
de EEG/EMGy agrupados en períodos de 1 minuto, siendo dicho período categorizado con el estado
comportamental predominante (hipnograma).
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Figura 37: Media de los niveles extracelulares de 5-HTpara cada estado comportamental entre las
10:30 y 13:30 horas en condiciones basales en ratas. Los estados de vigilancia vigilia,sueño lento
(SL) y sueño REM (sREM) del animal fueron determinados a paratir del análisis de intervalos de 10
segundos de EEG/EMG, siendo luego agrupados en períodos de 3 minutos asociados a las
correspondientes muestras de microdiálisis. Muestras consistentes en 100 % vigilia,> 80 % SL y >
50 % sREM de los 3 minutos intervalos entre las 10:30 y 13:30 horas fueron consideradas. Los
valores representan la media :t ES (11 animales, ver detalles en métodos). *, significativamente
diferente de vigilia.+, significativamente diferente de SL (test de T de Student pareado).
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4.6- Efectos de la privación de sueño sobre la neurotransmisión de 5-HTen el

hipocampo

En base a la correlación observada entre los niveles de 5-HT en el hipocampo y los

estados de vigilancia de la rata, y con el objetivo de estudiar más en detalle esta

relación, se utilizóel procedimiento dela privación del sueño por manipulación delicada.

La relación entre los niveles de 5-HT hipocampal y el estado de vigilancia fue analizada

durante el procedimiento de vigiliaforzada, como también, durante un período de 2

horas de recuperación.

4.6.1- Período de privación del sueño

Un período de 4 horas de privación de sueño por manipulación delicada provocó un

inmediato y sostenido aumento en los niveles de 5-HT hipocampales (Figura 38A). El

nivel de 5-HT alcanzado durante el período completo de vigilia forzada fue

significativamente mayor que el nivelde 5-HTobservado durante la vigiliaespontánea,

bajo condiciones basales y en un mismo período del ciclode Iuüoscuridad (Figura 388;

Test de T de Student pareado (gl: 5), P = 0,023).

EIanálisis dela amplitud del EMG,como un parámetro dela actividad muscular, indicó

un aumento de un 36 % de la misma durante el período de privación de sueño en

comparación con Ia actividad muscular observada durante la vigiliaespontánea bajo

condiciones basales (datos no mostrados).

4.6.2- Período de recuperación

Durante el tercer día experimental (luego de la implantación de Ia sonda de

microdiálisis) un grupo de animales fue mantenido en condiciones basales (control) y

la relación entre los niveles de 5-HT en el hipocampo y los estados de vigilancia fueron

estudiados y comparados con los valores obtenidos durante el día experimental 2

(basal). Los niveles de 5-HT durante el SL y el sREM no mostraron diferencias

significativas entre ambos días experimentales (Figura 39; ANOVA con diseño de

medidas repetidas, efecto del día experimental: F(1,4) = 7,74; P > 0,05; efecto del

estado comportamental: F(2,8) = 35,5, P _<0,0005; Test de Tde Student pareado entre

los estados de vigilancia para cada día (gl: 4), P _<0,05).

La mayoría de los animales privados del sueño, comenzaron a dormir dentro de los

primeros 10 minutos luego de finalizado el procedimiento. Sin embargo, dos de los

animales permanecieron espontáneamente despiertos y activos por más de 15minutos.
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Figura 38: Efecto de 4 horas de privación de sueño por manipulación delicada sobre los niveles
extracelulares de 5-HT en el hipocampo. (A)Curso temporal de la concentración hipocampal de 5-HT
en muestras de dializado de 3 minutos durante el periodo completo de vigiliaforzada, entre las 7:30 y
11:30 horas. La línea punteada representa Ia media del nivel de 5-HT durante vigilia en condiciones
basales. (B)Media dela concentración de 5-HTdurante el período de privación de sueño y durante vigilia
en condiciones basales (media de muestras consistentes en un 100 % de vigilia). Los valores
representan la media i ES (curso temporal n = 5; media de 5-HT n = 6). *, significativamente diferente
de vigiliaen condiciones basales (test de T de Student apareado).
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Figura 39: Media de los niveles extracelulares de 5-HT para sueño lento (SL) y sueño REM (sREM) en
condiciones basales (día 2) y durante el tercer día experimental. El grupo control (n = 5) fue mantenido
en condiciones basales durante los días 2 y 3. Otro grupo de animales (n = 6) fue sometido a 4 horas de
privación de sueño mediante manipulación delicada. Un período de recuperación de 2 horas
inmediatamente luego de finallizado el procedimiento de vigilia forzada fue analizado (11:30 - 13:30
horas). Los niveles de 5-HT de muestras consistentes en > 80 % SL y > 50 % sREM durante las 10:30 ­
13:30 horas del día 2 y durante las 11:30 - 13:30 horas del día 3 fueron promediadas. Los valores
representan la media i ES (ver detalles en métodos). *, significativamente diferente de SL (test de T
pareado).

Estos episodios durante los cuales el animal estuvo voluntariamente despierto,

inmediatamente luego de finalizado el proceso de vigilia forzada, representan

básicamente las únicas muestras asociadas a un 100 % de vigiliadurante las 2 horas

del período de recuperación analizado (entre 1-9 muestras para cada animal, media de

los niveles de 5-HT= 3,40 i 0,62 fmol/ 3 minutos muestra). Pese a que estos episodios

de vigilia se desarrollaron durante el período de recuperación, los mismos

representarían una continuación de la actividad comportamental originada durante la

vigiliaforzada. Por lo tanto, el estado de vigiliano fue incluido en el análisis estadístico

del período de recuperación.

La Figura 40 muestra un curso temporal representativo de los niveles de 5-HT y los

estados de vigilanciade un animal durante las 2 horas del período de recuperación de

sueño. Durante dicho período, los cambios en los niveles de 5-HT en el hipocampo

correlacionaron con el estado de vigilanciadel animal (Figura 39 y40). Niveles elevados

de 5-HT se presentaron asociados al estado de vigilia, mientras que, valores

intermedios se observaron durante episodios de SL. Las concentraciones más bajas de
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5-HTse presentaron asociadas al sREM. Luego de las 4 horas de privación de sueño.

los valores medios de 5-HT para cada estado de sueño no difirieron de los valores

observados bajo condiciones basales y para un mismo intervan del ciclo de

luüoscuridad, manteniéndose, además, la misma correlación en los niveles

extracelulares de 5-HT entre el SL y el sREM (Figura 39; ANOVA con diseño de

medidas repetidas, efecto del dia experimental: F(1,5) = 1,24; P > 0,05; efecto del

estado de vigilancia:F(1,5) = 38,0; P = 0,002; Test de T de Student pareado entre SL

y sREM (gl: 5), P _<0,005).
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Figura 40: Relación entre los niveles extracelulares de 5-HTen el hipocampo y los estados de vigilancia
durante el período de 2 horas de recuperacion luego de las 4 horas de privación de sueño. (A)Ejemplo
representativo del curso temporal de la concentración de 5-HT en 3 minutos-muestra de dializado y el
estado de vigilanciade un animal durante el periodo de recuperación (entre las 11:30 y 13:30 horas). Los
estados de vigilia. sueño lento (SL) y sueño REM (sREM) del animal fueron determinados a partir del
análisis de intervalos de 10 segundos de EEG/EMGy agrupados en periodos de 1 minuto, siendo dicho
período categorizado con el estado comportamental cuya duración fue predominante (hipnograma).

4.7- Efectos de la privación de sueño sobre los niveles de corticosterona libre

Con el objetivo de estudiar los efectos de Ia privación de sueño sobre la activación del

eje HPA, los niveles centrales de corticosterona libre fueron determinados en

condiciones basales y en respuesta a la vigiliaforzada.

En condiciones basales, los niveles de corticosterona libre mostraron un claro ritmo
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circadiano, con bajos niveles durante las horas dela mañana y con un aumento gradual

hacia el final de la fase luminosa, comenzando a aumentar entre las 15:00 y 17:00

horas y mostrando la maxima concentración durante el iniciode Ia fase oscura (Figura

41). Aldía siguiente, el procedimiento de privación de sueño por 4 horas fue llevado a

cabo. Durante todo el período de vigiliaforzada, los niveles de corticosterona libre se

mantuvieron significativamente elevados en comparación con los niveles basales

período de
privación de

sueño

corticosteronalibre

(ug/dl)

O O o o o o o o o O 0 0 0
(f? 0° cp co (o cy) oo co cp. 0° m (f3, W
N a) P" m Lo rx‘ ou ‘- oo ‘- €"> ID N1- ‘- ‘- I- x- N N

tiempo (hora)

I + day 2 ——o—day 3 |

Figura 41: Efectos de las 4 horas de privación de sueño mediante manipulación delicada sobre el ciclo
circadiano de los niveles extracelulares de corticosterona libreen rata. Las muestras fueron recolectadas
cada 30 minutos durante la fase luminosa y cada 60 minutos durante la fase Oscura en condiciones
basales (día 2) y durante y luego del procedimiento de privación de sueño por 4 horas (dia 3). Las lineas
punteadas indican los periodos en los cuales los resultados fueron agrupados para el análisis estadístico
por ANOVAcon diseño de medidas repetidas. Losvalores representan la media :l:ES dela concentración
de corticosterona libre para 6 animales. *, Los niveles de corticosterona libre durante el período de
privación de sueño difieren significativamente de los niveles basales (ANOVAy test de T pareado, para
mayores detalles ver resultados).
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(ANOVAcon diseño de medidas repetidas, efecto del día experimental: F(1,5) = 54,0;

P = 0,001; efecto del tiempo: F(7,35) = 7,36; P _<0,0005; interacción tiempo x día

experimental: F(7,35) = 11,6; P _<0,0005). Los niveles de corticosterona libre

aumentaron significativamente luego de los primeros 30 minutos de la privación del

sueño llegando al máximo valor luego de 1 hora (Test de Tde Student pareado entre

día 2 y 3 (gl: 5), P _<0,01). Los niveles de corticosterona se mantuvieron elevados

durante todo el período de vigilancia forzada, retomando a los niveles basales 30

minutos después de finalizado el procedimiento (ANOVAcon diseño de medidas

repetidas para el período de 11:30 a 15:30 horas, efecto de/ día experimental: F(1,5) =

0,03; P > 0,05). La privación de sueño por 4 horas no tuvo efectos sobre el desarrollo

normal del ritmo circadiano de la hormona (Figura 41).

4.8-Efectos dela privación de sueño sobre los estados de vigilancia, Iaactividad

de onda lenta y la temperatura cerebral

Durante las 2 horas del período de recuperación del sueño, el tiempo total que el animal

permaneció despierto (expresado como porcentaje de intervalos de 30 minutos) mostró

una tendencia a la reducción, en comparación con el tiempo total de vigilia en

condiciones basales y durante el mismo intervan del ciclode luz/oscuridad (Figura 42A;

Test de Tde Student pareado entre día experimental 2 y 3 (gl: 5), P > 0,05). Asimismo,

se observó un aumento en el tiempo total del SL durante el período de recuperación,

comparado con el tiempo total de SL en condiciones basales. Sin embargo, esta

diferencia alcanzó la significancia estadística solo durante Iasegunda media hora luego

de finalizado el procedimiento experimental de privaciónde sueño (Figura 428; Test de

T de Student pareado entre los 2 días experimentales (gl: 5), P = 0,012). La privación

de sueño por 4 horas no tuvo efectos significativos sobre el tiempo total del sREM

(Figura 420; Test de Tde Student pareado entre días experimenta/es (gl:5), P > 0,05).

Por otro lado, Ia actividad de onda lenta desarrollada durante el SL en el período de

recuperación, mostró un aumento significativo en la amplitud en comparación con los

valores en condiciones basales. Este incremento en Ia amplitud de bajas frecuencias

(0,5 - 4,5 Hz)se mantuvo durante las 2 horas de recuperación analizadas (Figura 42D;

ANOVAcon diseño de medidas repetidas, efecto del día experimental: F(1,5) = 24,0;

P = 0,005; efecto del tiempo: F(3, 15) = 1,20; P > 0,05; Test de T de Student pareado

entre días 2 y 3 para cada intervalo (gi: 5), P < 0,05).
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Figura 42: Efectos de las 4 horas de privación de sueño sobre los estados de vigilancia y la actividad
de onda lenta. Los estados de vigilia,SL y sREM fueron determinados a partir del análisis de intervalos
de 10 segundos de EEG/EMGy el tiempo total para cada estado fue expresado como porcentaje de
intervalos de 30 minutos durante las 11:30 y 13:30 horas bajo condiciones basales (dia 2) y durante el
período de recuperación (día 3). El espectro de potencia de Ia actividad de onda lenta (0,5 - 4,5 Hz) en
los episodios de SL durante el período de recuperación fue promediado en intervalos de 30 minutos y
expresados como porcentaje de los valores obtenidos en el mismo intervan de tiempo en condiciones
basales. Los valores representan la media i ES (n = 6). *,significativamente diferente del mismo período
de tiempo en condiciones basales (test de T de Student pareado).
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La temperatura cerebral presentó en condiciones basales un ritmo circadiano normal,

con bajas temperaturas durante la fase luminosa, fase de poca actividad

comportamental para la rata. Luego de los primeros 15 minutos de comenzada la

privación de sueño, Ia temperatura cerebral aumentó y permaneció elevada durante

todo el procedimiento, retornando recién a los valores basales al finalizar las 4 horas

de vigiliaforzada (Figura 43; ANOVAcon diseño de medidas repetida, efecto del día

experimental: F(1,3) = 51,12; P = 0,006; efecto del tiempo: F( 15,45) = 2,1; P = 0,03).

Probablemente, este incremento en la temperatura durante el procedimiento de

privación de sueño fue debido a un aumento en al actividad comportamental en

comparación con la desarrollada durante el mismo período del día en condiciones
basales.

período de privación de sueño
39.0­
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É?­
8° 38.0­nu
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Figura 43: Efectos de las 4 horas de privación de sueño mediante manipulación delicada sobre Ia
temperatura cerebral. La temperatura registrada cada 10 segundos fue promediada en intervalos de 15
minutos entre las 7:30 y 13:30 horas durante condiciones basales (día 2) y durante los períodos de
privación de sueño y recuperación (día 3). Los valores representan la media i ES (n = 4). '_
significativamente diferente del basal (ANOVAcon diseño de medidas repetidas).
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5- DISCUSIÓN

PARTE A

Interacciones del sistema de CRHcon la neurotransmisión serotoninérgica del

hipocampo, el eje HPAy la actividad comportamental

Uno de los objetivos del presente trabajo de investigación ha sido el estudio de Ia

interacción entre Ia neurotransmisión serotoninérgica en el hipocampo y el sistema

central de CRH. Los resultados presentados en este trabajo, y discutidos a

continuación, contribuyen ala caracterización de los efectos del sistema de CRHcentral

sobre la neurotransmisión serotoninérgica hipocampal y la actividad comportamental

en roedores, bajo condiciones basales y en respuesta al estrés.

En las últimas décadas, varios estudios han propuesto que las alteraciones en el

sistema de 5-HT (Maes y Meltzer, 1995) y en el eje HPA (Arborelius y co|., 1999),

(Holsboer, 1999) estarían implicadas en Iaetiología de las enfermedades psiquiátricas

asociadas a trastornos afectivos o del estado de ánimo, como por ejemplo, Iadepresión

mayor. Numerosos reportes describieron un aumento de la actividad del eje HPA en

pacientes depresivos, indicado por un incremento en los niveles de CRH en el líquido

cefalorraquídeo, un aumento en Ia concentración de ACTH y de cortisol plasmáticos

(Nemeroff y col., 1984), (Holsboer, 1988) y cambios en Ia expresión de los receptores

de CRH en el SNC (revisión (Holsboer, 1999)). Por otro lado, varios estudios han

demostrado una actividad reducida del sistema central de 5-HT en los pacientes

depresivos, los cuales muestran una reducción en los niveles de 5-HIAAen el líquido

cefalorraquídeo y cambios en la expresión de los receptores de 5-HT en el SNC. No

obstante, la evidencia más contundente a favor de la hipótesis de 5-HTcomo un factor

causal de Ia depresión, es Ia acción terapéutica alcanzada con drogas que alteran el

sistema de neurotransmisión serotoninérgico (revisión (Mann, 1999)).

Por otra parte, numerosas evidencias proponen una relaciónentre situaciones de estrés

durante Ia vida y un aumento en Ia vulnerabilidad por desórdenes afectivos o de

ansiedad (Brown y co|., 1994). Varios autores han reportado que eventos de estrés

preceden el iniciodela depresión y además, el estrés estaría asociado con la severidad

de la enfermedad (Brown y col., 1994). EI sistema central de CRH se encuentra

ampliamente involucrado en la coordinación de las respuestas neuroendocrinas,
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autonómicas y comportamentales al estrés (Owens y Nemeroff, 1991), (Dunn y

Berridge, 1990). Por ejemplo, Ia administración central de CRH o Ucn en animales de

laboratorio produce cambios fisiológicos y comportamentales casi idénticos a los

observados en la respuesta al estrés (Sutton y col., 1982), (Jones y col., 1998).

Además, se ha demostrado que estos efectos son independientes de la activación del

eje HPA,remarcando así, que resultan dela acción central de CRH (revisión: (Heinrichs

y co|., 1995)). Por otro lado, varios estudios han asignado a la neurotransmisión

serotoninérgica un rol en la modulación de las respuestas comportamentales al estrés

(revisiones: (Rueter y col., 1997), (Chaouloff y coI., 1999). Uniendo estos dos sistemas,

recientemente, Linthorst y col. demostraron, en ratas, que un aumento crónico de los

niveles centrales de CRH produce una reducción en la respuesta de Ia serotonina al

estrés (Linthorsty col., 1997). Por lo tanto, teniendo en cuenta estas observaciones, y

los resultado expuestos en este trabajo de tesis se ha propuesto la existencia de una

interacción entre los sistemas de neurotransmisión serotoninérgica y de CRH, y Ia

posible participación de alteraciones en dicha interacción en la patofisiologia de la

depresión mayor.

Nivelesextracelulares de serotonina y del ácido 5-hidroxiindo/eacéticocomo parámetros

dela liberación y metabolismo de 5-HT

Los niveles de 5-HT medidos en el fluido de dializado recolectado reprodujo los niveles

extracelulares del neurotransmisor, los cuales representan el resultado neto entre la

liberación y el mecanismo de recaptación celular de 5-HT. Esta concentración

extracelular neta de 5-HTes a la que están expuestos los receptores serotoninérgicos

pre y postsinápticos. Por otro lado, los niveles del ácido 5-hidroxiindoleacético, 5-HIAA,

representan claramente Ia metabolización de 5-HT. Sin embargo, el origen de dicha 5­

HT metabolizada es todavía un tema controvertido. Por un lado, varios autores han

propuesto que los niveles extracelulares de 5-HIAAson un reflejo exclusivo de la

liberación de 5-HT (Marinesco y coI., 1996). Por el contrario, otros trabajos han

postulado que los niveles de 5-HIAArepresentan básicamente la degradación de 5-HT

intracelular no liberada (Kuhn y co|., 1986), (Kuhn y col., 1985), (Wolf y col., 1985),

(Auerbach y co|., 1989), (Kalen y coI.. 1988). Además, estudios de voltometría, en los

cuales utilizan distintos inhibidores específicos de las enzimas MAO-Ay MAO-B,han

cuestionado el origen de 5-HIAApresente en el medio extracelular. Estos trabajos

sugieren que el metabolito es producido principalmente a partir de Ia 5-HT liberada y
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degradada por la enzima MAO-A, presente en los astrocitos y neuronas no

serotoninérgicas, y que solo un pequeño porcentaje provendría de la degradación por

MAO-B,presente exclusivamente en neuronas que contienen 5-HT (Marinesco y col.,

1996), (Cespuglio y coI., 1990). Por Io tanto, los cambios en los niveles extracelulares

de 5-HIAA no serían buenos indicadores de Ia liberación de 5-HT, representando

entonces, principalmente la metabolización del neurotransmisor. En el presente trabajo

de tesis, se utilizó Ia técnica de microdiálisis, Ia cual permitió el seguimiento de los

cambios neuroquímicos en un área determinada, en condiciones fisiológicas basales

o bien en respuesta a manipulaciones farmacológicas o del entorno. La recolección

secuencial de muestras del dializado ha permitidoel estudio del curso temporal de estos

cambios y dela magnitud de los mismos. Además, el desarrollo de un sistema de HPLC

para la detección de los niveles de 5-HTy 5-HIAAen dichas muestras, permitió evaluar

simultáneamente los cambios producidos en los niveles del neurotransmisor y su

metabolito. Por Io tanto, en la discusión del presente trabajo de investigación se

considerara a los niveles extracelulares de 5-HIAAcomo un parámetro del metabolismo

de 5-HT, el cual, junto a los niveles extracelulares de 5-HT permiten inferir sobre la
síntesis del neurotransmisor.

La administración centra/ de CRHy Ucn estimula la neurotransmisíón serotoninérgica

en el hipocampo

Como se explicó previamente, en base a la observación de que una aumento crónico

en los niveles centrales de CRH provoca una respuesta reducida de 5-HT hipocampal

frente a situaciones de estrés, sin afectar los niveles basales (Linthorsty co|., 1997), se

propuso como objetivo de este trabajo de investigación el estudio de las interacciones

entre el sistema de CRH y la neurotransmisíón serotoninérgica. Con este propósito, se

estudiaron los niveles hipocampales de 5-HTy 5-HIAAen respuesta ala administración

i.c.v. de CRH y de Ucn, un péptido de la familia de CRH recientemente caracterizado.

La administración i.c.v. de ambos neuropéptidos, produjo un aumento dosis­

dependiente de los niveles extracelulares de 5-HTy 5-HIAAen el hipocampo. EIanálisis

de los cursos temporales de dichas respuestas mostró un efecto mayor de Ucn en

comparación con los efectos producidos por CRH. Dado que a su vez Ucn posee una

mayor afinidad por el receptor de CRH tipo 2 (CRH-R2), en comparación con CRH, los

resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el CRH-R2 desempeña un rol

importante en los efectos de CRH y Ucn sobre la neurotransmisíón de 5-HT en el
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hipocampo. Trabajos recientes confirmaron Ia presencia de ambos receptores de CRH

en los núcleos del rafe, con una mayor expresión del ARNm del CRH-R2 en el NRD y

similar expresión de ambos receptores en el NRM (Bittencourt y Sawchenko, 2000),

(Chalmers y col., 1995). Por otro lado, además de la presencia de CRH en los núcleos

del rafe, la inmunoreactividad de Ucn fue observada también en estos núcleos

{Bittencourt, Vaughan, y col. 1999 825 lid}, (Kozicz y coI., 1998), (Morin y co|., 1999).

Estas evidencias respaldan Ia propuesta de una posible acción directa de CRH y Ucn

sobre las neuronas serotoninérgicas del NRD y del NRM.De todas maneras, tanto Ia

expresión del ARNm de los receptores de CRH, como la inmunoreactividad a ambos

neuropéptidos, fueron también localizadas en el hipocampo (Merchenthaler, 1984),

(Morin y coI., 1999), (Bittencourt y coI., 1999), (Kozicz y col., 1998), (Chalmers y coI.,

1995). Por lo tanto, no se puede descartar un efecto directo de CRH y Ucn en Ia región

terminal. Por otro lado, como también se demuestra en el presente trabajo de

investigación, Ia administración i.c.v de CRH y Ucn produjo una marcada estimulación

en la expresión de c-fos en el hipocampo, el NRD y con menor intensidad en el NRM,

sin una específica diferenciaentre ambos neuropéptidos. Estos resultados aportan más

evidencias a las observaciones de Bittencourty Sawchenko sobre los efectos de CRH

y Ucn sobre Ia expresión de c-fos en el SNC (Bittencourt y Sawchenko, 2000). No

obstante, Ia identificación del o de los sitios de acción especificos de CRH y Ucn para

Ia estimulación de Ia neurotransmisión de 5-HT en el hipocampo requiere de estudios

más detallados, como por ejemplo el análisis de los efectos de Ia administración

localizada en los NRD y NRM,y en el hipocampo. Por otro lado, para descartar que un

metabolismo diferencial sea la causa de la mayor potencia de Ucn sobre la

neurotransmisión serotoninérgica, son necesarios estudios más exhaustivos sobre el

destino, la incorporación celular y el metabolismo de Ucn y CRH extracelulares.

Trabajos previos demostraron que la administración i.c.v.de CRH produce un aumento

en los niveles extracelulares de 5-HIAAen el hipotálamo y en la corteza frontal (Lavicky

y Dunn, 1993) y un aumento en la actividad de Ia enzima triptofano hidroxilasa en la

corteza cerebral ycerebro medio (Singhyco|., 1992). Recientemente se ha demostrado

que Ia administración i.c.v. o intra-rafe de CRH produce una respuesta bifásica de Ia

actividad neuronal en el NRD (Kirbyy coI., 2000) y en los niveles extracelulares de 5-HT

en el estriado (Price y co|., 1998). Bajas dosis de CRH (0,1 - 0,3 ug para Ia inyección

i.c.v.) provocaron una disminución dela actividad celular en el NRD, mientras que altas

dosis de CRH (3 pg) generaron un aumento de Ia misma (Kirbyy co|., 2000). Por el
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contrario, los resultado presentados en este trabajo de tesis señalan que CRHestimula

la neurotransmisión serotoninérgica en el hipocampo. La administración i.c.v. de CRH

(0,3 -1 pg), provocó un aumento en los niveles extracelulares de 5-HTen el hipocampo.

Cabe recordar que mientras el estriado recibe inervaciones serotoninérgicas

provenientes casi exclusivamente del NRD, el hipocampo recibe inervación

serotoninérgica topográficamente organizada desde ambos núcleos, NRD y NRM

(Azmitia y Segal, 1978), (Kóhler, 1982), (Mokler y col., 1998). Recientemente, Lowryy

col. identificaron una subpoblación de neuronas serotoninérgicas en eI NRD que

responden excitatoriamente a CRH, sugiriendo que CRH activaría en forma diferencial

al sistema serotoninérgico (Lowry y coI., 2000). Más aún, varios paradigmas

experimentales de estrés provocan un aumento dela neurotransmisión serotoninérgica

en el hipocampo (Linthorst y col., 1995), (Rueter y Jacobs, 1996a), (Vahabzadeh y

Fillenz, 1994). Asimismo, mientras que el estrés por natación forzada provoca un

marcado aumento en los niveles de 5-HT hipocampal (Linthorst y col., 1999), (Rueter

y Jacobs, 1996a), otros autores han reportado la ausencia de cambios en los niveles

hipocampales de 5-HT (Kirbyy coI., 1997), o inclusive, una reducción en el hipocampo

ventral (Adellycol., 1997). Sin embargo, es necesario destacar que entre estos trabajos

existen diferencias en las condiciones metodológicas, por ejemplo, la temperatura del

agua y la duración del procedimiento, las cuales influyen en la respuesta del

neurotransmisor (Linthorstyco|., 1999).Asu vez, otros estudios analizaron Iarespuesta

de 5-HT al estrés por natación forzada en distintas áreas del SNC. En los mismos se

observó una reducción de los niveles de 5-HT en el estriado y el septum lateral (Kirby

y col., 1997), pero un aumento en NRM (Adelly co|., 1997). Por lo tanto, los resultados

presentados en este trabajo de tesis, aportan nuevas evidencias en concordancia con

los trabajos de otros autores, que indican que los efectos del estrés sobre Ia

neurotransmisión de 5-HT dependen de la estructura cerebral en estudio y del tipo de

procedimiento utilizado. De este modo, el presente trabajo de tesis aporta evidencias

a Ia controversia generada por Ia hipótesis propuesta por Jacobs y col. (Jacobs y

Fornal, 1991), (Jacobs y Azmitia, 1992), (Rueter y col., 1997), en la cual los niveles

extracelulares de 5-HTresponden con un aumento generalizado al estrés, determinado

únicamente por el nivel de actividad motora y Ia excitación exhibida por el animal

durante dicha situación estresante.
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Los efectos de la administración ¡.c.v. de CRH sobre la neurotransmisión de 5-HT en

el hipocampo no son mediados por la corticosterona

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis demuestran que Ia

adrenalectomía no posee efectos sobre los niveles de 5-HTy 5-HIAAen el hipocampo,

tanto en condiciones basales como en respuesta a Ia administración i.c.v. de CRH.

Varios autores han demostraron que los receptores de glucocorticoides MR y GR

desempeñan un rol importante en la regulación de la síntesis y Ia liberación de 5-HT,

ydela expresión de sus receptores en el hipocampo (revisión (Meljery de Kloet, 1998)).

Otros estudios observaron que la adrenalectomía bloquea el aumento en la actividad

de la enzima triptofano hidroxilasa inducida por una situación de estrés y que dicho

efecto es revertido mediante Ia sustitución de la corticosterona (Singh y col., 1990),

(Singh y col., 1994), (Azmitia, Jr. y McEwen, 1969), (Azmitia, Jr. y McEwen, 1974).

Asimismo, Ia adrenalectomía previno Ia desensibilización del receptor de 5-HT1A

producida por Ia exposición al estrés (Laaris y col., 1999). Estos resultados fueron

obtenidos también por otros autores luego de la administración intracerebral de CRH,

Iocual se asemeja a Ia respuesta al estrés (Singh y coI., 1992). Sin embargo, en varios

de estos estudios, como tambien en trabajos de otros autores, se han demostrado que

la adrenalectomía no afecta Ia actividad basal de Ia enzima triptofano hidroxilasa (Sze,

1976), (Singh y coI., 1990), ni modifica Ia actividad neuronal basal o el efecto inhibitorio

de 8-OH-DPAT en el NRD (Laaris y coI., 1995), así como tampoco altera Ia expresión

del ARNm del receptor 5-HT1Aen el hipocampo (Holmes y col., 1995).

Los resultados presentados en este trabajo de tesis demuestran que Ia ausencia de

corticosterona no afecta los niveles de 5-HTy 5-HIAAhipocampal tanto en condiciones

basales como en respuesta a la administración i.c.v. de CRH, contribuyendo así a la

hipótesis según la cual la acción central de CRH sobre el sistema de 5-HT no estaría

mediada por los glucocorticoides. Por Io tanto, los efectos de CRH sobre la

neurotransmisión serotonlnérgica serían el resultado de una acción directa de estos

péptidos en el SNC, en su rol como neurotransmisores, y no como consecuencia de la

activación del eje HPA.

CRH y Ucn estimulan la expresión de c-fos en el SNC

Numerosos estudios han implicadoal proto-oncogen y factor de transcripción, c-fos, en

el crecimiento, diferenciación y desarrollo celular (revisiones (Herdegen y Leah, 1998),

(Herrera y Robertson, 1996). c-fos forma parte del grupo de genes de activación



5- DISCUSION 119

temprana y su expresión en el SNC es utilizada como un parámetro de Ia activación

neuronal. Por Io tanto, en el presente trabajo se utilizóel análisis del producto del gen

de c-fos, mediante el método inmunohistoquímico de detección de la proteina, para un

estudio comparativo de los efectos de la administración i.c.v. de CRH y Ucn sobre Ia

activación neuronal en el cerebro de Ia rata.

Los resultados preliminaresobtenidos en este estudio muestran que estos dos péptidos

causan una inducción específica y parcialmente diferencial de c-fos en áreas del SNC

involucradas en las respuestas al estrés. EInúcleo central de Iaamígdala, el núcleo del

rafe dorsal, el Iocus coeruleus y Ia corteza cerebral mostraron un elevado grado de

activacion, mientras que una inducción moderada fue observada en el septum lateral,

el nucleo accumbens, el BNST, el núcleo basolateral de Ia amígdala, el núcleo

paraventricular del hipotálamo, el hipocampo y el núcleo del rafe medio. Esta

distribución anatómica de Ia inducción de c-fos concuerda en su mayoría con los datos

publicados por otros grupos, sin embargo, Ia comparación directa resulta limitada

debido al uso de diferentes dosis de CRH and Ucn (entre 1 y 10 ug/rata) por parte de

los distintos grupos de trabajo (Arnoldy co|., 1992) (Andreae y Herbert, 1993) (Parkes

y coI., 1993) (Imaki y col., 1993) (Vaughan y co|., 1995) (Morrosu y col., 1996).

Unaspecto novedoso de nuestros resultados son Iadiferencias observadas entre CRH

y Ucnen su poder de activation de c-fos en ciertas áreas cerebrales. Ucn mostró mayor

potencia en el núcleo central de la amígdala y en el BNST, mientras que CRH Io hizó

en el hipocampo. Recientemente, otros autores han reportado también diferencias en

el grado de indución de c-fos después de la administracion de CRH o Ucn (Bittencourt

y Sawchenko, 2000). Sin embargo, las áreas diferencialmente inducidas no son las

mismas a las observadas en nuestro estudio. Esta discrepancia en los resultados podría

deberse a la concentración del péptido utilizada. En este trabajo de tesis se utilizóuna

dosis de 0,3 ug/rata basados en los resultados previosexpuestos también en esta tesis,

mientras que Bittencourt y col. utilizaron una concentración mayor, 1 ug/rata. Teniendo

en cuenta que CRH y Ucn poseen diferente afinidad por los receptores CRH-R1 y CRH­

R2, una mayor concentración de la hormona podría resultar en una saturación

diferencialde los receptores en áreas que expresan ambos subtipos de receptores.

Es interesante remarcar que ciertas estructuras, en las cuales se observó una gran

estimulación de Ia expresión de c-fos, y que han sido consideradas como sitios de

acción relevantes de CRH, presentan baja expresión de los receptores de CRH

(Bittencourt y Sawchenko, 2000).
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Un ejemplo de esto Ioconstituye el núcleo central de la amígdala, el cual se encuentra

involucrado en la coordinación ejercida por CRH sobre las respuestas endocrinas,

comportamentales y autonómicas frente a una situación de estrés (Gray y Bingaman,

1996), (Sajdyk y co|., 1999). Estas observaciones sugieren que los efectos de CRH

sobre la amígdala central no son directos, sino que estarían mediados por otra área,

como por ejemplo, el BNST.

En conclusion, los resultados sobre los efectos diferenciales de CRH y Ucn en distintas

areas del SNC presentados en esta tesis avalan la hipotesis propuesta por varios

grupos de investigadores (Vaughan y col., 1995), (Moríny co|., 1999), (Bittencourt y coI.,

1999). Basado en Ia colocalizacion de los receptores CRH-R1 y CRH-R2 con las

regiones activadas por Iaadministración central de CRH o Ucn (detectadas a traves de

Ia expresion de c-fos) se ha sugerido que CRH ejerce una activación preferencial en

áreas que expresan CRH-R1, mientras que Iaacción de Ucn estaria mediada por CRH­

R2.

La disfunción del CRH-R1 provoca el aumento de la síntesis de 5-HT

Los efectos de Ia disfunción del CRH-R1 sobre los niveles hipocampales de 5-HT y 5­

HIAAbajo condiciones basales y en respuesta a estrés, fueron investigados utilizando

ratones deficientes del gen del CRH-R1.Los resultados presentados en este trabajo de

investigación demostraron que los tres genotipos distintos de ratones (+/+, +/- y -/- del

gen de CRH-R1) exhiben un claro ritmo circadiano de los niveles de 5-HT y 5-HIAA,con

niveles reducidos durante la fase luminosa y niveles elevados durante la fase oscura.

Por Io tanto, los resultados presentados demuestran que el CRH-R1 no es necesario

para mantener el ritmo circadiano de este neurotransmisor. Varios autores han

propuesto que la actividad comportamental es un determinante importante de la

neurotransmisión serotoninérgica, y que posiblemente los niveles elevados de 5-HTy

5-HIAAobservados durante la fase oscura del ciclocircadiano, fase activa en roedores,

se deban al aumento de la actividad comportamental (Dudley y col., 1998), (Jacobs y

Azmitia, 1992), (Linthorst y col., 1995), (Mendlin y co|., 1996), (Rueter y Jacobs, 1996b).

En el presente estudio la correlación entre la actividad comportamental y los niveles de

5-HT y 5-HIAAno presentó diferencias entre los ratones de cepa salvaje y los ratones

deficientes del CRH-R1, locual demuestra que el CRH-R1 no se encuentra involucrado

en la interacción entre la neurotransmisión de 5-HT y Ia actividad comportamental

desarrollada. Sin embargo, mientras que los niveles extracelulares de 5-HThipocampal
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no difieren entre los genotipos. los niveles de 5-HIAAson marcadamente elevados en

los ratones homocigotas deficientes del CRH-R1, en comparación con los ratones

heterocigotas y de cepa salvaje. Como se discutió previamente, los niveles

extracelulares de 5-HT representan el resultado neto de la liberación y recaptación del

neurotransmisor, en tanto que los niveles extracelulares de 5-HIAArepresentarían el

resultado del metabolismo de la 5-HT liberada y la citoplasmática sin liberar. Por Io

tanto, el aumento en los niveles de 5-HIAAconjuntamente con los niveles extracelulares

de 5-HT no alterados, sugiere un aumento en la síntesis de 5-HT. 5-HIAA sería

entonces el producto de la degradación de 5-HT citoplasmática no liberada y/o

proveniente de una liberación y recaptación exacerbada. De esta forma, Ia deficiencia

del CRH-R1 afectaría la síntesis de 5-HT sin producir cambios en los niveles

extracelulares del neurotransmisor. Sin embargo, hasta el momento, no es posible

determinar que el aumento en la síntesis de 5-HT resulte como una consecuencia

directa de Ia inactivación del CRH-R1. AIrespecto, la infusión localizada en el NRD de

bajas dosis de CRH produce una inhibiciónde la tasa de disparo de las neuronas de 5­

HT,un efecto que puede ser revertido mediante la administración de un antagonista del

CRH-R1 (Price y co|., 1998). Como mecanismo alternativo, un aumento de la

estimulación del CRH-R2 podría estar implicado en los cambios observados en la

síntesis de 5-HT en los ratones deficientes del CRH-R1. El aumento de los niveles de

CRH en los núcleos del rafe y el hipocampo de los ratones deficientes de CRH-R1

(Timpl y co|., 1998), como también la localización del CRH-R2 en estas áreas

(Bittencourt y Sawchenko, 2000) apoyan esta hipótesis. Por otro lado, aunque los

resultados presentado en esta Tesis demuestran que la adrenalectomía en ratas no

posee efectos en los niveles de 5-HT y 5-HIAA basales y estimulados por la

administración central de CRH, Ia posibilidad de que la ausencia de corticosterona

desempeñe un rol en la síntesis elevada de 5-HT en los ratones con disfunción del

CRH-R1 no puede ser descartada.

La disfunción del CRH-R1 provoca un aumento de la estimulación de la

neurotransmísíón de 5-HTproducída por el estrés por natación forzada

En ratones de la cepa salvaje, el estrés por natación forzada provocó un aumento

moderado en los niveles extracelulares de 5-HT hipocampal, los cuales continuaron

aumentando luego de finalizado el procedimiento experimental. AImismo tiempo, una

pequeña, pero significativa, reducción en los niveles de 5-HIAA extracelular fue
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observada en ratones de la cepa salvaje durante eI procedimiento de natación forzada.

Estos resultados constituyen el primer reporte sobre los efectos de la natación forzada

en los niveles extracelulares de 5-HT y 5-HIAAen ratones. En ratas, el estrés por

natación forzada llevado a cabo en agua a 25° C, produce un incremento en los niveles

hipocampales de 5-HT extracelular, y una reducción en Ia concentración de 5-HIAA

(Linthorst y co|., 1999). Sin embargo, Kirby y col. observaron, en ratas, que un

procedimiento de natación forzada de 30 minutos de duración, en agua a 22° C, no

produce efectos en los niveles de 5-HT hipocampal, pero induce una prolongada

reducción en los niveles de 5-HIAA (Kirby y col., 1995). Estudios preliminares, no

presentados en este trabajo de investigación, han indicado que la temperatura del agua

tiene un profundo impacto sobre la respuesta de la neurotransmisión serotoninérgica

hipocampal, lo cual podria explicar los distintos resultados (Linthorst y co|.,

observaciones no publicadas).

Por otra parte, la natación forzada induce un aumento de los niveles extracelulares de

5-HT hipocampal tanto en los ratones heterocigotas como en los homocigotas

deficientes del CRH-R1. Sin embargo, Ia respuesta observada en estos ratones fue

significativamente mayor en comparación con lade los ratones de cepa salvaje. Aunque
en los ratones deficientes del CRH-R1 no se observó una disminución de los niveles de

5-HIAAdurante el procedimiento de natación forzada, el incremento subsiguiente de los

niveles de 5-HIAAfue similar en todos los genotipos. Estos resultados demuestran

claramente que la deficiencia del CRH-R1 provoca una respuesta alterada de la

transmisión de 5-HT hipocampal frente a una situación estresante. En base a estos

resultados, se propone como hipótesis que, en ratones normales, durante una situación

de estrés, la estimulación de CRH-R1 desempeña un rol inhibitoriosobre los niveles de

5-HT hipocampal, el cual estaría alterado en los ratones deficientes del CRH-R1. Esta

hipótesis estaría también respaldada por los resultados de Price y Kirby, quienes

observaron que la administración local de CRH reduce la tasa de disparo de las

neuronas del rafe dorsal en ratas (Price y col., 1998), vía Ia estimulación de los

receptores de CRH tipo 1 (Kirbyy col., 2000). Sin embargo, los efectos de CRH sobre

el NRM, el cual posee una amplia proyección serotoninérgica hacia el hipocampo, no

han sido aún estudiados. Además, un trabajo reciente ha demostrado Ia existencia de

subpoblaciones de neuronas serotoninérgicas en el NRDque responden a la infusión

de CRH con un aumento en Ia tasa de disparo (Lowryy co|., 2000). No obstante, como

se discutió previamente, una elevada estimulación de CRH o Ucn, a través del CRH-R2,
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podría estar también implicada en los resultados obtenidos.

Medición de corticosterona libre en el SNC

En general, los niveles plasmáticos de corticosterona son utilizados como un parámetro

de la activación del eje HPA. Sin embargo, aproximadamente un 95 - 98 % de la

corticosterona en plasma se encuentra unida a proteínas transportadoras,

particularmente a la globulina de unión de corticosterona. Esta situación limita la

fracción de hormona biológicamente activa u hormona libre disponible (Rosner, 1991),

(Rosner, 1990). Además, los niveles plasmáticos de la propia globulina de unión de

corticosterona se encuentran sujetos a la regulación por distintas condiciones

fisiológicas (Smith y Hammond, 1992), (Hammond y col., 1991), lo cual influye

indirectamente sobre los niveles de corticosterona librecirculantes en plasma. Por otro

lado, en el liquido cefalorraquídeo y el medio extracelular del SNC, la corticosterona se

encuentra presente tan solo en su forma libre, debido a la ausencia de globulinas de

unión en el SNC. Sin embargo, la concentración plasmática de corticosterona libre no

representaría totalmente los niveles del esteroide dentro del SNC. La corticosterona

sería también un ligando de la bomba de extrusión mdr1a P-glicoproteína (Ueda y co|.,

1992), (van Asperen y coI., 1997) la cual a través del bombeo del esteroide al sistema

sanguíneo, restringiría la concentración de la corticosterona en el líquido

cefalorraquídeo y el fluido extracelular del cerebro (Bourgeois y col., 1993). En el

presente trabajo de tesis se midióla corticosterona libreen el cerebro, mediante el uso

de Ia técnica de microdiálisis. Esta técnica permite el acceso directo a los niveles

extracelulares de la hormona en el SNC, y proporciona, por lo tanto, un mejor reflejo de

los niveles de la corticosterona disponibles para la unión a los receptores, dentro de

áreas específicas del SNC y bajo una dada condición fisiológica.

La administración i.c.v. de CRH y Ucn produce un aumento de los niveles de
corticosterona libre en el SNC

Los resultados de esta tesis muestran que la administración central de CRH y Ucn

provoca una estimulación dosis-dependiente de los niveles extracelulares de

corticosterona libre, con un mayor efecto de Ucn en comparación con una misma dosis

de CRH. Esta diferencia en la potencia de activación del eje HPA entre ambos

neuropéptidos fue observada también en la estimulación de Ia liberación de ACTHen

estudios ¡n vivo e ¡n vitro llevados a cabo por otros autores (Vaughan y col., 1995),
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(Asaba y col., 1998), (Ozawa y co|., 1998) (Turnbull y co|., 1999a). Sin embargo,

mientras que la administración sistémica de anticuerpos anti-CRH reduce los niveles de

ACTH basales y en respuesta al estrés, la administración de anticuerpos anti-Ucn no

tiene ningún efecto sobre estos parámetros. Por lotanto, CRH seria el mayor regulador

endógeno de la secreción de ACTH en la hipófisis (Turnbull y col., 1999a).

Un análisis detallado de los cursos temporales en las respuestas de la corticosterona

libre sugiere la presencia de dos componentes o fases en las mismas: un incremento

agudo inicial, inmediatamente luego de la administración i.c.v., cuyo perfil no presenta

diferencias entre CRH y Ucn, y una segunda fase en la cual Ia respuesta de los niveles

dela corticosterona depende del neuropéptido y la dosis administrada. En comparación

con los animales controles, luego de la respuesta inicial a la administración i.c.v. de

bajas dosis de CRH (0,1 y 0,3 ug), los niveles de corticosterona libre permanecen

reducidos, sin mostrar el aumento característico asociado al ritmo circadiano normal,

locual indica Iaparticipación de un proceso de retroalimentación negativa. Sin embargo,

luego de Ia administración i.c.v. de Ucn los niveles de corticosterona libre permanecen

elevados durante Iasegunda fase, patrónque fue solamente observado enla respuesta

a la dosis más elevada de CRH (1 ug). Dada la mayor afinidad de Ucn por el CRH-R2

en comparación con CRH, los resultados presentados en este trabajo de tesis sugieren

la participación diferencial de los receptores de CRH en la respuesta de activación del

eje HPAala administración i.c.v. de CRH y Ucn. Por un lado, el CRH-R1 desempeñaría

un rol crítico en la iniciación dela cascada hormonal del eje HPA, mientras que el CRH­

R2 modularía posiblemente Ia respuesta del eje HPA luego de la activación inicial,

revirtiendoen parte los efectos de Ia retroalimentación negativa desencadenada luego

del pico inicial de corticosterona. Es interesante remarcar que luego del incremento

asociado a una situación de estrés, como por ejemplo la privacióndel sueño, los niveles

de corticosterona libre retoman a los valores basales, sin presentar alteraciones en el

ritmo circadiano subsiguiente. Por lo tanto, la presencia de estas dos fases

componentes de la respuesta del eje HPA observadas a través de la manipulación

farmacológica, tendrían una importante relevancia fisiológica para la recuperación y

retorno del sistema a condiciones basales luego de una situación de estrés. De acuerdo

con esta hipótesis, estudios previos han demostrado que CRH posee la capacidad de

autorregular positivamente su expresión en el PVN (Parkes y col., 1993), área crucial

para la activación del eje HPA que expresa mayoritariamente el CRH-R2 (Chalmers y

col., 1995). De todas maneras, otros mecanismos moleculares relacionados con la
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respuesta de retroalimentación negativa de los glucocorticoides no pueden ser
descartados.

Por otro lado, estudios realizados en ratones deficientes del CRH-R2 demostraron que

estos animales responden al estrés con una marcada respuesta inmediata de ACTH,

pero que la misma declina rápidamente en comparación con la respuesta observada en

los ratones de cepa salvaje (Coste y co|., 2000). Estos autores sugieren que el CRH-R2

estaría implicado en el mantenimiento de la respuesta inicialde ACTH posiblemente a

través de la acción de CRH sobre estos receptores, presentes en el PVN(Coste y col.,

2000). A su vez, los ratones deficientes del CRH-R1, utilizados en este trabajo de

investigación, presentan una respuesta de ACTH marcadamente reducida frente al

estrés (Timpl y col., 1998), demostrando así que el CRH-R1 desempeña un rol

importante en el inicio de la activación del eje HPA.

La disfuncióndel CRH-R1reduce los niveles basa/es de corticosterona libredurante los

períodos de luz y oscuridad

En los ratones de cepa salvaje, los niveles extracelulares de corticosterona libre en el

SNC exhibieron un claro ritmo circadiano, con niveles bajos de esta hormona durante

las primeras horas de la fase luminosa y un lento aumento a lo largo de la tarde, hasta

alcanzar el nivel máximo inmediatamente luego del comienzo de la fase oscura. Este

patrón coincide con el ritmo circadiano de la corticosterona libre observado en otro

estudio en ratones (Linthorst y co|., 2000). Sin embargo, debido a que los niveles de

esta hormona no son detectables en los ratones deficientes del CRH-R1, la existencia

de un ritmo circadiano de la misma no pudo ser constatada. Más aún, un efecto

dependiente de la dosis génica del CRH-R1 fue observado en Ia concentración de la

corticosterona libre. La deficiencia de uno de los alelos del gen del CRH-R1 en los

ratones heterocigotas resultó en niveles reducidos de Ia corticosterona libre, en

comparación con la concentración de la hormona en los ratones de cepa salvaje. No

obstante, el ritmo circadiano de la hormona se mantuvo. Timpl y col. demostraron en

este mismo modelo animal, que los ratones homocigotas deficientes del CRH-R1

presentan niveles plasmáticos de corticosterona indetectables al comienzo de la fase

luminosa (Timpl y co|., 1998). Sin embargo, estos autores no encontraron efectos

dependientes de la dosis génica del CRH-R1 en los niveles basales de ACTH y

corticosterona plasmáticos (Timply co|., 1998). En otro modelo de ratones deficientes

del gen del CRH-R1, Smith y col. observaron también niveles reducidos de
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corticosterona plasmática y Ia ausencia del ritmo circadiano de esta hormona (Smith y

coI., 1998). En conjunto, estas evidencias sugieren un roI clave del CRH-R1 en el

desarrollo normal del ritmo circadiano de la corticosterona, no obstante los niveles

basales de ACTH no están afectados por Ia disfunción del CRH-R1 (Timply col., 1998),

(Smith y co|., 1998). Esto podria deberse a Ia participación de otros factores en la

regulación de Ia secreción basal de ACTH,como por ejemplo, la vasopresina (Turnbull

y co|., 1999b). Por otro lado, ambos modelos de ratones deficientes del CRH-R1

presentan alteraciones en el desarrollo dela glándula adrenal, Iocual contribuiríaa los

niveles basales anómalos de corticosterona (Timply co|._ 1998), (Smith y col., 1998).

La administración ¡.c.v. de CRH y Ucn produce una activación comportamental

diferencial

La administración ¡.c.v. de CRH y Ucn en ratas en un entorno familiar (sus mismas

jaulas) provoca una activación comportamental dosis-dependiente, pero con patrones

comportamentales distintos. Por un lado, Ucn ¡.c.v. provocó un prologando

comportamiento de aseo y movimientosde las mandíbulas o masticación, mientras que

CRH estimuló principalmente un comportamiento exploratorio. Varios estudios han

demostrado que Ia administración ¡.c.v. de CRH produce distintos efectos

comportamentales, de acuerdo a si eI animal se encuentra en un entorno familiaro en

uno novedoso (Dunn y Berridge, 1990), (Sutton y coI., 1982), (Diamant y de Wied,

1991). La misma dosis dela hormona que administrada en un ambiente familiarproduce

una activación comportamental, en un entorno estresante provoca la supresión de Ia

actividad comportamental del animal. Sin embargo, los efectos de CRH en Ia regulación

del comportamiento en un entorno familiar para el animal no han sido estudiados en

detalle.

El comportamiento de aseo se encuentra asociado con la respuesta al estrés (Dunn y

co|., 1981). Diversos estudios han sugerido que este comportamiento refleja una actitud

de reversión de la excitación y de adaptación luego de una situación de estrés (Spruijt

y coI., 1992). En el presente trabajo de investigación se observó que tanto CRH como

Ucn estimulan el desarrollo de un comportamiento de aseo, sin embargo CRH lo

provocó inmediatamente luego de la inyección, mientras que Ucn Io estimuló con una

cierta latencia. Aunque varios trabajos reportaron que Iaadministración central de CRH

produce un aumento del comportamiento de aseo (Dunn y Berridge, 1990), (Koob,

1999) únicamente Jones y col. compararon las capacidades de CRHy Ucnen estimular
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el comportamiento de aseo, sin encontrar diferencias en la potencia de activación entre

ambos péptidos (Jones y col., 1998). Sin embargo, estos autores no estudiaron el curso

temporal de la actividad comportamental producida por CRH y Ucn, y además, la dosis

de neuropéptido que administraron fue mayor (3 ug) a Ia utilizada en este trabajo de

tesis.

La disfunción del CRH-R1produce un aumento dela actividad comportamental durante
la fase luminosa

Evidencias previas asignaron al CRH-R1 un rol importante en Ia regulación de las

respuestas comportamentales al estrés (Dunn y Berridge, 1990), (Koob y Heinrichs,

1999), (Koob, 1999), (Owens y Nemeroff, 1991). En el presente trabajo de investigación

se demostró que los ratones deficientes de CRH-R1 llevan a cabo una mayor actividad

comportamental en un entorno familiar,durante Ia fase luminosa, en comparación con

los ratones heterocigotas y los de cepa salvaje. Noobstante, no se observaron efectos

de Ia disfunción del CRH-R1 sobre el ritmo circadiano de Ia actividad comportamental.

De esta forma, se concluye que CRH-R1 no resulta indispensable para la ejecución de

una actividad comportamental normal en un entorno familiar. Por otro lado, el

componente comportamental principal del aumento de la actividad en los ratones

deficientes del CRH-R1 durante la fase luminosa es el comportamiento de aseo. Por Io

tanto, se ha sugerido la hipótesis de que dicho comportamiento es provocado por un
aumento de los efectos estimuladores de CRH o Ucn sobre el CRH-R2. En un estudio

previo se observó que los ratones deficientes del CRH-R1 presentan un aumento en la

inmunoreactividad a Ucn en el núcleo Edinger-Westphal (A. Kresse y W. Wurst,

observaciones no publicadas) y una elevada expresión de CRH en distintas áreas

cerebrales, como ser el PVN, la corteza cerebral, el hipocampo y la amígdala central

(Timpl y col., 1998). Por otro lado, como se demostró en este trabajo de tesis, Ia

administración i.c.v. de CRH y Ucn en ratas produce un aumento del comportamiento

de aseo, con un mayor efecto estimulador por parte de Ucn, lo cual sugiere una

participación del CRH-R2 en la ejecución de dicho comportamiento. Además, estudios

en ratas demostraron que Ia infusión localizada de CRH en Iaamígdala central produce

un aumento de la actividad de aseo (Wiersma y co|., 1995). De esta manera, los niveles

elevados de CRH y/o Ucn en los ratones deficientes del CRH-R1 potenciarían las

actividades comportamentales mediadas por el CRH-R2. Un rol importante del CRH-R2

en el comportamiento de aseo ha sido también sugerido por estudios realizados en



5- DISCUSION 128

ratones deficientes del gen del CRH-R2. Estos animales mostraron un reducido

comportamiento de aseo en un paradigma de campo abierto, aunque sin alteraciones

en las actividades de locomoción y exploración (Coste y co|., 2000). Por otro parte, en

otro modelo de ratones deficientes del CRH-R1 no se observaron diferencias con

respecto a los ratones de cepa salvaje a nivelde la actividad locomotora en condiciones

basales (Contarino y co|., 2000). Sin embargo, la estimulación de la locomoción

producida por la administración i.c.v.de CRHen ratones de cepa salvaje, fue observada

en los ratones deficientes del CRH-R1 (Contarino y coI., 2000). Este resultado sugiere

Ia participación del CRH-R1 enla estimulación dela locomoción producida por CRH. Sin

embargo, hasta el momento, no se puede descartar el posible desarrollo de

mecanismos compensatorios a otros niveles en los ratones con manipulacióngenética,

como por ejemplo en los sistemas de segundos mensajeros.

La deficiencia del CRH-R1 no afecta la respuesta comportamental al estrés por la
natación forzada

Como se discutió previamente, CRH y Ucn desempeñan un rol importante en el

comportamiento relacionado con ansiedad (Moreau y col., 1997), (Sajdyk y co|., 1999),

(Radulovic y coI., 1999), para revisión ver (Dunn y Berridge, 1990), (Koob y Heinrichs,

1999), (Owens y Nemeroff, 1993), (Steckler y col., 1999). El uso de antagonistas

específicos del CRH-R1 ha sugerido que este receptor mediaría los efectos

ansiogénicos de CRH (Arborelius y col., 2000), (Deak y col., 1999). Además, se ha

demostrado que los ratones deficientes del CRH-R1 muestran un reducido

comportamiento ansioso en un test de campo abierto (Timply coI., 1998), en el test de

transición luz-oscuridad (Timpl y coI., 1998), (Smith y coI., 1998), (Contarino y col.,

1999) y en el test de laberinto en cruz (Timply col., 1998), (Contarino y col., 1999). En

el presente trabajo de investigación, los ratones fueron sujetos a un paradigma de

natación forzada para evaluar las consecuencias de la deficiencia del CRH-R1 en la

respuesta comportamental frente al estrés. Los resultados presentados en este trabajo

señalan la ausencia de diferencias entre los genotipos en la actividad comportamental

desarrollada durante y luego del procedimiento de natación. De esta manera, podría

concluirse que la deficiencia del CRH-R1 no afecta la respuesta comportamental al

estrés por natación forzada. Sin embargo, el fuerte componente de la amenaza de la

vida que representa dicho test, más la posterior necesidad de secarse por medio del

aseo, podrían confundir las diferencias putativas entre los tres genotipos con respecto
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al comportamiento relacionado con el miedo durante y luego del procedimiento de

natación forzada. Por otro lado, no se puede excluir la acción de mecanismos

compensatorios vía Ia estimulación del CRH-R2.

PARTE B

Interacción entre la neurotransmisión de serotonina en el hipocampo y el ciclo de

vigilia-sueño

Uno de los criterios utilizados para el diagnóstico de varios desórdenes psiquiátricos

relacionados con alteraciones en el estado de ánimo es aquel relacionado con las

perturbaciones del sueño que padecen los pacientes. Los pacientes con depresión

mayor experimentan una reducción en la continuidad del sueño, con una disminución

en la eficiencia y el tiempo total del sueño (Kaplan y col., 1994), (Benca, 1996). Por otro

lado, como se discutió previamente, Ia disfunción del sistema de neurotransmisión

serotoninérgico ha sido implicada en la patofisiología de Ia depresión mayor; mientras

que por otra parte varios trabajos han asociado al sistema central de 5-HT en la

regulación del ciclo de vigilia-sueño (revisión: (Portas y col., 2000). Por Io tanto,

basados en estas evidencias, uno de los objetivos planteados en este trabajo de

investigación ha sido el estudio de la relación existente entre la actividad de las

neuronas de 5-HT en el hipocampo y la inducción y mantenimiento de los estados

comportamentales de vigiliay sueño. Laselección del hipocampo como área de estudio

se debe a su participación clave de esta estructura en el procesamiento de la

información sensorial y en Ia coordinación de las respuestas neuroendocrinas y

comportamentales a estrés (Risold y Swanson, 1996), funciones que se encuentran

alteradas en los pacientes con depresión mayor. Los resultados presentados en este

trabajo de investigación, y que serán discutidos a continuación, contribuyen a la

caracterización de Ia interacción entre el sistema serotoninérgico hipocampal y los

estados de vigilanciaen ratas, en condiciones basales y bajo los efectos dela privación
del sueño.

Losniveles extracelulares de 5-HTcorrelacionan con los estados comportamentales de/

ciclo vigilia-sueño

Los resultados presentados en este trabajo de investigación demuestran la existencia

de una correlación entre los cambios de la neurotransmisión serotoninérgica en el
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hipocampo y el estado comportamental en ratas. Durante los episodios de vigilia, Ia

neurotransmisión de 5-HT mostró una actividad elevada, en tanto que durante el SL, la

misma exhibió una marcada reducción, aunque los niveles más bajos de 5-HT se

presentaron asociados al sREM. Estudios previos de Linthorsty col. han demostrado,

una clara relación entre la actividad comportamental y la concentración de 5-HT

extracelular en el hipocampo de ratas, con altos niveles asociados a un comportamiento

preponderantemente activo y bajos niveles relacionados con un comportamiento de

reposo, en muestras de 30 minutos de duración (Linthorst y coI., 1994), (Linthorst y col.,

1995). Asimismo, los resultados presentados en este trabajo de tesis coinciden con un

estudio reciente de Park y co|., en el cual estos autores observan, también mediante el

uso de Iatécnica de microdiálisis, una relación entre los estados de vigilancia del animal

y los niveles de 5-HT hipocampal (Park y coI., 1999). Aunque estos autores utilizaron

muestras de dializado de mayor duración que las recolectadas en este trabajo de tesis.

En las últimas décadas varios trabajos han implicado a la neurotransmisión de 5-HTen

Ia regulación del ciclo de vigilia-sueño. Estudios previos en gatos demostraron una

correlación entre la actividad de disparo de las neuronas serotoninérgicas en los NRD

(McGinty y Harper, 1976), (Trulson y Jacobs, 1979) y NRM (Trulson y coI., 1984) y los

estados comportamentales a lo largo del ciclo de vigilia-sueño. Estos resultados han

sido también confirmados através de Ia medición de los niveles extracelulares de 5-HT

en el NRD, tanto en gatos (Portas y McCarIey, 1994) como en ratas (Portas y col.,

1998). Ambos parametros de la neurotransmisión serotoninérgica, la tasa de disparo

y los niveles extracelulares de 5-HT, presentaron un aumento en Ia actividad de las

neuronas de 5-HT durante la vigilia,y una reducción de la misma durante el período de

sueño, con una disminución secuencial desde el SL al sREM. De acuerdo con estas

evidencias, una relación similar a Ia demostrada en los núcleos del rafe durante el ciclo

de vigilia-sueño podría proponerse en áreas que reciben proyecciones de estos
núcleos.

Una de las proyecciones del NRD se dirige hacia las neuronas colinérgicas

mesopontinas que conforman los núcleos del tegmento Iaterodorsal (LDT) y

pedunculopontino (PPT). Estas áreas han sido ampliamente involucradas en Ia

promoción del sREM. En ratas, Ia aplicación localizada de 5-HT en los núcleos

LDT/PPTreduce el sREM y los eventos fásicos asociados a este estado (Horner y col.,

1997). Más aún, la administración de 8-OH-DPAT, un agonista selectivo del receptor

de serotonina 5-HT1A,en los núcleos LDT/PPT reduce el sREM en gatos (Sanford y coI.,
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1994), mientras que en ratas suprime casi completamente Ia actividad neuronal de las

células promotoras del sREM ubicadas en estos núcleos (Thakkar y co|., 1998). Por Io

tanto, se ha sugerido que las estructuras del tronco cerebral que se encuentran activas

durante el estado de alerta del animal, como el NRD, ejercerían la inhibicióndel sREM

a través de los receptores 5-HT1Alocalizados en las áreas promotoras de este estado.

Por otro lado, la perfusión de 8-OH-DPAT en el NRD provoca un aumento del sREM en

gatos (Portas y co|., 1996) y en ratas (Bjorvatn y co|., 1997).

La misma correlación entre los estados comportamentales del ciclo de vigilia-sueño y

los cambios en la liberación de 5-HT ha sido también demostrada en otras áreas

cerebrales que reciben proyecciones de los núcleos del rafe, tales como Ia corteza

frontal (Portas y coI., 1998), la amígdala y el bulbo en gatos (Shouse y co|., 2000) y el

hipocampo en ratas (Park y co|., 1999). En efecto, los núcleos del NRD y NRM

proyectan hacia el hipocampo con un patrón de distribución diferencial, con

proyecciones de ambos núcleos en la parte ventral del hipocampo y con una proyección

predominante del NRMen el área dorsal. Esta distribución fue confirmada a través de

estudios electroflsiológicos, en donde se demostró que la estimulación eléctrica de los

núcleos del rafe produce un aumento de la liberación de 5-HT en una forma

topográficamente diferencial (Azmitiay Segal, 1978), (McQuade y Sharp, 1997), (Mokler

y co|., 1998). En el presente trabajo de investigación, el uso de la técnica de

microdiálisis permitió Ia medición de los niveles extracelulares de 5-HTen el hipocampo

y Ia correlación de éstos con los estados de vigilancia del animal, sin embargo, la

resolución específica dela inervación diferencialdel hipocampo no fue posible mediante

esta técnica. Futuros estudios sobre este patrón distintivode inervación del hipocampo

ayudarán ala comprensión del roldiferencial de los núcleos del rafe en la regulación del

ciclo de vigilia-sueño.

Por otro parte, Ia neurotransmisión de 5-HTen el hipocampo participa en la modulación

de la actividad theta característica de los estados de vigiliay sREM (Leung, 1998). Los

resultados presentados en este trabajo de investigación estarían de acuerdo con la

hipótesis que propone que Ia 5-HTdesempeña un rol inhibitoriosobre los generadores

hipocampales de la actividad theta (Marrosu y col., 1996). La reducción de los niveles

extracelulares de 5-HTen el hipocampo durante el sREM, demostrada en el presente

trabajo, provoca entonces, Ia desinhibición de los núcleos promotores de la actividad

theta, Ia cual permitiría Ia generación de este rango de frecuencias durante el sREM.

Esto implica que la actividad theta presente durante el estado de vigiliatendría una
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modulación colinérgica. De todas maneras, no se puede descartar Ia posible presencia

de subpoblaciones de neuronas serotoninérgicas cuya actividadse encuentre reducida

durante Ia vigilia y sean las responsables de la generación de la actividad theta

hipocampal durante dicho estado (Veasey y co|., 1997). Además, es necesario

considerar que mediante Iatécnica de microdiálisisno es posible obtener una resolución

anatómica suficiente como para discriminar la actividad de estas subpoblaciones
neuronales.

Los niveles extracelulares de 5-HTen el hipocampo aumentan durante el período de

privación del sueño por manipulación delicada.

Los resultados de este trabajo de investigación constituyen Ia primer evidencia directa

de los efectos de la privación del sueño sobre Ia neurotransmisión serotoninérgica en

el hipocampo, y los efectos de la vigilia forzada en el período subsiguiente de

recuperación del sueño. Un período de 4 horas de privación del sueño por manipulación

delicada produce un aumento de los niveles extracelulares de 5-HTen el hipocampo (40

%), en comparación con los niveles del neurotransmisor durante Ia vigiliaespontánea

durante Ia misma ventana temporal del ciclo luz-oscuridad. Varios autores han

propuesto que Ia actividad comportamental es un determinante importante de Ia

neurotransmisión de 5-HT, y que probablemente el incremento de 5-HT observado

durante la fase oscura, o activa en ratas, resulta como consecuencia de un aumento

sostenido de Ia actividad motora (Dudley y co|., 1998), (Jacobs y Azmitia, 1992),

(Linthorst y co|., 1995), (Mendliny co|., 1996), (Rueter y Jacobs, 1996b). Los niveles de

5-HThipocampal desarrollados durante el período de privación del sueño, al comienzo

de Ia fase luminosa, no difieren de los máximos valores alcanzados durante Ia vigilia

espontánea en la fase oscura (estudios preliminares no publicados). Por lotanto, no se

puede descartar Ia posibilidad de que el incremento de los niveles de 5-HT durante Ia

vigiliaforzada se deba al desarrollo de una actividad comportamental sostenida.

Estudios anteriores han sugerido que Ia privación del sueño posee un efecto sobre el

sistema de neurotransmisión de 5-HT. Toru y col. demostraron que la concentración

tisular de 5-HIAAaumenta en el NRD y en el tálamo de ratas, luego de 24 horas de

vigilia forzada, sin embargo no fueron encontradas diferencias significativas en la

concentración tisular de 5-HT (Toruy co|., 1984). Otro estudio demostró que un período

de tan solo 3 horas de privación del sueño por manipulación delicada produce un

aumento en el metabolismo de 5-HT en Ia corteza frontal, el hipocampo, el hipotálamo
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y el tronco cerebral (Asikainen y co|., 1997). Sin embargo, estos estudios no describen

los posibles cambios en la neurotransmisión de 5-HT a Io largo del período completo

de la privación del sueño y los efectos sobre el período subsiguiente de recuperación.

Estudios electrofisiológicos en gatos, demostraron que la frecuencia de disparo de las

neuronas serotoninérgicas del NRDaumenta durante el período de privacióndel sueño,

retornando luego a valores basales durante la etapa de recuperación (Gardner y co|.,

1997). Recientemente, Grossman y col. demostraron que 3 horas de privación del

sueño por manipulacióndelicada provoca una estimulación de los niveles extracelulares

de 5-HTen el núcleo supraquiasmático de hámster, área que recibe proyecciones del

NRD (Grossman y coI., 2000). Por otra parte, Prevot y col. demostraron que la privación

del sueño, en ratas, produce una reducción dela inhibiciónde la tasa de disparo de las

neuronas de 5-HTdel NRDprovocada por citalopram, un inhibidordela recaptación de

5-HT que induce el aumento extracelular del neurotransmisor (Prevot y col., 1996).

Similares resultados fueron obtenidos en gatos, por Gardner y col. Estos autores

demostraron que Ia inhibición de Ia actividad neuronal en el NRD producida por Ia

administración sistémica de 8-OH-DPAT, un agonista selectivo del receptor 5-HT1A,es

disminuida por Ia privación del sueño (Gardner y col., 1997). Estos resultados sugieren

que la vigiliaforzada durante un período en el cual la presión de sueño es elevada,

resulta en la desensibilización de los autorreceptores somatodendríticos 5-HT1A.Esta

desensibilización estaría implicada, a su vez, en la reducción de la respuesta de las

neuronas serotoninérgicas del NRDal mecanismo de retroalimentación negativa, Iocual

derivaría a una actividad neuronal elevada. EInormal desarrollo del ritmo circadiano de

la expresión de los autorreceptores 5-HT1A,que en ratas consiste en una baja expresión

durante la mañana o comienzo de la fase luminosa y una concentración máxima

alrededor del comienzo de Iafase oscura (Wesemann y Weiner, 1990), (Pauli, 97 A.D.),

(Reul y Linthorst, 2000) podría estar involucrado en la reducción 'de la respuesta

autoinhibitoria de las neuronas serotoninérgicas del NRD. Por otro lado, los resultados

del presente trabajo de tesis demuestran que la privación del sueño por manipulación

delicada constituye una situación de estrés para el animal (ver discusión más adelante),

por Iotanto, no se puede descartar que en este paradigma experimental, la activación

del eje HPAdesempeñe un rolimportante enla desensibilización de los autorreceptores

de las neuronas serotoninérgicas (Meijery de Kloet, 1998). Por Iotanto, la identificación

de los mecanismos involucradosen el aumento de actividad del sistema serotoninérgico

durante el período de privación del sueño necesita de estudios más detallados, como
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por ejemplo, el análisis de los efectos dela adrenalectomía en la misma. Por otra parte,

Ia administración crónica de drogas antidepresivas, especialmente los inhibidores

específicos de la recapturación de 5-HT, produce un aumento progresivo en Ia

neurotransmisión de 5-HT, y se ha demostrado que tal incremento es, en parte,

consecuencia de Iadesensibilización de los autorreceptores somatodendriticos 5-HT1A

dentro del NRD(revisión: (Gardier y co|., 1996)). Por Iotanto, basados en los resultados

presentados en este trabajo de tesis y en evidencias previas de otros autores, se

sugiere que la reducción de Ia respuesta de retroalimentación negativa mediada por la

desensibilización de los autorreceptores 5-HT1Asería el mecanismo que potencia la

secreción de 5-HT durante la privación del sueño.

Los niveles extracelulares de 5-HThipocampa/ retoman inmediatamente a los valores

basa/es durante el período de recuperación del sueño

Como se discutió en el apartado anterior, 4 horas de privación del sueño por

manipulación delicada produce un aumento en la neurotransmisión de 5-HT

hipocampal. Sin embargo, durante el período subsiguiente de recuperación del sueño,

los niveles extracelulares de 5-HT hipocampal, asociados con los estados del sueño,

SL y sREM, no difirieron de los valores observados para los mismos estados bajo

condiciones basales y dentro de la misma ventana temporal del ciclo de luz-oscuridad.

Además, se mantuvo Ia correlación entre la concentración de 5-HT hipocampal y los

estados comportamentales del animal, observándose los máximos niveles de 5-HT

durante la vigilia, los niveles intermedios durante el SL y los niveles mínimos durante

el sREM. Luego de finalizado el procedimiento de privación de sueño, la mayoría de los

animales permanecieron despiertos y activos espontáneamente por algunos minutos

(3 - 20 minutos). Estos episodios de vigilia dieron lugar a las únicas muestras de

dializado asociadas con un 100 % de este estado comportamental, durante las 2 horas

del período de recuperación analizadas. De manera predecible, los niveles de 5-HTen

estas muestras permanecieron elevados, reflejando la continuación de Ia activación

exacerbada del sistema serotoninérgico.

EI retorno de los niveles de 5-HT en el hipocampo a concentraciones basales durante

el SL y el sREM, inmediatamente luego de la actividad acrecentada del sistema

serotoninérgico, sugeriría que el mecanismo involucrado en la inhibición de las

neuronas de 5-HT del NRD, el cual daria lugar a Ia activación de las neuronas

generadoras del sueño, no fue alterado durante las 4 horas continuas de vigiliaforzada.
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Uno de los mecanismos de regulación de la actividad de las neuronas del NRD es la

retroalimentación negativa a través de los autorreceptores 5-HT1A.Como se discutió

previamente, una desensibilización de los autorreceptores somatodendríticos 5-HT1A

ocurriría durante la privación del sueño (Prevot y co|., 1996). Por consiguiente, es

probable que otro proceso de regulación participe, o sea responsable, de la reducción
de los niveles de 5-HT a valores basales durante los estados de sueño. Estudios de

microdiálisis en gatos señalan un aumento en los niveles de GABAen el NRDdurante

el sREM (Nitz y Siegel, 1997). Además, en ese mismo estudio, se observó que la

microinfusión en el NRD de picrotoxina, una antagonista de GABA, bloquea Ia

generación del sREM (Nitz y Siegel, 1997). Estudios realizados por otros autores en

ratas sugieren que el aumento del tono inhibitorio GABAérgico esta implicado en Ia

reducción de Ia actividad de las neuronas serotoninérgicas del NRD durante el SL y el

sREM (Gervasoni y co|., 2000). Estos resultados han sido confirmados mediante

estudios in vitro, donde se observó que Ia inducción de las corrientes inhibitorias

postsinápticas producida por 5-HTsobre los cuerpos neuronales serotoninérgicos del

NRD es bloqueada por la presencia de bibicullina, un antagonista del receptor GABAA

(Liu y coI., 2000). Un trazado retrógrado de Ia inervación GABAérgica del NRD indicó

que uno de los orígenes de estas proyecciones lo conforma el área preóptica lateral

(Gervasoni y col., 2000), involucrada en el comienzo y mantenimiento del sueño (Sherin

y col., 1996), (Szymusiak y co|., 1998). Recientemente, neuronas GABAérgicas

promotoras del sueño han sido identificadas en el núcleo preóptico ventrolateral

(VLPO), y serían las encargadas de llevar a cabo Ia inhibición de las áreas

serotoninérgicas y noradrenérgicas responsables de Ia promoción del estado de vigilia

(Gallopin y co|., 2000). Por otro lado, esas mismas áreas serotoninérgicas y

noradrenérgicas promotoras del estado de vigilia, envían proyecciones hacia las

neuronas del VLPO, las cuales tendrían un rol inhibitoriodurante el estado de vigilia

(Gallopin y coI., 2000), conformando así, un mecanismo de regulación recíproca entre

las áreas generadoras de losestados comportamentales. Esta reducciónenla actividad

del sistema de 5-HT debida a la participación regulatoria de las proyecciones

GABAérgicas, avala el modelo propuesto por McCarIey y col. para la generación del

sueño REM (McCarIey y coI., 1995).
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La concentración de corticosterona libre en el SNC aumenta durante la privación del

sueño

En el presente trabajo de tesis se demostró que la privacióndel sueño por manipulación

delicada produce un marcado aumento en los niveles de Ia corticosterona libre en el

SNC durante las 4 horas del procedimiento. Los animales fueron manipulados

diariamente, previo al experimento, para evitar la influencia de un entorno extraño en

los resultados. Esta consideración, mas el análisis del curso temporal (máximo nivel

alcanzado a los 90 minutos) y la magnitud de la respuesta de los niveles de

corticosterona libre a Ia privación del sueño, descartan la posibilidad de que el

incremento observado se deba a la exposición del animal a un entorno novedoso

(estrés moderado), y sugiere que las 4 horas de vigiliaforzada constituyen per se una

situación de estrés para el animal. La observación directa del comportamiento del

animal durante el período de privación del sueño mostró un aumento gradual de la

perturbación del animal a Iolargo de las 4 horas, siendo la última hora la más difícilpara

mantener al animal despierto. Sin embargo, el curso temporal de los niveles de

corticosterona libre muestra un aumento pronunciado durante las primeras dos horas

del procedimiento de privación del sueño, permaneciendo luego durante el resto del

procedimiento en un nivel elevado pero continuo. Esta reducción en la magnitud de la

respuesta de corticosterona librecuando resulta evidente que la situación es estresante

para el animal sugiere la participación de un mecanismo de retroalimentación negativa.

Por otra parte, evidencias previas demostraron que situaciones o factores de estrés que

producen un aumento en los niveles de corticosterona, provocan también un incremento

en la neurotransmisión de serotonina en ratas (Linthorst y co|., 1999), (Adell y co|.,

1997). Además, Laaris y col. describieron ¡n vivo e ¡n vitro, que la corticosterona

produce una reducción de los efectos inhibitorios del agonista del receptor de 5-HT1A

sobre la frecuencia de disparo de las neuronas de 5-HTen el NRD, Io'cual sugiere que

lacorticosterona posee efectos moduladores sobre losautorreceptores serotoninérgicos

del NRD, (Laaris y col., 1995, 1997, 1999). Por lo tanto, no se puede excluir la

participación del incremento de los niveles de corticosterona libreen la desensibilización

de los autorreceptores somatodendríticos 5-HT1Adel NRDque tendría lugar durante la

privación del sueño.

Por otra parte, el aumento en los niveles de Ia corticosterona libre durante las 4 horas

de vigilia forzada, llevadas a cabo al comienzo de la fase luminosa, no alteró la

continuidad del ritmo circadiano del esteroide en el SNC.
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Un período de 4 horas de privación dei sueño produce un aumento en la actividad de
onda lenta del EEG

La actividad de onda lenta del EEG (0,5 - 4,0 Hz) es frecuentemente usada como un

parámetro indicador de Ia intensidad del sueño, la cual estaría homeostáticamente

determinada por los períodos de vigiliay sueño precedentes (Tobler y Borbely, 1986),

(Borber y coI., 1984), (Lancel, 1993). Los resultados presentados en este trabajo de

investigación muestran que Ia vigilia forzada por un período de 4 horas, provoca un
marcado incremento en la actividad de onda lenta del EEG. Este aumento en la

amplitud de Ia frecuencia de onda lenta (205 % del valor basal) se mantuvo

significativamente a Io largo de las dos horas del periodo de recuperación del sueño

analizadas en este estudio, en paralelo con un incremento del tiempo total del SL. Sin

embargo, pese a la tendencia a la disminución del tiempo total de la vigilia, no se

observaron diferencias significativas en los tiempos totales de los estados de vigiliay

sREM, con respecto al basal. Resultados similares fueron obtenidos por García-García

y col., quienes mostraron que la vigiliaforzada por manipulación delicada durante 4

horas provoca un aumento de Ia actividad de onda lenta, sin modificar los tiempos

totales de vigiliay sREM (Garcia-Garcia y col., 1998). Otro estudio señaló que 6 horas

de privación del sueño produce un aumento inmediato y persistente de Ia actividad de

onda lenta y del tiempo total del SL en ratas, aunque un procedimiento de 3 horas

induce un incremento del SL en forma retardada y transitoria, pero no tiene efectos

sobre la actividad de onda lenta del EEG (Tobler y Borbely, 1990). En ambos casos el
sREM no fue afectado.

Por otro lado, varios autores han propuesto que Ia neurotransmisión serotoninérgica

desempeña un rol inhibitoriosobre la generación de las ondas lentas durante la vigilia,

momento en que el sistema de 5-HT se encuentra activado. Por lo tanto, la reducción

de los niveles de 5-HT durante el período de recuperación del sUeño, permitiría la

generación y el aumento de la actividad de onda lenta del EEG durante el SL (Hobson,

1999). Sin embargo, es necesario realizar estudios más detallados sobre la relación

entre el aumento en la neurotransmisión de 5-HT hipocampal durante el período de

vigiliaforzada y el marcado incremento en la actividad de onda lenta en los episodios

de SL durante la etapa de recuperación.

La privación de sueño como terapia antidepresiva

EI procedimiento de la privación del sueño, por una o dos noches, en pacientes que
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padecen de depresión mayor tiene efectos antidepresivos en aproximadamente un 60

% de los casos (Wu y Bunney, 1990). Sin embargo, estos efectos positivos son

inmediatos pero transitorios. Los pacientes con depresión sometidos a la terapia de

privación del sueño recaen en la sintomatología de la enfermedad luego de la

subsiguiente noche de sueño o siesta. Por el contrario, el tratamiento con drogas

antidepresivas, requiere de períodos prolongados (2 a 3 semanas) hasta la aparición

de los efectos terapéuticos, Iocual indica Ia necesidad de cambios profundos a nivelde

la expresión génica en los sistemas de neurotransmisores y endocrino (Blier y de

Montigny, 1999), (Nemeroff, 1998), (Marsden, 1991) Por otra parte, como se mencionó

previamente, la disfunción de la neurotransmisión de serotonina ha sido implicada en

Ia patofisiología dela depresión mayor (Maes y Meltzer, 1995), (Cowen y Wood, 1991),

(Mann, 1999), (Cryan y Leonard, 2000). De hecho, ha sido demostrado que la mayoría

de los tratamientos antidepresivos afectan el sistema central de 5-HT, produciendo un

aumento de los niveles extracelulares de 5-HT (Bliery de Montigny, 1994), (Mongeau

y co|., 1997), (Bliery de Montigny, 1999), el cual sería mediado por la desensibilización

de los autorreceptores somatodendríticos 5-HT1A(Gardier y co|., 1996), (Singh y Lucki,

1993), (Kreiss y Lucki, 1995). Coincidiendo con esta idea, el aumento de los niveles de

5-HTobservado durante un período de vigiliaforzada, y propuesto como resultado de

una desensibilización de los autorreceptores somatodendríticos 5-HT1A,podría ser el

mecanismo por el cual Ia privación del sueño ejerce sus efectos antidepresivos. No

obstante, dadas las diferencias en el desarrollo temporal de los efectos antidepresivos

y en Ia estabilidad de la acción terapéutica entre el procedimiento de privación del

sueño y el tratamiento con drogas antidepresivas, como los SSRI, resulta claro que
distintos mecanismos efectores se encuentran involucrados en cada uno de estos

efectos. Por Iotanto, un estudio detallado de los mecanismos fisiológicos involucrados

en ambos procedimientos, ayudaría a la mejorcomprensión de los procesos implicados

en Ia etiología y el tratamiento de Ia depresión mayor.
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6- CONCLUSIONES

Los estudios realizados en el presente trabajo de Tesis permitieron alcanzar las

siguientes conclusiones:

/- El sistema central de CRH posee efectos reguladores sobre el sistema de

neurotransmisión serotoninérgica en roedores.

o La infusión de CRH o Ucn produce la activación de la expresión de c-fos en

áreas especificas del SNC de la rata.

o La administración i.c.v. de CRH y Ucn produce un aumento en los niveles

extracelulares de 5-HT y su metabolito 5-HIAAen el hipocampo. Ucn produce

una mayor estimulación en comparación con la administración de una misma

dosis de CRH. Dichosefectos de CRHsobre Ianeurotransmisión serotoninérgica

hipocampal no estarían mediados por corticosterona.

Il-La disfunción del sistema de CRH (deficiencia del CRH-R1)provoca alteraciones en

la transmisión de 5-HThipocampal bajo condiciones basa/es y en respuesta al estrés

o La disfunción crónica del CRH-R1 provoca un aumento en la síntesis de 5-HT,

aunque no altera sus niveles extracelulares en el hipocampo, ni el ritmo

circadiano del neurotransmisor. Asimismo, tampoco afecta la relación entre los

niveles de 5-HT hipocampal y el grado de actividad comportamental del animal

en condiciones basales.

o En ratones de cepa salvaje, el estrés por natación forzada produce un aumento

de los niveles de 5-HT y 5-HIAAhipocampal. La deficiencia del CRH-R1 provoca

un acrecentamiento de la respuesta de 5-HTal estrés, no obstante la respuesta
de 5-HIAAno fue alterada.

lll-Los receptores de CRHparticipan de una manera diferencial en la regulación dela

activación del eje HPA
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o La administración i.c.v. de CRH o Ucn produce un aumento en los niveles

extracelulares de corticosterona libre en el SNC. Ucn posee un mayor efecto,

comparado con una misma dosis de CRH, sin embargo, Ia respuesta temporal

del esteroide difiere con respecto al neuropéptido y dosis administrada.

o Los niveles de corticosterona libreen el SNC son indetectables en animales que

presentan una disfunción del CRH-R1.

IV- Los receptores de CRH poseen un rol diferencial en el control de la actividad

comportamental

o La administración i.c.v. de CRH o Ucn ejerce una marcada estimulación de Ia

actividad comportamental de la rata en un entorno familiar. Sin embargo, estos

neuropéptidos estimulan un patrón comportamental diferencial.

o Los ratones con deficiencia genética del CRH-R1 desarrollan una mayor

actividad comportamental durante la fase luminosa del ciclode luz-oscuridad. Sin

embargo, la disfunción de dicho receptor no produce diferencias en el

comportamiento en respuesta al estrés por natación forzada.

V-La neurotransmisión de 5-HTen el hipocampo corre/aciona con los estados del ciclo

de vigilia-sueño

o Los niveles extracelulares de 5-HT hipocampal correlacionan con el estado de

vigilancia. Los niveles más altos de 5-HT en el hipocampo se asocian al estado

de vigilia. Una reducción en los niveles de 5-HT tiene lugar durante el SL,

mientras que los niveles mínimos de 5-HT se observan durante el sREM.

VI-La privación de sueño provoca un aumento enla actividad dela neurotransmisión

serotoninérgica hipocampal, sin embargo los niveles de 5-HTretornan a valores basa/es

durante la recuperación

o La privación de sueño por manipulación delicada durante un período de 4 horas

produce Ia estimulación de Ia transmisión serotoninérgica hipocampal. Sin
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embargo, durante las 2 horas subsiguientes de recuperación del sueño, los

niveles de 5-HT retornan a niveles basales en los episodios de SL y sREM.

VII-La vigiliaforzada por manipu/ación delicada constituye una situación de estrés para

el animal

o La privación de sueño, pese a ser por manipulación delicada, provoca un

aumento de los niveles de corticosterona libre durante la vigilia forzada. Sin

embargo, este efecto no altera el normal desarrollo del ciclo circadiano de la
corticosterona libre.

Los resultados de estudios en animales presentados en este trabajo de tesis

contribuyen ala hipótesis de la existencia de una interacción entre los sistemas de CRH

y de neurotransmisión serotoninérgica. Laadministración central de CRH y Ucn produce

un marcado aumento en los niveles de 5-HT hipocampales, con distintos poderes de

estimulación para ambos péptidos, locual sugiere la participación del CRH-R2 en estos

efectos. Más aún, la disfunción crónica del CRH-R1 posee consecuencias sobre la

neurotransmisión serotoninérgica, provocando un aumento enla síntesis de 5-HTy una

mayor respuesta de este neurotransmisor al estrés. Como se describió previamente en

la introducción, desórdenes en el funcionamiento de los sistemas de CRH y de Ia

neurotransmisión serotoninérgica han sido involucrados en la etiología de la depresión

mayor. Los resultados presentados en este trabajo de tesis resultan también de interés

desde un punto de vista terapéutico, ya que se demostró que el bloqueo crónico de Ia

función del CRH-R1 provoca un aumento enla neurotransmisión serotoninérgica, efecto

que podría estar implicadoen la acción antidepresiva de antagonistas especificos del

CRH-R1 reportada recientemente en humanos (Zobel y col., 2000);

Por otra parte, los resultados presentados en este trabajo de investigación muestran

que el procedimiento de privación del sueño produce un aumento en los niveles

hipocampales de 5-HT, el cual podría estar implicado en los efectos terapéuticos de

este procedimiento en pacientes depresivos. Además, la evidencia aportada en este

trabajo de que este cambioenla neurotransmisiónserotoninérgica desaparece durante

el subsiguiente periodo de recuperación del sueño, podría explicar la breve duración de

los efectos antidepresivos de la privación del sueño.
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