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RESUMEN

Las sinapsis inhibitorias del sistema nervioso re¢mstan mediadas principalmente

por los receptores GABAasociados a un canal activado por, @s cuales presentan
variados sitios modulatorios. La regulacion din&mde su composicion, distribucién y
expresion tiene consecuencias funcionales relevaate la excitabilidad neuronal bajo
condiciones fisiologicas y fisiopatolégicas. Un miee estresante produce cambios
neuronales que dependen de neurotransmisores yohasmlos cuales activan diversos
mecanismos de sefializacion intracelular y extréamel8e conoce que adrenalina periférica y
noradrenalina central liberadas durante un estyédaa a nivel cerebral, activan diferentes
subtipos de receptores adrenérgicos. Por lo tasta, liberacion de noradrenalina central
podria modular diferencialmente la insercion deepéares GABA a la membrana
postsinaptica, dependiendo de la via noradrenéagiteada. En el presente trabajo de Tesis
se estudiaron los efectos de diferentes dosis deadremalina inyectadas
intracerebroventricular sobre el comportamientgpdios neonatos expuestos a un Campo
Abierto. Se observé que las dosis de noradrenatés bajas (entre 0,025 y 0,@) vy las
mas altas (5,00 y 10,00y) indujeron una disminucion sobre la latencia paaenzar a
ambular en la prueba indicando una respuesta a@msaay Por lo tanto, el sistema
noradrenérgico estaria participando en la inducdéna ansiedad quizas a través de la
activacion de vias noradrenérgicas que incremegltdarousal o estado de vigilia ante el
ambiente nuevo. La administracion intraperitonealll nmol/kg de yohimbina, antagonista
selectivoay.adrenérgico, bloqued el incremento inducido poradmnalina en la latencia
para ambular solamente a una dosis de pgQ@nientras que la administracion sistémica de
250 nmol/kg de propranolol, antagonista competitieoselectivg3-adrenérgico, anul6 este
incremento sélo en la dosis de 0,gZbde noradrenalina, hasta valores comparablesicon e
grupo de aves administrado con solucion fisiolagikidemas, se observo que dosis de 2,50;
5,00 y 10,00ug de noradrenalina incrementaron el reclutamieoaeteptores GABA
sensibles a flunitrazepam en sinaptosomas provesiede cerebro anterior de pollos
neonatos. Asimismo, la yohimbina coadministradamaradrenalina bloqueo el incremento
inducido por el estrés agudo de la prueba y las @dtes de noradrenalina sobre los valores
de densidad méxima de receptores GABAvalores alcanzados con noradrenalina sola, es

decir que el reclutamiento de receptores GARAtaria siendo modulado a través de la
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activacion de receptores.adrenérgicos. Sin embargo, la administracion derprmlol no
modifico los valores de densidad maxima en avessslas respecto de los obtenidos con
noradrenalina sola, es decir que a las dosis mjas da noradrenalina no intervendrian los
subtipos de receptor@sadrenérgicos sobre el reclutamiento de recept®rd3A . Estudios

de inmunohistoquimica revelaron que dosis de 0,2%,00 ug de noradrenalina
incrementaron la expresion de la subunidadde receptores GABA en Nidopallium,
mientras que en Medial Striatum sélo se observdumento a la dosis de 5,0 respecto

de aves inyectadas con solucion fisiologica. E&taas estan involucradas fuertemente en la
respuesta emocional al estrés, por lo tanto, etimento en la expresion de la subunidad
de receptores GABAen estas zonas podria estar asociado al efedmmgénigo inducido
por la administracion central de noradrenalina gXposicion a un Campo Abierto. Por otro
lado, se investigo el efecto de diferentes dosimsidina administrada centralmente sobre el
comportamiento de pollos expuestos a un Campo #bigrsobre el reclutamiento de
receptores GABA Solo la dosis de 2,5 mUl indujo un aumento significativo en la
latencia de ambulacién, mientras que diferentesdigsinsulina ensayadas incrementaron el
reclutamiento de receptores GABAen aves no estresadas, quizas al estimular la
fosforilacion de los receptores y/o de sus proteiyneen consecuencia al incrementar el
trafico y la posterior insercion del receptor arlambrana. En conclusion, la noradrenalina
central tendria un importante rol en la respuestaceonal y neuroquimica orquestando
diversas actividades en el cerebro de pollos neseret modular dinamicamente la fuerza
sinaptica inhibitoria GABAérgica dependiendo dabtiuo de receptor adrenérgico activado

y de la localizacion de los receptores GABAvolucrados.
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SUMMARY

Inhibitory synapses in the central nervous systempamarily mediated by GABAA

receptors activated by Thannels, which possess various modulatory sithe. dynamic
regulation of its composition, distribution and exgsion has important functional
consequences on neuronal excitability under phggichl and pathophysiological
conditions. A stressful event induces neuronal gearbeing dependent of neurotransmitters
and hormones, which activate various signallingainand extra-cellular mechanisms. It is
known that peripheral adrenaline and central neraline released during acute stress, at
cerebral level, activate different noradrenergicepor subtypes. Therefore, the central
noradrenaline release could differentially modulidie recruitment of GABA receptors to
postsynaptic membrane, depending of the noradrengig activated. In this thesis, we
studied the effects of different doses of noradreaanjected intracerebroventricularly on
the behavior of neonatal chicks exposed to an Gjeld. It was observed that the lowest
doses of noradrenaline (0.025 and Qu@ipand the highest ones (5.00 and 1@@§Pinduced

a decrease of the latency to begin to ambulatecatidg an anxiogenic-like response.
Therefore, the noradrenergic system may be paaticig in the induction of anxiety perhaps
through activation of noradrenergic pathways thatease the "arousal" or waking state to
novelty. Intraperitoneal administration of 15 nrkgl/of yohimbine, selective,-adrenergic
antagonist, blocked the noradrenaline-induced aszeon the latency to ambulate only at a
dose of 5.0Qug, whereas systemic administration of 250 nmol/kgpanolol, competitive
non-selective antagonisf-adrenergic, suppressed the increase only at 0,0f50f
noradrenaline until values comparable to salinaugrd-urthermore, it was observed that
doses of 2.50, 5.00 and 10.0§ of noradrenaline increased flunitrazepam-sersBABAA
receptor recruitment in forebrain synaptosomes frmonatal chicks. Also, yohimbine co-
administered with noradrenaline blocked the ristuged by acute stress and by the higher
doses of noradrenaline on the maximum binding wdlles with noradrenaline alone,
therefore GABA\ receptor recruitment would be modulated by adtwvaebf a,-adrenergic
receptors. However, the administration of proprahdid not change the maximum density
values in stressed birds respect to noradrenalomeatherefore at the lowest doses of
noradrenaline would not participate subtypeg-afdrenergic receptors on the recruitment of
GABA,. Immunohistochemical studies revealed that dode®.025 and 5.00ug of
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noradrenaline increased the expression of sulynif GABAA receptor in Nidopallium,
while in Medial Striatum a single dose of 5.0 increased this expression compared to
saline group. These areas are strongly involvadaremotional response to stress, therefore,
the increased expression of ik subunit of GABA receptors may be associated with the
anxiogenic-like effect induced by central noradter®aand exposure to an Open Field. On
the other hand, we investigated the effect of diffe doses of insulin administered centrally
on the behavior of chicks exposed to an Open Faeld on the recruitment of GABA
receptors. It was observed that only dose of 2.8/ml induced a significant increase in
latency of ambulation, whilst different doses ofsuhin increased GABA receptor
recruitment in unstressed birds, perhaps by stitimglaeceptor phosphorylation and/or their
proteins and, consequently by increasing traffid anbsequent insertion of the membrane
receptor. In conclusion, the central noradrenalveuld play an important role in the
emotional response and neurochemistry orchestra@vgral activities in neonatal chick
brain to dynamically modulate GABAergic inhibitorgynaptic strength depending of
adrenoreceptor subtype activated and of localinaifdGABAa receptors involved.

Vi
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1-INTRODUCCION

El principal sistema de neurotransmision inhibtoen el Sistema Nervioso
Central (SNC) de vertebrados e invertebrados esstdma GABAérgico y su actividad
esta mediada por el &cidaminobutirico (GABA). EI GABA es uno de los
neutrotransmisores mas abundantes en el cerebtd, eexargado de regular la
excitabilidad neuronal y por lo tanto estd implecagh namerosos procesos fisioldgicos
como patologicos. Las interneuronas GABAérgicaarestmpliamente distribuidas en
todo el cerebro, se localizan en corteza, hipocarhgantalamo, cerebelo, estructuras
limbicas y su funcion esta asociada a distintitdstipos de receptores. Desde la década
del '50, se estudia el importante rol de las sisaBABAérgicas en el desarrollo de
diversas patologias. Se conoce que un déficit expaesion funcional de los receptores
GABAEérgicos, principalmente los receptores GABAestan asociados con epilepsia,
desordenes de ansiedad, déficit cognitivo, esquni, depresion y otras alteraciones

psiquiatricas (Jacob y col, 2008).

El GABA es sintetizado a partir del aminoacido ginato y esta reaccion es
catalizada por la enzingdutamato decarboxilaséGAD), asi es introducido en vesiculas y
acumulado en las neuronas presinapticas. EI GABAguinteracciona con los receptores
postsinapticos puede seguir dos caminoser recaptado por la neurona presinaptica o por
células gliales di) ser catabolizado por la enzingdutamato transaminasgGAT) a
succinato (Ganong y col, 201®n la figura 1, se observa un esquema de este AN

de transmision inhibitoria mediada por el sisterddB@érgico.
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Figura 1- Sintesis y recaptacién del neurotransmisor GABA GABA es un producto del
metabolismo del Glutamato, el cual es almacenadwesiculas (VGAT), es liberado tras la
despolarizacion sinaptica, luego se une a receppmstsinapticos y presinapticos, para finalmente
ser inactivado por diferentes mecanismos. Por da és recaptado por proteinas transportadoras,
para ser metabolizado por enzimas especificas (BATas células gliales o unirse a receptores de
la membrana presinaptica, y ser internalizado nuewde en la neurona. Fuent®wensy
Kriegstein (2002).

El GABA una vez liberado al espacio sinaptico muedteractuar con los
receptores GABA GABAg y/o GABAc. Los receptores GABA (RGABA,) son
receptores ionotropicos pertenecientes a la sup#idade receptores con actividad
asociada a un canal activado por liga8ohofield y col, 1987), que también incluye al
receptor nicotinico de acetilcolina, al receptogtieina sensible a estricnina y al receptor
de serotonina tipo 3 (5-hidroxi-triptamina3) (Kaile094; Mehta y Ticku, 1999; Arias y
col, 2002). Los RGABA forman un canal anionico permeable al, Cuya apertura es
inducida por la union del ligando GABA al recept@rovocando la consecuente
hiperpolarizacion de la membrana postsingptica y edta manera impidiendo la
transmision del impulso nervioso. Este neurotrasemiambién puede unirse a los
RGABAg (receptores metabotropicos) asociados a proteina aBnentando la
permebilidad al K y transmitiendo la sefial a través de segundos mensajEstos
receptores estan localizados en la membrana preosysipdptica, son estructuras
oligoméricas formadas por las subunidades GABA GABAgi, Y una subunidad
GABAg; (Bettler y Tiao, 2006). El avance de técnicas tea® y moleculares,

permitieron detectar la existencia de una familigilear del RGABAg y definir que los
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mismos estarian compuestos por complejos de las suburidad®As; y GABAg;, los
cuales estarian fuertemente unidos a subunidadelaes, formando tetrdmeros. Las
subunidades auxiliares forman parte de la subfandk KTCD potassium channel
tetramerization domain-containijgy estas cambian significativamente las propiedad
de los RGABAs. Por lo tanto, la composicion de los distintostipas de RGABA serian
los responsables de la farmacocinética y farmaeaodisn de este receptor (SchweNewman
Keulsy col, 2010).

Los RGABA: pertenecen a la familia de receptores con activekociada a un
canal activado por ligando, formado por pentamesas subunidadgs .z, pueden ser
homomeéricos, heteroméricos o pseudo-heteroméricdd gombinacion de las cinco
subunidades forman un canal dé. Estan localizados en SNC y en 6rganos periféricos
Cuando estos receptores se activan pueden protiudmhibicion neuronal a nivel
presinaptico (despolarizacién) o postsinapticogtpplarizacion) (Perfilova y Tiurenkov,
2011).

En resumen, podemos sefialar que el GABA cuandansea sus diferentes
subtipos de receptores produce que el impulso esovho se transmita por distintos
mecanismos con una consecuencia funcional sindiéida al aumento de la diferencia
de potencial entre el lado interno y externo deelarona, por lo tanto, la excitabilidad de

la neurona a otros estimulos se encuentra disnairf@ednong y col, 2010).

1.1-Receptor GABA

Los RGABA estan compuestos por 5 proteinas integrales debraemy la
heterogeneidad de este receptor estaria asociaddacoombinacion de las distintas
subunidades ensambladas formando un canal dec@fa apertura es inducida por el
ligando natural GABA (Fig.2). Se han identificadt® genes que codifican para las 16
subunidadesu{.s, F1.3, Y13, &, &£ F, m p13) que conforman los distintos subtipos de
RGABAA (Simon y col, 2004; Olsen y Sieghart, 2009). Estsidhmunohistoquimicos y
de hibridizaciénin situ mostraron que la combinacion mas frecuente del B&Aen el
cerebro es la compuesta por las subunidadésy* con una estequiometria de 2:2:1.

Ademas, se observo que la subunidgolede ser sustituida por otras subunidadess y
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n segun su localizacién (Pirker y col, 2000). Potdoto, hasta ahora se conoce que los
receptores nativos pueden estar conformados paomaposicionw, B, ¥ o por la
combinacion=, B, # ubicados en sitios sinapticos y extrasinapticespectivamente

(Sieghart y Sperk, 2002).

GABA
—— Mucimal
| Neuroesteroides | offscacuima; |
! T | Neurcesteroides |
— | | L il
Barbitiricos | { |
T |I Benzodiacepinas
Picrotoxina - |  Sitio de unidn de

|
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00000000
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Figura 2- Estructura del RGABA Este modelo del receptor GARASta compuesto por cinco
subunidades, dos subunidadedos?, y una* siendo esta combinacion la mas abundante en el
cerebro. Ademas, se observa que en la interfaselastsubunidadesy B esta el sitio de unién al
GABA, mientras que en la interfase entrg y % el sitio de unién a las benzodiacepinas.
Asimismo, se pueden unir al receptor nimerososdéosicon accién agonista como el muscimol,
y diferentes tipos de antagonistas como la picioggxbicuculina o flumazenil. También se
pueden unir neuroesteroides, barbitlricos, anesgsntre otros. Fuente: Makkar y col. (2010).

Las subunidades del RGARAestan compuesta por una larga region extracelular
aminoterminal, seguida por 4 dominios transmembhaadh@fobicos llamados TM1, TM2,
TM3, TM4, que finaliza en un dominio carboxiloteral extracelular. Se conoce que en
los dominios intracelulares entre TM3 y TM4 se emtta el dominio intracelular el cual
sufre modificaciones posttranscripcionales, adepdsee sitios de fosforilacion por
diversas quinasas ademas de sitios de interaccidnnuomerosas proteinas citosdlicas
implicadas en la regulacion y trafico del receptacia la membrana (Vithlani y col,

2011). Estos sitios estan esquematizados en leafju
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Figura 3. A) Estructura de las subunidades del RGAB#e puede observar la region extracelular

aminoterminal, seguida por los dominios transmemdoBM1-TM4 que poseen una estructura
helice, y luego por la region carboxiloterminalregelular. Cada subunidad del receptor contiene
un dominio intracelular (ICD) que se encuentraeeiii¥i3 y TM4, que media un gran namero de
interacciones proteina-proteina y sufre modificaegopost-transcripcionald®) Vista transversal
del ensamblaje de las subunidades del RGAB#&mando el canal i6nico permeable al Cl
Fuente: Vithlani y col. 2011.

El sitio de unién al GABA estaria ubicado en keifase de las subunidadey F,
cuando el ligando se une produce la apertura dedlac@on un influjo de Clhacia el
interior neuronal, causando la hiperpolarizaciéhadmembrana y marcando el final de la
transmision nerviosa. Los RGARAademas del sitio de reconocimiento al GABA poseen
sitios para la union numerosos ligandos alostéricasno esteroides, barbitaricos y
benzodiacepinas (BZD) entre otros (Mohler, 2006).actividad de los RGABApuede
ser modulada por agonistas de GABA como el muscopel aumenta la actividad del
canal o puede ser bloqueada por antagonistas caon@ubna o picrotoxina (Macdonald y
Olsen, 1994, Sieghart, 1995). EIl muscimol es umisga del RGABA, cuyo sitio de
unién se encuentra en la interfase de las subussdadr (Mehta y Ticku, 1999) y como
consecuencia de esta union habria un aumentoidkiltécion neuronal (Johnston, 1996).
El sitio de union de las benzodiacepinas se logadiz la porcion extracelular N-terminal

del receptor en la interfase entre las subunidadey ¥, siendo la subunidag
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fundamental para producir receptores con sensddilida la modulacién por
benzodiacepinas (Benson y col, 1998).

Los barbitaricos y neuroesteroides se unen en aitims en el receptor, y estos
serian capaces de potenciar el efecto producidel@®ABA sobre el canal de QMehta
y Ticku, 1999). La unién de BZD a su sitio en atapgtor involucra un aumento de la
frecuencia de la apertura del canal des®l mostrar alteraciones en el tiempo de apertura,
mientras que los barbituricos producen un mayanp de apertura del canal (Mc Donald
y col, 1989; Steinbach y col, 2001). Por lo tarambos moduladores aumentarian la
fuerza sinaptica de la neurotransmision GABAérgiBa. conoce que los efectos del
diazepam (agonista del sitio BZD) ocurren sobreptares con diferente conformacion,
se reportd que los efectos sedativos y anticonanses estarian relacionados con los
receptores con la conformacian®?, ¥, (Rudolph y col, 1999; Mc Kernan y col, 2000),
mientras que los efectos ansioliticos serian mediadrincipalmente por receptores
compuestos poe,, B,7¥, (Low y col, 2000). Los antagonistas del RGABAcomo la
bicuculina, competiria con la unién del GABA al eptor, mientras que la picrotoxina
tendria su sitio de union sobre el canal dep@iduciendo el cierre del mismo y de esta
manera por diferentes mecanismos ambos produdaiaisminucion de la transmisiéon
inhibitoria (Johnston, 1996) (Fig. 2).

Desde el comienzo de las investigaciones ciensiftdedRGABA, estuvo asociado
con inhibiciones rapidas o fasicas del SNC medidatenteraccibn con receptores
postsinapticos, sin embargo se conoce que el RGABMbién es capaz de participar en
inhibiciones sinapticas lentas o toénicas mediadasspbtipos de receptores localizados
fuera o cerca del boton sinaptico (Mody y Pear@®42 Farrant y Nusser, 2005). Esta
ampliamente descripto que el RGABposee una compleja heterogeneidad, la cual estaria
dada por la combinacién de las distintas subuniglapee dan origen a los diferentes
subtipos de receptor con diferente abundanciaaliacion en el cerebro. Con diferentes
técnicas de inmunomarcacion se determindé que lospteres localizados en sitios
sinapticos estan compuestos principalmente ponsdades con la combinaciégys, B 23,
¥, (Chang y col, 1996; Fisher y col, 1997). Ademassialo descripto que los receptores
compuestos por subunidagestan fuertemente expresados en zonas axonalgaghos

que contienen la subunidad estan ubicados en la zona somadendritica de Ipsta
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(Luscher y Keller, 2004). En referencia a la sutadk, se conoce que el subtipe es el
menos expresado, mientras duey B3 estan fuertemente expresados aunguseria la
mas abundante y estaria extensamente distribuida y(Sol, 2001). En cerebelo la
subunidad ¥, esta asociada a conformaciones del receptor easzpostsinapticas,
mientras que las subunidadse encontré casi exclusivamente en zonas extgiag
siendo abundante en dendritas y somas extrasiogppero no se detectd expresion de
esta subunidad en localizaciones sinapticas (Nu4898). Ha sido reportado que los
receptores que contienen la subunigl@doducen una corriente inhibitoria tonica, ya que
son sensibles a muy bajas concentraciones de GAB& erden nanomolar y mantienen
abierto el canal de Cinas tiempo (Saxena y Macdonald, 1994). Por lmtas# postula
que la inhibicidn ténica producida por los recepsoextrasinapticos estaria mediada por
RGABAA con la composicion,e 2, 3 con distinta distribucion (Brickley y col, 1999%e
reportd que los receptores ubicados en sitios @rtrpticos son insensibles a BZD (Olsen
y Sieghart, 2009) y que las subunidageg us Se ensamblan formando complejos con las
subunidades, por lo tanto los receptores con la composiaiphs & y @, P3# Se localizan
exclusivamente en sitios extrasinapticos y medannhibicion tonica en cerebelo y
talamo (Nusser, 1998). La subunidag del RGABA, pudo identificarse en zonas
singpticas y extrasinpticas, contribuyendo tantta anhibicion fasica como tonica
(Bruning y col, 2002; Caraiscos y col, 2004; Serskary col, 2006). Sin embargo, se
considera que los receptores extrasinapticos costgmipor las subunidadegy: son los
principales receptores que median las sinapsi®itohias tonicas (Jacob y col, 2008).
Fig.4.



“Mecanismos intracelulares y extracelulares queleegel reclutamiento del Receptor GABA

| Terminal GABAergica

4 . -~
- e = '-,] e '
i II'-\J o B

I--,ﬂ." & ‘.. ‘: ‘,._ p. s i r ,'
I_ 0 IO :0 ,]G irG lg
oy oy o ey oy o pd o pd

Receptores sindpticos que

; e e, Receptores extrasinapticos
median la inhibicion fasica

que median la inhibicion
tonica

Figura 4- Composicion de los RGABAsegun su localizacion en la sinapdiss RGABA.
compuestos por las subunidadgs, P, ", estan localizados principalmente en sitios sicapty
median las inhibiciones rapidas o fasicas. Miengi@as los compuestos pafsPs= se encuentran
localizados extensamente en zonas extrasinipyias®an involucrados en las inhibiciones lentas
o tonicas. Fuente: Jacob y col. (2008)

1.2- Trafico del RGABA

La sintesis, el ensamblaje y la posterior inserd@iRGABA, sobre la membrana
postsinaptica es un proceso cuidadosamente regudadel cual intervienen numerosas
proteinas de diversa naturaleza y funcion. Estegsm es altamente dinamico, involucra
la exocitosis y endocitosis del receptor y estla@ontinuo es el que regula la fuerza de la
inhibicion neuronal (Vithrani y col, 2011). Compdendos fases bien diferenciadpsa
exocitosis del receptor y su insercion en la membpalasmatica yi) la endocitosis del

receptor desde la membrana hacia el interior aeyusa degradacion.

1.2.1- Exocitosis del RGABA
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Los procesos de sintesis y el ensamblaje de lasediks subunidades del receptor
se producen dentro del reticulo endoplasmatico pesar de que existen numerosas
combinaciones tedricas de subtipos de receptor pyigelen ser sintetizados, solo un
namero limitado de receptores maduros puede expeesga la membrana postsinaptica.
Combinaciones incorrectas del receptor que puedtar éormadas por homdémeros o
heterémeros conformados por dos subunidades senidas y luego degradadas por
proteosomas (Kittler y col, 2002; Vithrani y colp12). Por lo tanto, en el reticulo
endoplasmatico se produce un minucioso control elesamblaje que involucra
principalmente chaperonas y calnexina, que sufrepraceso de poliubiquitinaciéon para
después ser degradadas (Connolly y col, 1996)tdix{groteinas capaces de inhibir este
proceso denominadgsrotein like ubiquination(PLIC), en especial la PLIC-1 estaria
asociada a estabilizar las conformaciones corremitensintetizadas y ensambladas del
receptor, por ejemplo las subunidadeg , aumentando el tiempo de vida media en el
reticulo endoplasmético asi como facilitando lanagacion del RGABA en la sinapsis
(Bedford y col, 2001; Vithrani y col, 2011). Luegee sufrir este proceso de seleccion
altamente especifico, las subunidades correctansametizadas y ensambladas pasan al
complejo de Golgi donde se unen a un complejo dejras especificas asociadas con la
subunidad¥ de los RGABA llamadas GABARAP GABA receptor-associated protgin
con la capacidad de unirse a otras estructura®rmiess en el citoesqueleto como los
microtubulos y a un factor muy importante en estcgso que es el NSF
(Nethylmaleimide-sensitive facjorDentro del Golgi se forma un complejo receptor-
GABARAP-NSF que facilita su posterior insercion lanmembrana plasmatica. Existen
evidencias de que el complejo de proteinas GABARARIria fuertemente relacionado
con la subunidaé, ya que estudios realizados en cultivos neuronategraron que una
sobreexpresion de las GABARAP, producia un aumelgoinhibicion neuronal con
isoformas del receptor que involucran la subuniga@_eil y col, 2004). Ademas se
public6 que las GABARAP estarian asociadas comsarcion de los RGABAen la
membrana plasmatica y con el tiempo que estos séienan expuestos en la superficie
(Mardsen y col, 2007). Conjuntamente suceden o#asciones dentro del Golgi, como
por ejemplo la unién de la subunidéddon NSF y BIG-2l§refeldina inhibited GDP-GTP
factor) que modula el trafico del receptor, posteriorradatenzima GODZ (Golgpecific
DHHC zinc finger domain protejn es una palmitoiltransferasa que regula la

palmitoilacion de las subunidadesiendo este un paso critico en la insercion etsdptor
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a la membrana plasmatica. Finalmente el recepteractia con otras proteinas relevantes
para su trafico y correcta insercidon en la supiesfiestas son las PRIBhospholipase C
catalytically inactivg, que modulan los RGABAfuncionales regulando su fosforilacion.
Se ha demostrado que la fosforilacion es un proedsonente dinamico que puede
modular los RGABA funcionales, siendo la subunidacel sustrato para la PK@rptein
kinasa G y PKA (protein kinasa A dependiente de AMP cicilico (Kittler, 2003). Las
PRIP-1 regulan el trafico del receptor conjuntar@eomn las GABARAP, hay evidencias
de que una de las funciones de las PRIP seria rassgujue solo los receptores de
conformacionx ,k, ¥ sean correctamente insertados en la membrana. #sjese ha
observado que las PRIP-1 se pueden unir al donmiiacelular del receptor sirviendo
como una proteina adaptadora de una fosfatasal(PiRylicada en la modulacién fosfo-
dependiente de la expresion de los RGAB#@ncionales (Teruma y col, 2004). La
defosforilacion de los RGABAes determinada por la RR-y esta fosfatasa es inactivada
cuando se une a PRIP-1 (Yoshimura, 2001). Se @pok otra isoforma de PRIP (PRIP-
2) también se puede unir a GABARAP y la #Psugiriendo que el rol principal de las
diferentes isoformas de PRIP seria modular laesipn de RGABA funcionales (Uji,
2002) Fig.5.

10
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Figura 5- Esquema de la sintesis, ensamblaje y posteriorcinsedel RGABA maduro en la
membrana plasmaticaSe muestra como las subunidades del RGABAN sintetizadas y
ensambladas en el reticulo endoplasmico. Este psogeso regulado cuidadosamente. Luego las
diferentes subunidades del receptor pueden ser latatu por ubiquitilacion y finalmente son
degradacion por los proteasomas. Las subunidades RIBABA, ubiquitiladas pueden ser
moduladas por las PLIC 1, las cuales facilitan danaulacion de los receptores en la sinapsis
previniendo la degradaciéon de los RGAB®biquitilados. Posteriormente salen del aparato de
Golgi los receptores correctamente ensamblados lpego ser expuestos en la membrana
plasmética. Proteinas asociadas al RGAB&cilitan su salida del Golgi y su trafico hasta |
membrana. Entre las mas importantes, se encueldr@ABARAP que puede asiciarse a la
subunidad';, el NSF y la BIG-2 (localizados en el Golgi) gee asocian a la subunid@dlel
receptor y regulan su trafico. Las subunidadasren el proceso de palmitoilacion, por medio de
una palmitoiltransferasa (GODZ), el cual es undiadeterminante para la posterior insercion del
receptor en la membrana plasmatica. Otras protigumagstan involucradas en la fosforilacion del
receptor son las PRIP y PKA, mientras que las:PBstan asociadas a la defosforilacion, como se
explica anteriormente. Fuente: Jacob y col. (2008).

11



“Mecanismos intracelulares y extracelulares queleegel reclutamiento del Receptor GABA

1.2.2- Endocitosis del RGABA.

El mecanismo de internalizacion del GABA unido a ABA, involucra una
endocitosis clatrina-dependiente. Existe un gruporeceptores acumulados en sitios
especificos de la membrana plasmética que sonaoeicms y luego invaginados en una
vesicula cubierta por clatrina. En este proceseriignen otras moléculas que son
importantes para la endocitosis del receptor, eeligs la dinamina (componente del
citoesqueleto) y el complejo proteico AP@afrin-adaptor-protein) por lo tanto las
interacciones entre estos componentes resultarferdé en la formacion de las vesiculas
formadas por clatrina y proteinas que recubrere@ptor. Se conoce que los dominios
intracelulares de las subunidadds.{ y *) interaccionan con el complejo AP2, hay
evidencias que las subunidadggposeen sitios sefializados por un motivo leucinatita
gue son reconocidos por la AP2 y son muy importaptea la endocitosis mediada por
clatrina (Hass y Macdonald, 1999; Herring, 2003)Jefas, se pudo identificar un motivo
atipico en AP2 que puede unirse a los dominiosdetulares de la subunid&ddel
RGABAA, que contienen los principales sitios fosforilabper PKA y PKC (Kittler y col,
2005). Se identifico un péptido de un motivo de AR es capaz de unirse con alta
afinidad a la subnida@; del RGABA, solo cuando éste es defosforilado (Kittler y col,
2005). En conjunto estos resultados sugieren gdesfarilacion de las subunidades del
RGABAA unidas a diferentes sitios de la AP2 podrian @agla estabilidad del receptor
en la superficie, asi como la fuerza de la inhdicsinaptica. Asimismo, estos resultados
podrian describir el mecanismo por el cual el neeansmisor y/o los factores de
crecimiento regulan la actividad de las kinasagsyatasas, influenciando en la eficacia de
la transmision sinaptica inhibitoria regulada par fosforilacion del RGABA y su
endocitosis. (Yan y col, 1997; Kittler y col, 20@3heng y col, 2006).

Una vez internalizado el receptor, las vesiculasden la cubierta de clatrina y se
fusionan para formar un endosoma temprano, lopteas endocitados pueden seguir
dos caminosj) ser rapidamente recicladosiip ser degradados via lisosomal. En este
proceso esta involucrada la proteina HARHLrtinting associated proteina cual puede
interactuar con subunidadé&sdel RGABA, y promover su reciclo hacia la membrana al
inhibir su degradacion. Existen estudios realizaglogatas mostraron que una supresion
selectiva hipotalamica de las HAP-1 estaban ref@clas con un disminucion en el apetito
de estos animales, tal vez inducidos por una meensidad de RGABAexpuestos en

membrana (Sieghart, 2006). Otra proteina relaciamad el proceso de endocitosis es la

12
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Gefirina. Existen numerosas evidencias de queetaimp interactia con moléculas del
citoesqueleto como la actina y tubulina, y de fointhrecta con proteinas motoras como
la dineina (Ernst y col, 2005). Se ha localizada gefirina en neuronas de hipocampo y
corticales, observandose una alta concentracioestie proteina en sitios postsinapticos
(Vithrani y col, 2011). Estudios moleculares perendn establecer la ubicacion subcelular
de la gefirina, sugiriendo que la gefirina puedelanlos RGABA en la membrana
plasmatica, actuaria de manera directa anclandmewvilizando los receptores por medio
de un entrecruzamiento con tubulina y actina (Ruldgl Mohler, 2004), pero también
podria actuar de manera indirecta uniéndose a ptasinas motoras del citoesqueleto,
como la dineina y microfilamentos (Ernst y col, 2DEnN 2008, se demostrd por primera
vez en experimentos vitro que la gefirina puede unirse directamente en togiios
intracelulares de la subunidaeb del RGABA., bajo estas mismas condiciones
experimentales se observo una union muy débil aubanidade$s y *¥,, sugiriendo que

la subunidadxtendria urrol muy importante en la acumulacién sinapticaceRGABA.

por su habilidad para unirse directamente conigefiTretter y col, 2008) Fig 6.
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Figura 6- Mecanismo de endocitosis de RGABAlependiente de clatrindos receptores se
acumulan en estructuras especializadas de la memhrabiertas de clatrina, las cuales se
invaginan y luego forman las vesiculas cubiertaslateina (CCV), este proceso es dependiente de
dinamina. La proteina adaptadora de clatrina (Ad32¢ritica en este paso, ya que interviene en la
unién de las proteinas de la membrana plasmatieaciatrina. Posteriormente las vesiculas se
fusionan con endosomas tempranos. Por lo tantaelmeptores internalizados sufren un reciclo
rapido 6 son el blanco para la degradacién lisokdBhgroceso endocitico de los RGARASta
regulado por las HAP-1.Fuente: Vithlani y col. (2D1

1.3-Fosforilacion del RGABA

Las proteinas implicadas en el proceso de fitlsfain son fundamentales para la
sefalizacion celular. La reacciéon de fosforilacidmprende la transferencia de un grupo
fosfato desde ATP a un residuo serina, treonin&rosina catalizados por proteinas

kinasas, mientras que el proceso de defosforilaggnatalizado por fosfatasas. Estudios
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electrofisiolégicos en cultivos neuronales, dondeastiva el canal por aplicacion de
GABA sugieren que el RGABAtiene una conformacion activa y otra inactiva,daales
estarian fosforilada y defosforilada respectivaméMehta y Ticku, 1999). La activacion
de las proteinas kinasas implicadas en la fostoitadel RGABA, podrian generar un
mecanismo de sefializacion intracelular que afectiirectamente el trafico y la funcion
de estos receptores (Moss y Smart, 1996; Brandml. Y002; Kittler y Moss, 2003). Se
conoce que el tiempo que permanece expresado elBRAen la membrana
postsinaptica depende de la fosforilacion del recep de proteinas asociadas a éste
(Kittler y Moss, 2003). La fosforilacion del recepttambién esta asociada a diversos
procesos que alteran la conductancia o cinéticaalel idnico, la farmacocinética del
receptor a distintos farmacos, asi como el trafleoéste hacia la membrana plasmatica
(Vithlani y Moss, 2009). Por ejemplo, se ha obsdovque la fosforilacion del RGABA

en las subunidades y ¥, afectan la apertura del canal de @terando las corrientes
iGnicas y este efecto fue inducido por PKC, PKAIrgsina kinasa (Moss y col, 1995;
Moss y Smart, 1996; Brandon y col, 2000).

Se ha observado una gran variedad de efectos datupor la PKC en el receptor
GABAérgico provocadas por diferencias de tempeaatde sistema experimental, entre
otros factores. Estudian vitro mostraron que la PKC esta relacionada con la sikpre
del receptor en membrana, y que las subunid&des, en la forma no fosforilada eran
encontradas junto con la AP2 (Conolly y col, 198#ippova y col, 2000). Sin embargo,
los efectos mas relevantes de la PKC estarian iorlios directamente con la
fosforilacion de la subunidad e indirectamente con la subunidag (Kittler y Moss,
2003; Moss y col, 1995). Ademas, la PKC puede wetar en la modulacion positiva de
neuroesteroides sobre el RGABABrandon y col, 2002). Se mostré que la PKA puede
fosforilar directamente al RGABAy modular su actividad (lves y col, 2002; Brangon
col, 2003). Se conoce que la regulaciéon de laspsigainhibitorias ocurre por un
mecanismo de fosforilacion de los RGABMediado por PKA, que depende del tipo
celular y de las subunidades que componen los t@espen la membrana postsinaptica
(Nusser y col, 1999). Se identificé que la fostmibn selectiva de las subunidadasy
B3 del receptor por la PKA regulan de manera difeedia funcion de los RGABA
(Brandon y col, 2003).

La proteina kinasa dependiente de calcio—calmoa@AMK-II), es una quinasa

que responde al aumento intracelular d&*Q@&oderling y col, 2002; Hudmon vy
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Schulman, 2002; FiNewman Keulsy Meyer, 2002). Ssoce que la fosforilacion de la
CaMK Il depende de la composicion de las subunislatkld RGABA, asi como su
localizacion en sitios sinapticos o extrasinapti¢dsuston y col, 2009). Estudios de
inmunofluorescencia en cerebelo mostraron que il@@psis inhibitorias podrian ser
mediadas por los receptores con subunidédesks. En el gyrus dentado la localizaciéon
de las subunidade®, seria preferentemente en sitios extrasinapticosntnas que los
receptores que contiene las subunidaflgen zonas sinapticas (Herd y col, 2008).
Estudiosin vitro mostraron que la CaMK Il puede fosforilar residudes serina y de
treonina de la subunidad, implicados en procesos neuronales (Houston y {(SER06).

Por lo tanto, la fosforilacion del RGABAinvolucra la actividad de diversas
proteinas kinasas que desencadenarian mecanistnaselnlares que afectan de una
manera directa y rapida, tanto el trafico comfutecion de los receptores expuestos en la

membrana plasmatica, localizados en sitios singgpticextrasinapticos.

1.4- Concepto de estrés

La palabraestrésproviene del latirstringereque significa tension, presion. En la
década del “30 Hans Selye fue uno de los primerediams fisidlogos en estudiar los
efectos producidos por el estrés en pacientesnades. En los ‘50 Selye publica sus
primeros estudios y define al estrés en términosesiguesta: El estrés es una respuesta
no especifica del organismo ante cualquier demamqia se le impondgase refiere a la
demanda como el estimulo estresor, y la respuestaelpbora el organismo puede ser
psicolégica o fisiologica (Selye, 1956). Actualnmesrdl estrés puede ser definido como un
fendmeno complejo que comprende una respuestaifespegue depende de un evento en
particular, de la percepcion del organismo de wressr y de la habilidad para mantener
la homeostasis (Goldstein, 2001). Por lo tantaoglcepto de estrés implica la respuesta
comportamental o fisiolégica ante cualquier estonsgka fisico, psicoldgico, externo o
interno, para mantener un estado de equilibrioodghnismo consigo mismo y con el
ambiente. Segun esta respuesta se clasifica asedtr dos formagustréso distrés El
termino eustrésse usa para representar aquellos estimulos queiganodina respuesta
positiva o beneficiosa en el individuo, como panaplo el éxito laboral, o la alegria del

nacimiento de un hijo, un trabajo agradable, elcinBividuo es motivado y puede
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manifestarlo en su comportamiento, con mayor efaae y rendimiento en el trabajo,
mayor iniciativa, mostrando bienestar y equilibrissicoemocional derivado de
experiencias agradables. Por otro lado, tenemdsteésque hace referencia a un estado
de angustia, pena o afliccion, que es desencadepadestimulos desagradables que
provoca un desequilibrio fisiolégico y psicolédgidel individuo, que incluye cambios en
los estados de animo, disminucién de la actividad ihdividuo, aparicion de
enfermedades psicosomaticas o envejecimiento adeleentre otrof_azarus y Folkman,
1984). La psicologia define al estrés como un po@aptativo, que es imprescindible
para la supervivencia de los seres humanos, ydenasgue el estrés no es una emocion
sino un generador de emociones (Bensabat, 198%)n&as, en términos psicoldgicos el
estrés es una relacion entre la persona y su ataepidonde el individuo percibe una
amenaza potencial o real y elabora una respuesta@paentarse a ellas segun sus propios
recursos para tratar de mantener su bienestarrlsayaFolkman, 1984). Por lo tanto, la
valoracion del estrés como positivo 0 negativo depender de cada individuo y de sus
estrategias para mantener el equilibrio del orgamisSin embargo, sabemos que el
ambiente esta en constante cambio y que los indigidleben tener una reinterpretacion
del nuevo contexto para elaborar una respuestanyfestar un comportamiento (Olga y
Terry, 1997). Sterling y Eyer proponen usar la lpadAlostasis para referirse a aquellos
procesos activos donde el organismo interacciomascoambiente y produce cambios
fisioldgicos notables para mantener la homeost8sisembargo, si el estresor persiste los
disturbios generados a nivel fisiolégico o psicatogpueden tener una respuesta mas
drastica generando diversas patologias (Sterlirigygr ,1988). De acuerdo a esto se
introdujo otro término como es lacdrga alostaticd, que se refiere a cambios
psicolégicos, fisioldgicos o comportamentales o@gios por un estresor y la respuesta
(adaptativa o ineficiente) del organismo (McEwe898). Debido a que cada individuo
posee diferentes estrategias de afrontamientoefranin estresor, Charney introduce el
término ‘resilencid y hace referencia a la capacidad de recuperag@rorganismo a
nivel psicolégico y fisiologico después de un ewesstresante, y su relacion con el
desarrollo y tratamiento de psicopatologias (Charn2004). Las estrategias de
afrontamiento depende de cada individuo, su predisjpn genética, su historia de vida,
su temperamento, cuidados maternos, y otros factpre a su vez disparan una respuesta

neuroenddcrina y comportamental con variacionesiohehles (Morméde y col, 2000).
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Por lo tanto, segun los conceptos anteriormentaestps podemos expresar que el
estrés involucra tres component&spsiquico, el social y el biolégicdJn estresor es
capaz de desencadenar una serie de eventos mulegmygnivel psicoldgico, fisioldgico
y comportamental con el fin de elaborar una redpussaptativa y mantener el equilibrio
del organismo. Los individuos perciben de diferemi@nera las situaciones estresantes,
usan habilidades y recursos particulares a finothralar esas situaciones potencialmente

estresantes.

1.4.1- El estrés en relacion al sistema nervioso

Cuando un animal es enfrentado a un estimulo estieegya sea una exposicion
aguda o cronica) se elaboran diversas respuestgdatidas que involucran cambios a
nivel sinaptico, desde la liberacion de neurotrassras hasta las modificando en las
conexiones neuronales. Un evento estresante indaceactivacion del sistema
neuroenddcrino y autbnomo de forma coordinada, reaeciona frente al estimulo de
manera especifica, con el fin de mantener la hotagissdel organismo, aumentar el
optimo funcionamiento y asegurar la supervivencel thismo (McEwen, 2008).
Numerosas evidencias indican que un estrés agwduucra la activacion e eje
hipotalamo-hipoéfiso-adrenal y del sistema noradmgné, junto con la participacion de
neurotransmisores y numerosas redes neurorfalebien el cerebro es el principal 6rgano
encargado de evaluar un estimulo estresor y elalblifierentes respuestas psicologicas,
fisiologicas y comportamentales con el fin de maetda homeostasis, cuando se produce
una demanda excesiva el organismo falla en produearrespuesta adaptativa y se genera
un dafio (McEwen, 2008). Este autor asevera queseEs comienza en el cerebro y
afecta al cerebro, como al resto del organismotdspuesta efectora estd mediada por la
activacion de vias neuronales en el SNC, tantsttacuras limbicas como corticales, las
cuales son las encargadas de evaluar emocionanyti;amente al estrés modulando los

mecanismos efectores (Millan, 2003).

Cuando el organismo reacciona ante un estresorctse &l sistema nervioso

autbonomo, se produce un aumento en la liberacion ABTH (hormona
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adrenocorticotrofica) estimulandose el sistema oenadcrino, liberando catecolaminas
(noradrenalina y adrenalina) y cortisol siendo ateradas las principales hormonas del
estrés. Asimismo, se conoce que los glucorticoidesivel periférico, son capaces de
alterar los niveles de glucosa plasmatica, mientras la noradrenalina y adrenalina
estarian implicadas en las alteraciones observadds presion y frecuencia cardiaca
(Ganong y col, 2010). El cuerpo responde a un evestresante liberando hormonas, en
general se observa un aumento en la liberacion atadrenalina y adrenalina que
producen cambios fisiolégicos como un aumento deior cardiaco y de la presion
arterial, asi como alteraciones gastrointestinal@smunoldgicas (McEwen y col, 1995).
Asimismo, la noradrenalina y adrenalina estimulbsitema nervioso y ejercen efectos
metabolicos que incluyen glucogendlisis hepaticenyscular, movilizacion de éacidos
grasos, y estimulacion de la tasa metabolica. TEntwradrenalina, como la adrenalina
aumentan la fuerza y frecuencia cardiaca. La nenatina produce vasoconstriccion en
casi todos los 6rganos, mientras que la adrenphmeoca vasodialtacion de los vasos de
sanguineos del musculo esquelético y en el higadmentan el estado de vigilia,
provocando ansiedad y temor (Ganong y col, 2010hiv&l central, se conoce que el
estrés activa el locus coeruleus lo que producauamento de liberacion de noradrenalina.
El locus coeruleus puede ser activado por estresoteéinsecos, como hipoglucemia,
disminucién del volumen y la presion sanguineagration en la termorregulacion
corporal, y por estresores extrinsecos como amsmafactores ambientales (Charney,
1999). El estres agudo puede activar el locus taeswy el eje hipotalamo-hipofisario-
adrenal, facilitando la elaboracién de la respuek&stresor que comienza en amigdala.
Luego la amigdala inhibe la corteza prefrontal tyrada la secrecion de CRH (hormona
liberadora de corticotrofina), resultando en unreneento en la actividad del locus
coeruleus y el eje hipotalamo hipofisario. Pordotd, la retroalimentacion entre corteza
prefrontal, amigdala, hipotalamo y sistema norathgino constituyen los elementos
principales para elaborar una respuesta al est(€md y col, 2002). Un estrés agudo
afecta los niveles de cortisol, noradrenalina yeadiina actuando a nivel de SNC, los
glucocorticoides pueden aumentar la actividad eig@ata y en hipocampo, mediante el
aumento de la liberacion de CRH (Makino y col, 19%ientras que la adrenalina
estimula aferencias vagales produciendo un aungntworadrenalina a nivel central por
un incremento de actividad en amigdala y estosteseestarian relacionados con la

formacion de memoria emocional (Mc Gaugh y coQ02)0
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Los términos alostasis$ y “ carga alostética se refieren a cambios fisiologicos del
organismo, y también a cambios comportamentalas {Fi Ha sido reportado que los
individuos que sufren estrés cronico tienen altersas en el comportamiento como por
ejemplo, interrupcion del suefio, disminucion denigesta de alimentos, aumento del
consumo de alcohol, disminucién de interacciénaastic. Por otro lado, se conoce que
los glucocorticoides y las catecolaminas son lascjgrales mediadores quimicos que se
alteran frente a un evento estresante. Sin embaigsistema nervioso parasimpatico
también es activado para regular estas respu¢sitdédicas (Thayer y Lane, 2000). Se ha
descripto que el incremento en la liberacion denlooias ayuda a elaborar una respuesta
eficiente, pero no existe una relacion lineal efgrigberacion de los mediadores quimicos
y las fuentes de estrés que la producen, ya q@egtavorar una respuesta compensatoria
se activan numerosas vias neuronales que involleractividad de mediadores quimicos
excitatorios e inhibitorios. Asimismo, se reportfequna sobrecarga alostatica produce la
disminucién del sistema parasimpatico, provocandlaumento del cortisol, insulina y
glucosa plasmaticas, que pueden causar deprivdeibguefio y aumento de ingesta de
alimentos caloricos (Dallman y col, 2003; McEwe@0®@). El cortisol es el encargado de
regular la energia del organismo, existen repaftesle se relaciona al cortisol con un
estrés sicoldgico, y el incremento de esta hornmoduce un aumento del estado de
alerta y vigilancia, promueve la formacion de lanmea, asi como puede afectar de
manera negativa otros sistemas, como el reprodyctelr inmunolégico (Gold y col,
2002). Ademas, se produce la activacion del sisteanasimpatico e inmunologico que
interactian con las hormonas del estrés para redmlaespuesta fisioldgica. Se ha
reportado que los glucocorticoides y la activadi@h sistema parasimpaticos inhiben la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias mientrgee las catecolaminas las

incrementan (Sapolsky y col, 2000; Thayer y Lan@020

A nivel de SNC ocurren importantes cambios en aceaso hipocampo, corteza
prefrontal y amigdala que pueden involucrar unmdgia de neuronas o la remodelacion
de dendritas (McEwen, 1999). El estrés produce detaciones neuronales promoviendo
el aprendizaje y la memoria de eventos especifiebshipocampo es una region muy
sensible a estos cambios y tiene un rol muy imptetan los procesos cognitivos, cuando
se produce un estrés agudo se puede observar uentmumen las ramificaciones que
conectan la corteza entorrinal, girus dentadoy la region CA3, resultando en un

incremento de la amplificacion de las redes neuwesnamplicadas en procesos
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excitatorios, y en menor proporcion en las redesimgpsis inhibitorias (McEwen, 1999).
También se reportaron cambios estructurales dedasonas egyrus dentadodonde se
observaron reemplazo de astrocitos por neuronasilgras (Seri y col, 2001). Existen
diversas hormonas y neuroquimicos involucradosaemeurogenesis y supervivencia
neuronal en esta area, que incluye estradiol, IGk4uline growth factor- }I vy
glucocorticoides (Kempermann y Gage, 1999; McEw2dl0) asi como también el
ejercicio fisico (van Pragan y col, 1999). Otroloe cambios estructurales y funcionales
identificados en cerebro en respuesta a un evesttesante, es la plasticidad neuronal
(McEwen, 2010). Estudios moleculares y de inmuncaw@on realizados en animales con
estrés agudo mostraron que hubo un incrementopieassdendriticas sin cambios en el
largo neuronal en Amigdala, (Mitra y col, 2005) ntias un estrés cronico causa un
aumento del largo y de la densidad de espinas (Yyad, 2002). Bajo repetidas sesiones
de inmovilizacion los animales presentaron un acoknto de estas neuronas en corteza
prefrontal, como una respuesta adaptativa (Vyasly2a002; Mc Ewen, 2010). Por lo
tanto, cambios estructurales en diferentes regioaesbrales son consideradas como un
mecanismo de adaptacion que incrementan la pl@etianeuronal y protegen al cerebro
de los efectos deletéreos inducidos por el esidésHwen, 2010). Se ha reportado que el
estrés agudo produce cambios epigeneticos rewssilbletectados como una rapida
disminucién de histonas que componen la heterodimantacultativa, y al mismo tiempo
un incremento en histonas que conforman la hetemuatina constitutiva que se
mantienen alrededor de 24 horas (Hunter y col, @9 decir, que el estrés produciria
cambios detectados a nivel gendmico generando oanesiructurales de corta duracion.
Ha sido reportado que experiencias estresantedaghtemprana pueden ocasionar efectos
en la capacidad de respuesta a fururos estresdgggndiendo de la regulacion
neuroenddcrina, autonémica y metabolica afectahdoraportamiento en la edad adulta
(Anda y col, 2010).

Por lo tanto, un estresor induce cambios fisioldgique son mediados por eje
hipotalamo-hipofiso-adrenal con la consecuenterditiéon de hormonas que ocasionan
cambios a nivel de SNC. En cerebro se produceniocareh la estructura y funcion de las
neuronas que dependen de hormonas, factores rmEioadr y neurotransmisores que

activan mecanismos de sefializacion intra y extndarels.
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Figura 7- Rol central del cerebro en respuesta a un estrésoeste esquema se puede observar
como el cerebro percibe el evento de estrés, lwdgbora una respuesta comportamental,
influenciada por las experiencias individuales @elac organismo. La alostasis y la carga
alostatica, intervienen regulando la respuestantéu&icEwen, 2007.

1.4.2 -Estrés agudo y RGABA

El estrés induce una respuesta fisiolégica medipdae! eje hipotalamo-hipofiso-
adrenal y el GABA tiene un importante rol en laulegién de este eje. Se mostro que las
neuronas implicadas en la liberacion de C®drticotropin-releasing hormongjeciben
una fuerte inervacion GABAérgica (Decave y van @b, 1990,1992; Herman y col,
2004; Cullinam y col, 2008). Los RGABAcon diferentes composicion de subunidades
han sido identificados en zonas del nacleo paraeetdar (PVN), que proyecta eferencias
al eje hipotalamo-hipoéfiso-adrenal (Fritschy y Mahl1995). Se reportd que eventos de
estrés producen cambios en la composicion de sudes del RGABA que son region
espeficificos. En PVN se identificé una disminucién las subunidade®; y 2, sin
cambios en las subunidades, w3 ¥; 0 ¥3 (Verkuyl y col, 2004). Mientras que en
hipocampo se observdo un aumento Bey B, (Cullinam y Wolfe, 2000), y una
disminuciéon de la expresion d& (Maguire y Mody, 2007). Ha sido reportado que el
estrés produce cambios significativos en las iclobes mediadas por el sistema

GABAérgico, observandose que las alteraciones de rliveles hormonales y de

22



“Mecanismos intracelulares y extracelulares queleegel reclutamiento del Receptor GABA

neuroestaeroides provocarian cambios en la e¥prgsicomposicion del RGABA
(Mody y Maguire, 2012).

Estudios de radioligando mostraron que un estrédagenera cambios rapidos y
significativos en la densidad de los RGABAXxpuestos en membrana. Se encontraron
discrepancias entre los reportes debidos a difexere protocolos experimentales, asi
como el paradigma de estrés usado en cada casadidssttempranos en roedores
sometidos a natacion forzada y aislamiento mostrque no habia cambios significativos
en la densidad de receptores sensibles a flungaaz€Braedstrup y col, 1979, Park y col,
1993). Sin embargo, una descarga eléctrica entdaipdujo un aumento en la densidad de
receptores sensibles a flunitrazepam en regioméisales de cerebro anterior (Braedstrup
y col, 1979). Ademas, se conoce que estos cambinespecificos de una region cerebral,
experimentos en ratas mostraron que un estrésgpacion puede ocasionar aumentos en
la densidad de RGABAsensibles a flunitrazepam en corteza (Soubrid,yl€80; Rago
y col, 1989, Motohashi y col, 1993) sin observarambios significativos en hipocampo o
cerebelo (Motohashi y col, 1993). Estudios realizaein nuestro laboratorio mostraron un
incremento consistente en la densidad del RGABAnitrazepam sensibles de
sinaptosomas provenientes de cerebro anterior ltkes gonpleando diferentes paradigmas
de estrés. Se registraron aumentos en estos dtid®GABA. en respuesta al estrés que
acompafia un esquema de evitacion pasiva de unprselaa (Martijena y col, 1986), a un
esquema de impronta (Salvatierra y col, 1994), aesgquema de discriminacion de
alimento (Salvatierra y col, 1997), y luego de um@osicion a un ambiente nuevo
(novelty (Salvatierra y Arce, 2001) y por inmersion pdreiaagua (Cid y col, 2008). De
acuerdo a estos resultados se propuso que elammutto rapido del RGABAdespués
de un evento de estrés agudo podria involucrar msnas de trafico del receptor, sin
implicar la biosintesis o la degradacion. Se olisgue el reclutamiento del receptor por
estrés fue anulado por la presencia de colchicinmsfatasa alcalina en el lumen
sinaptosomal y el agregadlo vitro de citocalasinas incremento la densidad del recept
tanto en aves estresadas como no estresadas,| Isugiere que la depolimerizaciéon de
microfilamentos debido a citocalasinas podria imdiacfusion a membrana postsinaptica
de un tercer pool’ de RGABA,, localizado en citoplasma bajo una forma vesiailad
(Benavidez y Arce, 2002).
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1.4.3- Sistema noradrenérgico en relacion al estrés

El sistema noradrenérgico es uno de los principafesitos nerviosos que actian
de manera sincronizada con las hormonas liberadalpeje hipotalamo-hipofisario-
adrenal en respuesta a un estresor agudo (Morikeid,y2005). La noradrenalina (NA)
liberada puede causar diversos efectos en el cessgun la activacion de diferentes
subtipos de receptores noradrenérgicos. Usandadcmoleculares pudieron clasificarse
9 subtipos de receptores adrenérgiansa(s, o, @2 A, B, c, Y B1, 2,9, l0os cuales poseen 7
dominios transmembrana y estan acoplados a prd&indemas cada subtipo de receptor
tiene caracteristicas farmacolégicas propias (GiplBimmers, 2000). Estos receptores
estan ampliamente distribuidos en el sistema nepwaienen multiples roles fisioldgicos,
estando implicados en la respuesta cardiovasdataaferencias sensoriales, la regulacion
de la temperatura corporal, entre otras (Morilatoly 1987).Hay numerosas evidencias
que indican que se produce una fuerte liberaciomatadrenalina seguida a un evento
estresante (Morilak y col, 1987; Page y col, 19®%perimentos realizados en ratas
inmovilizadas mostraron un aumento fasico de karéibion de NA entre los 5-30 minutos,
seguidos por una fase de recuperacion y observamaosisma tendencia para la hormona
ACTH (Morilak y col, 2005). En pollos sometidos m Gampo Abierto se observo que el
CRH aumenta la corticosterona plasmatica, miergtes la noradrenalina la disminuye
(Zhang y col, 2003).

La NA en cerebro anterior de pollos y en mamife®&ncuentra en las terminales
nerviosas de los cuerpos celulares localizadosoens|coeruleus y su liberacion esta
relacionada con eventos deousal atencidon y estrés (Berridge y Waterhouse, 20883).
ratas se observdé que un estrés agudo puede ingln@irdisminucion en la actividad
exploratoria en un laberinto en cruz elevado (Cechiol, 2003). Experimentos de
microdialisis mostraron que un estrés agudo ataiVideracion de NA en varias regiones
del cerebro de ratas y que esta liberacion indueesarie de respuestas comportamentales
similares a la ansiedad, como una exploracion rdduen un laberinto en cruz (Mosaavi,
2007). Faure y col. (1983) describieron que pdilosietidos a un Campo Abierto tienen
una inhibicion de patrones comportamentales indwscfubr el miedo a la misma prueba,
caracterizado por una etapa de congelamientodeode panico, y posteriormente vuelos
cortos como intento de escape. Estudios farmaiwal®gealizados en pollos mostraron

que una inyeccion intracerebroventricular de NAayekposicion a un Campo Abierto
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produce efectos dosis dependiente, observandosedisnainuciéon de la actividad
locomotora y las vocalizaciones de distres, asioctarinduccion de un comportamiento
similar al suefioqleep-like behavigr(sentado con los ojos cerrados) a altas dosiAle
(Zhang y col, 2003).

Ha sido reportado que la formacion de la memoriaetsgciona con un subtipo
especifico de receptor noradrenérgico. Experimeatopollos recién nacidos mostraron
que la NA promueve la memoria a largo plazo, cua®lestimulan los receptorgs s se
observa la consolidaciéon de la memoria, mientras guando actian log, habria una
inhibicion de la memoria usando una prueba de @uitapasiva (Gibbs y Summers,
2000). Asimismo se conoce que la NA liberada edminte puede unirse a receptores
ap- Y B-adrenergicos produciendo diversos efectos fisio®yy comportamentales (Gibbs
y col, 2010). Se reporté que bajas dosis de NA pevan la memoria vip-adrenérgica,
mientras que altas dosis producen un desmejoramatia formacion de la memoria
actuando la vian,- adrenérgica en pollos neonatos (Gibbs, 2003). IBotanto, la
activacion de diferentes tipos de receptores adyaws conlleva a tener diferentes clases
de efectos en la misma célula o en el mismo sisestaliado y hasta se pueden observar

efectos opuestos.

Por otro lado, se conoce que la yohimbina es uaganistao,- adrenérgico que
administrada de forma sistémica puede producit@sex nivel central y bloquear cambios
fisiologicos o comportamentales inducidos por laradeenalina. Con respecto al
comportamiento en pollos se conoce que la yohimblioguea la estimulacion del apetito
en pollos inducida por NA (Tachibana y col, 2008Jemas, se conoce que promueve la
consolidacion de la memoria segun la region y btiga de receptodi,- adrenérgico que
se active (Gibbs y col, 2010). Ha sido reportade ¢t administracién sistémica de
yohimbina en ratas puede provocar cambios fisiotigyicomo por ejemplo aumentar los
niveles de corticosterona y ACTH plasmaticos. Ademduede atenuar los efectos
inducidos por diazepam (Strac y col, 2012). Pav tztdo, el propranolol es un antagonista
B-adrenérgico no selectivo, que posee la capaciédadnitse con igual afinidad a los
receptores;, como a losp, Ha sido reportado que puede pasar la barrera hemato
encefalica con facilidad (Brunton y Parker; 200d)propranolol actua centralmente y se
ha descipto que es capaz de disminuir el miedo wpnsiedad. Se observé que el
propranolol puede reducir la ansiedad en ratasestps a un Campo Abierto, de una

forma dosis dependiente (Angrini y col, 1998) asno reducir el miedo en un contexto
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condicionado (Davis y col, 1979). Estudios en meangraprendizaje mostraron que los
receptoreg-adrenérgicos son un importante sustrato neuraral la consolidacion de la
memoria (McGaugh, 2004). Experimentos en ratas narast que si se bloquea la fla
adrenérgica en amigadala se inhibe la consolidad®ta memoria y la reconsolidacion
(Debiec y Ledoux, 2004; Roozendaal y col, 2008gntras que un agonidtaadrenérgico
puede aumentar la consolidacion de manera dosendegmte (Roozendaal y col, 2006,
2008). Ademas, se reportd que inyecciones sistémim propranolol produjo una
disminucidon significativa de los disparos espontdneen neuronas prelimbicas
(Rodriguez-Romanguera y col, 2009). En pollos n@mala administracion
intracereventruclar de NA y la administracion sistéa de propranolol mostraron que
segun las dosis de NA, pueden activarse los reefle- 0 fs-adrenergicos y ambos
estarian implicados en la consolidacion de la man@sibbs, 2000). Por lo tanto, la
noradrenalina actuaria activando diferentes sulgpaites de receptores, lo cual
originaria diferentes respuestas segun la via adsiy

Se conoce que el sistema GABAérgico y noradreo@rgiiabajan de manera
coordinada para regular la excitabilidad neurorraldpcida por un evento estresante.
Existen evidencias que bajas dosis de noradrensdipamen los potenciales inhibitorios
espontaneos y miniatura por activacion de receptereadrenérgicos, mientras que solo
suprimen los potenciales inhibitorios miniaturgesiactivan log§-adrenoreceptores, lo que
sugiere que la inhibicion del RGABAes modulada por el sistema noradrenérgico
dependiendo de la concentracion de noradrenalinde ylos subtipos de receptores
noradrenérgicos activados (Nai y col, 2009). Tambéé observd que los RGARA
podrian aumentar la activacion de ambos subtipaddenoreceptores y de esta forma la
fuerza de la inhibicion neuronal estaria dada parmodulacién dinamica entre el sistema

noradrenérgico y los RGABA(Ciranna y col, 2004).

1.4.5 - Insulina central y estrés

La presencia de receptores de insulina en el aergligiere que este organo es
blanco para insulina. La accion central de insudisda regulacion de la homeostasis de la
glucosa, la energia corporal y la ingesta de alioserHa sido descripto la insulina actua
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uniéndose a sus receptores IRs(line receptoy, los cuales se encuentran ampliamente
distribuidos en el cerebro. Por lo tanto, la insali puede ejercer funciones
neuroreguladoras, neuromoduladoras y neurotrofi€erozissis, 2004). La insulina
central esta relacionada con procesos cognitigds;ano mecanismos que involucran la
plasticidad sinaptica y la supervivencia neurorcfo-Pinto, 1986; Kremerskothen y
col, 2002). Se propuso que la insulina central f@odstimular la sintesis de proteinas
neuronales, produciendo un incremento en el creaitmineuronal, regeneracion de fibras
de mielina y también estaria involucrado en losc@sos de desarrollo neuronal
(Schulingkamp y col, 2000; Dickson y col, 2003; fBugfo y col, 2003).

Las acciones centrales de insulina-IR pueden regillacomportamiento y las
funciones cognitivas en animales (Zhao y Alkon,1)0&nsayos en ratas mostraron que la
insulina central puede regular la ingesta de altosgnasi como el peso corporal, el
metabolismo y la reproduccion (Zhao y Alkon, 20(88. reporté que la insulina en SNC
estaria asociada con procesos cognitivos y corddal.eEn cerebro de pacientes con
Alzheimer, se vio que habia una menor concentrasédimsulina central, asi como menor
densidad en los IR, comparado con pacientes deameedidad, lo que sugiere que una
disminucién de insulina-IR esta asociada a desm@j@nto de la memoria. (Craft y col,
1998). Se ha reportado que la administracion deliimes promueve el aprendizaje y la
formacion de la memoria en ratas (Freude y col528@&nedict y col, 2004). Se conoce
que diversos paradigmas de estrés pueden aumaestaohcentraciones de glucosa e
insulina plasmaticas. En ratas se observo un ireménde glucosa e insulina plasmaticas
después de una inmersion parcial en agua (Boel, 1289), mientras que ruidos agudos
provocaron una disminucion de ambas (Armario y £884). Tambien se publicé que un
estrés por inmovilizacion puede producir un aumetgadnsulina, que retorna a valores
basales rapidamente (Yamada y col, 1993). Reciamtense publicé que un estrés agudo
eleva las concentraciones de insulina y glucosaim@éica, mientras que un estrés cronico
no produjo cambios en las mismas (Rostamkhani y212). Ha sido publicado que
microinyecciones de insulina en hipocampo a bagassscho tienen efecto en el déficit de
memoria producido por el estrés, mientras que dibass de insulina protegen al animal
del efecto deletéreo producido por un evento esttes sugiriendo que la insulina juega

un rol neuroprotectivo frente al estrés (MoosaO0) D).

La insulina central puede activar diversos mecaossde sefializacion intracelular,

que involucra PI-3Kinasa-fosfositido dependients, @mo la proteina quinasa B-Akt
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(Bevan y col, 2001). Se conoce que la insulinariestavolucrada en la translocacion
rapida del RGABA y su posterior insercion en la membrana postsicépthediante el
incremento de la fosforilacion de residuos tirosemala subunida@2 del receptor y este
mecanismo seria regulado por la PI3-kinaBasfoinositol 3-kinaspy la Akt (serin-
treonin-kinasa (Wang y col, 2003; Xu y col, 2006). Este modedmbién involucra la
formacion de un complejo ternario Akt-PRIP-subudifiadel RGABA, que en conjunto
actuarian para aumentar la insercion del RGABA la membrana plasmatica estimulados
por la union de la insulina a su receptor. Estegso seria fuertemente influenciado por la
presencia de PRIP, ya que en ausencia de estanprote se observaron cambios en la
fosforilacion del receptor, asi como no hubo un emtm del nimero de RGABA
expuestos en la membrana (Fujii y col, 2010). @®ce que la insulina podria aumentar
la internalizacion de los RGABAproduciendo alteraciones de la inhibicion neurgnal
promoviendo la plasticidad sinaptica (Zhao y cd)04). Un posible mecanismo de
neuroproteccién podria involucrar la fosforilacide la PI3K/Akt por el IGF-1 y de esta
manera inactivar el mecanismo de caspasas que gemoduuerte neuronal (Leninger y
col, 2004). Existen evidencias que la insulina aumel nimero de RGABAexpuestos
en la membrana plasmatica, y este efecto podréa estdiado por la fosforilacién de la
PI3K (una kinasa involucrada en ambos sistemag)sikéey col, 2007; Wan y col, 1999).
Ha sido reportado que la insulina ejerce un efgéjmdo sobre los RGABA que
potencian las sinapsis inhibitorias. Se observoejuegecto de insulina dependeria de las
concentraciones de GABA en el espacio sinaptice iad subunidades que conforman el
RGABA, (Williams, 2008).
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Figura 8. Representacion esquematica del aumento del RGABducido por la union de
Insulina a su receptorA) La insulina estimula la activacion de la Pl;3tonsecuentemente se
produce la fosforilacion de la Akt y la formacioel complejo Akt-PRIP - subunidagl del
RGABA,, lo cual facilita la insercion del receptor emmi@mbrana postsinaptica. B) La ausencia
de PRIP produjo una falla en la unién de la Akt osubunida@2 del RGABA, por lo tanto no
se expuso el receptor en le membrana. Fuente:yFenii, 2010.

1.5- Localizacion de RGABA v receptores noradrenérgicos en Sistema Nervioso
Central.

Basados en estudios de inmunomarcaciéon, inmungtaazion y con el avance de
técnicas de biologia molecular, como estudios &mnes knockou} deficientes en una
proteina o ensayos de recombinantes del RGABA pudieron estudiar las diferentes
combinaciones del receptor y su distribucion erelmer de mamiferos y aves. Se pudo
identificar que la subunidad, es la mas expresada en muchas regiones cerebrales,

constituyendo aproximadamente un 80% de los RGABAentras que las subunidades
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¥,y ¥z tienen un patrén de expresion mucho mas redudMthih y col, 2000; Ernst y
col, 2005). Asimismo se conoce que la subunigiatiene un fuerte y extenso patrén de
expresion altamente conservado en cerebro de ra¢aayes (Pirker y col, 2000; Aller y
col, 2003). Estudios de inmunohistoquimica revelagoe en neocorteza se encuentra
expresada extensa e intensamente la subusidadientras que las subunidadess se
localizan en forma mas discreta. Sin embargo, pocaimpo se vio que las subunidages

y 5 SON mas abundantes que las otras isoformas, @osirse cambios en la intensidad de
expresion en estados perinatales y adultos (Yu 1 @26006). Estudios de
inmunohistoquimica realizados en cerebro de pakrdben que la subunidagesta mas
expresada en zonas del telencéfalo, talamo y derelméentras que la presencia de la
subunidady, es mas fuertemente expresada en tectum opticae pasterior del cerebro.
Ademas, se inform6 que el patron de expresion fmrsubunidads; varia segun las
diferentes areas analizadas, por ejemplo en Nitlopal(N) se pudo observar esta
subunidad en el soma neuronal y en dendritas carnntensidad de expresion moderada,
mientras que en Medial Striatum (MSt) la subunidadhostré una tincidon muy intensa
pero difusa donde no se puede reconocer el someadi® célula. Por otro lado, la
subunidad, mostré un patrén similar, pero con diferente istdad de marca en estas
areas (Aller y col, 2003). Conjuntamente se repgi@ en N y en MSt habria una
importante concordancia entre la alta intensidadxgieesion de los sitios de unién a BZD
y de la subunidad; (Aller y col, 2003). Estas estructuras telenceédicomo N y MSt
expresan de forma especifica y diferencial lasintést subunidades del RGARA
mostrando que los sitios de union a BZD serian atuyndantes en cerebro de aves. En
referencia a la subunid&dse reportdé que el subtigh es el menos expresado, mientras
que elk, tiene una distribucidon extensa y abundante, §slastaria confinada a ciertas
areas con fuerte intensidad de marca (Olsen y &ied@008). También ha sido descripto
que la subunidad del RGABA, se encontraria mas densamente expresada en sstadio
perinatales que en cerebros adultos (Zhang y 68l1)1 Estudios de inmunoprecipitacion
sugieren que la subunidad se expresaria en una sola isoforma por receptmioy se

encontraria en RGABAfuncionales (Withing y col, 2000).

Ademas, ha sido descripto que las neuronas GABga&sgicolocalizan con
neuronas noradrenérgicas. Se observo la distribudié los distintos tipos de,-
adrenoreceptores en cerebro de pollos, mostraneibvajoria una distribucion homogénea

de estos receptores en estructuras telencefaicaembrago en cerebelo y tectum éptico
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habria un predominio de la subunidgd y en bulbo laxa (Diez-Alarcia y col, 2009).
También se reportdé que en diferentes zonas hipoizdd se localizarian,-
adrenoreceptores en axones de neuronas GABAérgicasn conjunto con datos
electrofisiolégicos mostrarian la modulacion noesgdrgica sobre la transmision
GABAérgica en condiciones fisiolégicas como deésstrgudo (Bali y col, 2005; Shin y
col, 2007).
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2- HIPOTESIS

1) Los cambios fisioldgicos, bioquimicos y farmacot@y observados en
pollos después de un evento estresante podrianséebe
a) la noradrenalina aumenta significativamenteSestema Nervioso
Central en respuesta a un estrés agudo;
b) existe una interaccion entre el sistema GAB®&éry el sistema
noradrenérgico
c) el incremento observado sobre la densidad d&AB2G en
sinaptosomas inducido por un estrés agudo estapulado por el

sistema noradrenérgico.

2) El sistema noradrenérgico modularia de forma dusdcutamiento de
RGABAA en membrana de sinaptosomas a través de distintbagpos
de receptores noradrenérgicos, que actuarian dermaelectiva de

acuerdo a la concentracion de noradrenalina espelce sinaptico.

3) La insulina administrada centralmente provocariaaumento de la
densidad de RGABAen las sinapsis, este incremento estaria asoaiado
gue la insulina adicionada por via sistémica aergaila densidad del
receptor en la superficie de las neuronas y panecanismo similar al

estrés.
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3-OBJETIVOS

3.1- OBJETIVOS GENERALES

Profundizar y mejorar el conocimiento sobre lasebaseurobiolégicas, bioquimicas y
fisiologicas del miedo y el estrés agudo en avesedarion con el reclutamiento del
RGABAA. Avanzar en la comprension de los mecanismos ratmhds noradrenérgicos,
la interaccion con insulina y su posible sinergissobre la densidad de RGARAen

sinaptosomas de cerebro anterior de pollo.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Examinar la accion farmacolégica de diferentesisl de noradrenalina inyectadas

intracerebroventricular sobre el comportamientpaléos neonatos en un Campo Abierto.

2- Investigar la participacion de los subtipas y p-adrenoreceptores en el

comportamiento de ansiedad mediante la adminiétrale antagonistas selectivos.

a) efectuar un asidlcomportamental de la accién farmacoldgica de
las diferentes dosis de noradrenalina coadmingsradon
bloqueantes de la via o p-adrenérgica medidas en un Campo
Abierto.
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3- Examinar la accién farmacoldgica de antagosistdectivos: y p-adrenérgicos sobre

el reclutamiento del RGABAmMediante:

a) Ensayo de radioligando de RGARAunitrazepam sensible en

sinaptosomas de cerebro anterior de pollos.

b) la expresion de las subunidades ¥ p..3) del RGABA, en
cortes de tejido de cerebro anterior de pollo ndia
inmunohistoquimica en pollos neonatos tratados con

noradrenalina y sometidos a un estresor agudo.

4- Evaluar el efecto de distintas dosis de insuhgactadas (icv) sobre:

a) el comportamiento de ansiedadad®$ neonatos sometidos a un

Campo Abierto.

b) la densidad de RGARAeclutados en sinaptosomas mediante la
unién del PH]-flunitrazepam a los sitios de reconocimiento a

RGABAA-flunitrazepam sensible, luego de un estrés agudo.
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4- MATERIALES Y METODOS

4.1) Animales

Se utilizaron pollos Cobl5allus gallus domesticyisle ambos sexos de 4-6

dias de edad. Los pollos recién nacidos, obtergtoka granja de cria INDACOR S.A
(provincia de Cérdoba) fueron criados en un biotelimatizado a una temperatura de 31
+ 2°C y humedad constante. La habitacién de criaeposa superficie de 6°m esta
aislada de ruidos. Los pollos recién nacidos fuemantenidos en grupos de 20 en cajas de
cria de madera (90x40x60 cm) pintadas de blancouconomedero y un bebedero por
caja. Los animales estuvieron expuestos a ciclpgaees naturales de luz/oscuridad, con
libre disponibilidad de alimento balanceado parthopdBB (Cargill, parrillero BB, 20%
minimo de proteina cruda 12,34 mJ/kg) y agua. Lalkg fueron criados socialmente y
permanecieron en estas condiciones hasta el diexgkrimentacion. Los cambios de
comida y las tareas de mantenimiento se realizatas 10:00 hs. Todos los experimentos
se hicieron entre las 10:00 y 14:00 hs.

Los pollos que se usaron para investigar la pogibdelulaciéon de insulina y
noradrenalina sobre el reclutamiento de los RGABA relacion al estrés tenian entre 4

y 6 dias de edad.

4.2) Drogas

En primer lugar se realizaron las inyecciones aggrebroventricular de
Noradrenalina (Laboratorios Fada Pharma). La miiraadisuelta en una solucién 0,1%
de Azul de Evans en solucién fisioldgica (0,85% NaJue inyectada en dosis de 0,025;
0,05; 0,10; 0,50; 1,00; 2,50; 5,00 y 10409 Para los estudios con insulina se usaron
distintas dosis de insulina humana semisinteticatalih H-U 100, Laboratorios Beta
S.A)), que fue disuelta en una solucion 0,1% del AeuEvans en solucién fisiologica
(0,85% NacCl). Las dosis ensayadas fueron de 0,00,2625; 0,33; 0,66; 1,00 y 2,50
mul/pl.

Para los estudios de subtipos de receptores agremese utilizaron las siguientes
drogas: Fentolamina (REGITINA)e Sigma (St. Louis, MCantagonista-adrenérgico no
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selectivo, Yohimbina de Sigma (St. Louis, M@ntagonistau,-adrenérgico selectivo, y
como un antagonistf-adrenérgico no selectivo Hidrocloruro de DL-Prowial de
Sigma (St. LouisMO). Todas estas drogas fueron disueltas en uneiéal fisiologica
(0,85% NaCl) e inyectadas intraperitonealmente paealizar los ensayos

neurofarmacolégicos

La glucosa plasmatica se determind con un kit coiede glucosa oxidasa
(Wiener Lab, Argentina).

El [*H]-flunitrazepam ({H]-FNZ) (85 Ci/mmol) fue adquirido en New England
Nuclear (Boston, MA, USA).

4.3) Procedimientos experimentales

4.3.1) Inyecciones intracerebroventriculares:

Las inyecciones intracerebroventriculares se raaiz en el tercer ventriculo
segun Carvajal y col, (2009) a fin de lograr unayonadifusion a todas regiones del
cerebro. Fueron realizadas sin el uso de un posidor estereotaxicchéad holder
debido que el uso del mismo esta descripto comestnesor que disminuye la velocidad
de inyeccién y aumenta el tiempo de manipulaciércatta pollo (Sandi y Rose, 1994).
Por lo tanto, los pollos fueron fijados manualmeniryectados con una jeringa Hamilton,
de agujas 26 ga, con un volumen final deullQ.a profundidad de la inyeccion fue de 3
mm alcanzada en la aguja mediante un tope plagticprocedimiento de inyeccion de
cada pollo tomo, aproximadamente, 40-60 seg. Lgadge dejada en el interior durante
un periodo de 5 seg con el objeto de evitar posibddlujos de la solucién, como asi
también posibles hemorragias por la perforaciéregiélio y las meningeas.

La Figura 9 muestra el sitio de inyeccién, estabtesegun el atlas estereotaxico
Kuenzel y Masson (1988). El 90% de las inyeccioheson realizadas en el lugar
correcto. El 10% restante fue descartado de Iemyes por posicion incorrecta o

hemorragia profusa de la zona.
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Figura 9. Corte sagital de cerebro de pollo de 4-@8ias de edad La linea azul representa la
trayectoria de la aguja empleada para las inyeesida linea roja muestra la seccion de corte de la
Fig. 3b. Tomada y adaptada de Kuenzel y Massorgj198

A los 4-6 dias de edad, los pollos pueden serctages logrando una gran
difusion de la droga con un minimo dafio, ya quseterigrandes espacios extracelulares a

nivel cerebral (Gibbs y Summers, 2002).

A continuacién se muestra una imagen del sitiongledcién en pollos de 4-6 dias
de edad.
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Figura 10- Sitio de inyeccion en la cabeza de unlfmde 4-6 dias de edacEL punto de ingreso
de la aguja (P), se encuentra cerca de la sutuos deiesos craneales.

a b c

Figura 11 (a, b y c)muestra una serie de cortes transversales dealneza de pollo. El 90% de
los pollos inyectados correctamente, mostrarondifigion homogénea por todos los ventriculos.
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4.3.2) Inyecciones intraperitoneales

Se eligié la ruta sistémica para administrar lomgonistas con el propésito de
reducir dafios en la region cerebral involucradsmdiuir el tiempo de manipulacion de
los animales y aumentar la velocidad de inyeccdebido a que la barrera hemato-
encefalica esta pobremente desarrollada en podossth edad, las drogas antagonistas
pudieron pasar libremente desde la circulaciorfér@a hacia el cerebro. Las inyecciones
intraperitoneales (ip), se realizaron introducienda aguja intradérmica con un angulo de
30°, ligeramente a la izquierda de la linea medianhbligo, a medio camino de la sinfisis
pubiana y el apéndice xifoides del esternon. E¢ tde la penetracion se hizo cuando la
solucion inyectada comenzo a fluir libremente &rdvidad abdominal (Zufiga, 2001).
Los antagonistas fueron administrados en un voluina@hde 0,2 ml con una aguja de 8
mm de largo y 0,3 mm de calibre y una jeringa dé. Ehtiempo de inyeccién de los
antagonistas que se utilizaron para poner a puteopeotocolo fue de 15 minutos, segun
la bibliografia (Gibbs y Summers, 2002).

4.4) Técnicas neurofarmacolégicas

4.4.1) Curvas dosis-respuesta

A los fines de investigar la accion de estas dragdse el comportamiento de
pollos sometidos a un estresor agudo agudo, feamea importancia determinar una dosis
Optima de trabajo. Se realiz6 una curva dosis-estpupara noradrenalina y para los
antagonistas empleados para los estudios faranmpertamentales asi como los ensayos

neuroquimicos.

Se puso a punto en nuestro laboratorio un protodelooadministracion de NA y
distintos bloqueantes noradrenérgicos, con el ivbjate realizar los ensayos farmaco-
comportamentales. Se utilizaron pollos de 4-6 deaedad, criados en el bioterio bajo las
condiciones que se detallaron anteriormente. Parserinyectd un volumen de 0,2 ml de
Yohimbina, Fentolamina 6 Propranolol por via (ibds tiempos usados para realizar el
bloqueo de cada via fue de 15 minutos, retornaosi@dlios inyectados a la caja de cria.
Posteriormente, se administré un volumen de 1®ulv@ (icv) de solucion fisioldgica o
de las diferentes dosis de NA, e inmediatamentpussse sometieron los animales a una
Prueba de Campo Abierto, durante 10 minutos.
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4.4.1.1- Curva dosis-respuesta de Noradrenalina

Se administraron icv 8 dosis de NA descriptas @rpdra estudiar el efecto de un
amplio rango de concentraciones en pollos someadas estresor agudo. Las dosis que
mostraron diferencias significativas comparadas ebgontrol inyectado con solucion
fisiologica fueron usadas para realizar los argli@rmaco-comportamentales y para el

ensayo de radioligando e inmunohistoquimica.

4.4.1.2) Curva dosis-respuesta de antagonistas doenérgicos

Para iniciar los estudios de antagonismo noradge®ise realizaron las curvas
dosis-respuesta de cada uno de los antagonisiag-adrenérgico con la finalidad de
determinar las dosis no tuvieran acga@ar se Los analisis de datos se realizaron teniendo
en cuenta la Latencia de ambulacién medida en gegun

La curva dosis-respuesta pdrantolamina se realizécon las siguientes dosis:
(0,000; 62,5; 125; 250; 5.300; 10.600; 32.800; @86.6:mol/kg de peso corporal) en
solucion fisiolégica. En este caso la dosis maxinea(65.600 nmol/kg), determinada por
el aumento significativo de la latencia de ambudlacicomparados con los pollos
inyectados con solucion fisiolégica. De acuerdesta curva se opté por una dosis de
(250 nmol/kg de peso corporal) para antagonizar la accion fewhogica de

noradrenalina.

También se usoO un antagonistgadrenérgico selective,ohimbina. Siguiendo el
mismo protocolo de administracion de drogas quaestripto anteriormente, se realizo la
correspondiente curva dosis-respuesta para detrri@ndosis de trabajo. Las dosis de
Yohimbina ensayadas fueron (0,0052; 15,00; 78,86;QD; 1.092 nmol/kg). Se eligio una

dosis del5 nmol/kg, para los ensayos farmaco-comportamentales.

La curva dosis-respuesta Beopranolol se realizé con las siguientes dosis (0,00;
62,50; 125,00; 250,00; 5000; 10000 nmol/kg de pmmporal). Las dosis de (5000 y

10000 nmol/kg de peso corporal) el antagorfistarenérgico ejercieron un efeger se
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en las latencias de ambulacién en pollos de 4$6akpuestos a un Campo Abierto. Por lo
tanto, se escogid una dosis de trabajd288 omol/kgde peso corporal).

4.5) Campo Abierto

Fue desempefiada de acuerdo a la metodologia daspop Gallup y Suarez
(1980) y Salvatierra y Arce (2001). Pollos de 4iésdde edad fueron retirados de la caja
comunitaria y transportados a una sala de expetanién. Se analizaron grupos de 10-12
pollos por dia y la observacion del comportamiesgchizo en forma directa. Los pollos
fueron colocados individualmente en el centro da caja de paredes de acrilico blancas
de 60 cm de lado x 35 cm de altura, con el pisdisiddo en cuadrados de 12 x 12 cm e
iluminada de manera uniforme, por una lampara @V¥0Cada sesién tuvo una duracién
de 10 minutosEl Campo Abierto fue limpiado con una solucién danel 70% entre
sesiones. El lugar de la inyeccion fue confirmadtologicamente. Aquellas aves que no

fueron inyectadas correctamente fueron descartadas.

Los siguientes parametros fueron cuantificadoseri@a para empezar a ambular
(se consideré que un pollo habia finalizado lankeite para ambular cuando el mismo
daba dos pasos en la misma direccién), Ambulaaidiméro de cuadrados cruzados),
latencia para defecar (tiempo que tarda en realim@a deposicion), numero de
defecaciones, y nimero de escapes (vuelos cortosegliza el animal, generalmente en

las esquinas de la caja).

Las inyecciones de NA e Insulina se realizaron cemexplica en 4.3.1, mientras
gue los diferentes antagonistas usados se adramistpor via intraperitoneal, de acuerdo
a lo descripto en 4.3.2. Aquellos animales quecdiuersados para los ensayos farmaco-
comportamentales retornaron a la caja de cria tufdminutos, para realizar el bloqueo
especifico de cada via, y posteriormente expuestom prueba de Campo Abierto por 10
minutos. Para los ensayos de radioligando se ariiz dos grupos de animales, no
estresados y estresados. Los pollitos de ambogrygron inyectados con solucion
fisiologica, con diferentes dosis de NA o tratadmm los diferentes antagonistas
noradrenérgicos segun 4.3.1.y 4.3.2. Inmediartaenéiespués, el grupo de aves “no
estresadas” fueron retornadas a su caja de créatéutO minutos mientras que el grupo

“estresados” fueron expuestos individualmente aCampo Abierto durante el mismo
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tiempo. Posteriormente, los pollos de cada grugoofu decapitados y se procedié a la
preparacion de los sinaptosomas de cada cerebrericeintcomo se describe

posteriormente.

4.6) Procedimiento de decapitacion

Al final de cada experimento, los pollos se saca®ias cajas de experimentacion
e inmediatamente se mataron por decapitacion can tijgra. El procedimiento de
decapitacion se realizé en 10 s para evitar uréestdicional. Luego, los cerebros se
extrajeron y rapidamente se disecaron en hielbéosisferios. Los hemisferios cerebrales
son estructuras telencefalicas que son neuroquimeiti y funcionalmente comparables a
la neocorteza de mamiferos, claustrum, y amigdalialppdemas de otras areas paliales
como el hipocampo (Reiner y col, 2004).

4.7) Preparacion de sinaptosomas

Todos los procedimientos se llevaron a cab&Cade acuerdo Sabato y col. (1986)
modificado por Martijena y col (1992). La fraccite sinaptosomas se obtuvo
homogeneizando el tejido proveniente de cada cmrahterior en 20 volumenes de
sacarosa 0,32 M usando un homogenizador de vidno énbolo de tefléon (Potter-
Elvehjem) 15 golpes de émbolo. Luego se realizo earatrifugacion diferencial para
obtener la fraccion deseada. Procediendo de laesiguforma, primero se centrifugd a
1.000 x g durante 11 min, se recolecté el sobremada se centrifugd nuevamente a
10.000 x g durante 20 minutos. El sedimento sespesdid en buffer Tris-HCI 50 mM
pH 7,4 con una concentracion final de proteinas0@® mg/ml (Los preparados de

membrana se congelaron y fueron usados a losdéipeparacion).

4.8) Determinacion de la densidad del RGABA! sitio de benzodiazepinas

La fijacién especifica deH]-Flunitrazepam @H]FNZ) (85 Ci/mmol, New

England Nuclear) al sitio de benzodiazepinas dehAB&, se determind por filtracion. La
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fijacion se realiz6 a 4°C en presencia #JFNZ a concentraciones finales de 0.5, 1, 2, 4,
6, 8,10 y 12 nM. Cada ensayo se realizé por tagl; usando alicuotas de 0,20 ml de
fraccion sinaptosomal. La fijacion inespecifica m&did en presencia de diazepam
(Hoffman La Roche) en una concentracion final depuM para desplazar el ligando
marcado del receptor. La incubacion se realizordar&80 minutos protegido de la luz y
luego fueron rapidamente filtrados a través deo8ltde vidrio Whatman GF/B en un
filtrador automatico multimuestra Brandel M-24Raw&dos tres veces con 4 ml de una
solucién de Tris-HCI 50 mM (frio). Los filtros fumm secados a temperatura ambiente y
posteriormente colocados en tubos de polietilen@,Bnml de una mezcla de centelleo
conteniendo tres partes de tolueno por una partéridé X-100 y 0,3% P/V de p-
difeniloxazol (PPO). La actividad especifica setécen un contador de centelleo liquido
LKB-1214-RACK BETA con una eficiencia de aproximadante 60% para Tritio. La
fijacion especifica consistio en restar la fijacidmespecifica de la fijacion total.
Posteriormente se calculd la fijacion maxima (Fm@ka constante de disociacion (Kd)
por medio de un ajuste no lineal de la curva deraeidn. Calculos posteriores de fijacion
se estandarizaron utilizando la cantidad de prasejior muestra obtenida por medio de la
técnica de Lowry y col. (1951) expresando la Fméstneoles de H]-FNZ unido/mg de

proteinas.
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Figura 12- Curva de saturacion tipica, a 4°C, de ldijacion del [*H]-FNZ al RGABA A
en sinaptosomas de cerebro anterior de pollos notessados. En rojo: union especifica, en

negro: union inespecifica (n=3).
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4.9) Determinacion de la glucosa plasmatica

Los pollos testeados fueron decapitados, y la sayggular se recolectoé en tubos
conicos con anticoagulante etilendiaminotetracé(E®TA). Luego las muestras de
sangre se centrifugaron (1000 x g durante 20 mid°aC), se recogié el plasma y la
glucosa plasmatica se cuantific6 usando un kiteroral de glucosa oxidasa segun
indicaciones del fabricante (Wiener Lab, Argentiriag técnica utilizada para cuantificar
Glucosa es un procedimiento enziméatico a puntd firs® basa en la reaccién indicadora
de peroxido de hidrégeno que une 4-aminoantipaina compuesto fendlico (Método de
Trinder). La glucosa se oxida por accion de la @dacoxidasa para dar acido gluconico y
peroxido de hidrégeno. Luego, el peroxido de hidnimg reacciona en presencia de
peroxidasa con HBA y con 4-aminoantipiridina (4-AApara dar lugar a un tinte de
quinonimina rojo. La intensidad del color formadoproporcional a la concentracion de

glucosa y se mide fotométricamente entre 460 yri560

El método glucosa — oxidasa (método GOD-POD) eatadp en las siguientes

reacciones.

1. Glucosa oxidasa

Glucosa + @+ H,O > Acido glucénico + kD,
2. Peroxidasa

H,O, + HBA + 4-AAP > Tinte de quinonimina +0

Figura 13- La glucosa oxidasa oxida a la D-glucosa origimaeéaicido D-gluconico y D,

4.10) Cuantificacion de proteinas

Se uso la técnica de Lowry (1951) para cuantifirateinas. Esta técnica se basa
en las siguientes reacciones: en la primera etapaohes Cu2+, en medio alcalino, se
unen a las proteinas formando complejos con lom@ode nitrégeno de los enlaces
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peptidicos. Estos complejos Tiproteina (color azul claro) provocan el desdobéantu

de la estructura tridimensional de la proteina,oeigndose los residuos fendlicos de
tirosina. En la segunda etapa se produce la remu¢en medio basico) del reactivo de
Folin-Ciocalteau, por los grupos fendlicos de resglde tirosina, presentes en la mayoria
de las proteinas, actuando el cobre como catalizdeloprincipal constituyente del
reactivo de Folin-Ciocalteau es el acido fosfomditdingstico (color amarillo), que es
reducido por los grupos fendlicos formando un cajopde color azul intenso que es
medido espectrofotométricamente a 750 nm. La iidadsdel color desarrollado es
directamente proporcional a la concentracion déefiras, segun la ley de Lambert-Beer.
Se tomaron 0,2 ml de las muestras (sinaptosomas<yud,2 ml de testigo de Albumina
sérica bovina (SIGMA) y 0,2 ml de buffer Tris-HQl&nco de reactivos), que fueron
incubados con 2,00 ml de EDTA-Cupor 30-60 minutos. Posteriormente se agrego el
reactivo de Folin-Ciocalteu (ANEDRA) diluido a laitad con agua destilada, y se lo
incubé por 1 hora a temperatura ambiente. Las masese realizaron por triplicado.
Posteriormente, la absorbancia del color azul detsdo se midio a 750 nm en un

espectrofotometro. El testigo fue preparado engpdffis-HCI 50 mM.

4.11) Inmunohistoquimica

Se usaron pollos de 4-6 dias de edad, que fuenminetrados icv con NA e
inmediatamente expuestos a un Campo Abierto comdeseribié anteriormente. Se
eligieron las dosis de NA (0,025; 0,10; 0,50; 5/QD,00ug) en las cuales previamente se
observo un aumento de la densidad de RGAB?®diante el ensayo de radioligando y en
dosis en las cuales no se vieron efectos sigrifiwat Una vez extraidos, los cerebros
fueron mantenidos en la solucion fijadora de 4% feamaldehido-sulfito de sodio-borax-
acido borico a pH 7,4 durante 5 dias y luego suitiesgen sacarosa al 30% P/V durante
48 hs. o hasta que bajaran al fondo del frascoe&8earon cortes coronales seriados de
rostral a caudal de cerebro anterior de pollo deu®6de espesor con un criéstato,
tomando como referencia desde la lamina 56 hasi® ldel atlas de Kuenzel y Mason
(1988), que incluyen las arebgdopallium y Medial StriatunfFig.18). Los cortes fueron
recolectados y mantenidos en una solucion crioptiate (30% etilenglicol y 25%
glicerina en PBS 0,1M) a -20°C. Los cortes flotanteeron lavados con PBS, y se

bloqued la peroxidasa enddgena con una solucidi,@g 3% en PBS 0,1M con 10% de
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Metanol por 20 min a temperatura ambiente. Paldogiueo de las uniones inespecificas
se usO leche descremada 5% en PBS durante 90 rréemperatura ambiente (bajo
condiciones no permeabilizantes a fin de obserear receptores expuestos en la
membrana). Posteriormente, se incub6 con anticuagmclonal primario, antisubunidad
a1 Y B2-3del RGABAL (Chemicom-Millipore) en una concentracion finaldé0 y 1:2000
respectivamente, durante 24hs a 4°C en la solgegdncubado BSA 1% en PBS 0,1M. Se
incubaron con el anticuerpo secundario biotinilapecifico anti-mouse (Sigma, St
Louis) en dilucion de 1:200 durante 2 hs en agitadotemperatura ambiente. A
continuacion se lavaron e incubaron los cortesQtoeptavidina - Peroxidasa (Sigma, St
Louis) en una dilucion de 1:200 durante 2 hs a @atpra ambiente. La actividad
peroxidasa fue puesta de manifiesto con 3,3 didoeinnidina (DAB) (Sigma, St Louis),
sulfato de niquel y amonio en buffer acetato (0;1pM 6) a temperatura ambiente. Luego
del revelado, los cortes fueron montados en poetms gelatinizados, aclarados con
Xileno y cubiertos con cubreobjetos para su obs#maal microscopio. Las imagenes
fueron capturadas con un microscopio Eclipse TEAO2amara D-100, Nikon, Tokyo,
Japon, y tratadas con el programa Image J (NIE3. resultados obtenidos se expresan

como: Densidad Optica (Modificado de Anastasialy2@09).
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Figura 14- Corte coronal de cerebro anterior de pollo. Losubérs rojos representan las areas
analizadas por microscopia de campo claro, padeterminacion del nimero de células y D.O.
Tomado y adaptado de Kuenzel y Mason (1988). Ahtaras: N (Neoestriatum), LPO (Lobulus
paraolfatorius). Nueva nomenclatura: Nidopallium) gNMedial Striatum (MSt), respectivamente
(Reiner y col, 2004).

4.12 - Anélisis Estadisticos

Los datos comportamentales obtenidos fueron @tz mediante un test no
paramétrico Kruskal-Wallis seguido de una prualzosterioride Dunn (comparaciones
multiples). Cuando los criterios de homogeneidad vdeianzas y normalidada se
alcanzaron, los datos fueron analizados por un AN@¥ una o dos vias, segun el caso,
seguido de una comparacién de medias individuaedlelvman-Keuls. El criterio de

significancia empleado en todos los casos fue 5.0
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5- RESULTADOS

5.1- Efecto de diferentes dosis de noradrenalingentada icv en el comportamiento en

un Campo Abierto.

A los fines deanalizar la accién farmacologica de diferentessddsi noradrenalina
sobre el comportamiento de pollos neonatos sonsetidon estrés agudo, pollos de 4-6
dias de edad se inyectaron icv con 8 dosis de NOR%) 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 2,50; 5,00

y 10,00 ug) y fueron expuestos a un Campo Abiantartte 10 minutos.

Los resultados comportamentales fueron analizadosuna prueba no parametrica
de Kruskal-Wallis que revel6 un efecto significatientre los diferentes grupos de las aves
inyectadas (H=77,24, p < 0.001). Una pruabposterioride Dunn mostré que la latencia
de ambulacion de las dosis de mas bajas (0,0250;0010 pg) y mas elevadas (5,00 y
10,00 ng) de NA fueron significativamente difersntd grupo inyectado con solucion
fisiologica (p <0,05). En la fig. 15 se observa dag diferentes dosis de noradrenalina
inducen un efecto dosis dependiente en forma denlelecomportamiento de aves

estresadas.
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Figura 15- Efecto de la inyeccion icv de diferentes dosis demadrenalina en la latencia para
iniciar la ambulacion en pollos de 4-6 dias de edad en un Campo Abieatobarras representan
la mediana * rango. n = 14-25. *p < 0,05 signifianente diferente del grupo inyectado con

solucion fisiol6gica (Dunn).
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Se analizaron otros parametros comportamentalesenestresadas, como numero
de ambulaciones, latencia de defecacidn, nimedeféeaciones y nimero de escapes. Una
prueba de Kruskall-Wallis mostré6 un efecto sigmifico del nimero de ambulaciones
H=34,13 (p < 0,001), latencia de defecacion H=3%®24 0,05) numero de defecaciones
H=17,84 (p < 0,05) y escapes H=27,07 (p < 0,05a pieba posterioride Dunn reveld
que las dosis de NA (5,00 y 10,00 ug) tienen usenitiuciéon significativa en el nimero de
cuadrados ambulados comparados con el grupo queyeetado con solucion fisiologica,
indicando que las concentraciones mas elevadasntien efecto mas pronunciado en la
actividad locomotora de pollos sometidos a un Cambierto. También, se observd una
disminucién significativa en el nimero de escap@seeel grupo inyectado con solucion
fisiologica y las dosis de NA (0,025; 0,05; 0,100& 10,00 pg). Ademas, mostré un
descenso significativo en el nimero de defecacienda dosis de 10,00 pg comparado con

las aves inyectadas con solucion fisioldgica.

49



“Mecanismos intracelulares y extracelulares queleegel reclutamiento del Receptor GABA

Tabla 1. Pardmetros comportamentales de pollog-Bedias sometidos a un Campo

Abierto e inyectados con diferentes dosis de neradina.

Noradrenalina

Numero de Latencia de Numero de Numero de de
oV (ho) ambulaciones defecacion defecaciones escapes
0,00 (solucion 27 +10-80 74 +12-310 1+1-2 1.5+0-7

fisiologica)

0,025 18 + 3-47 90 + 43-600 1+1-15 0+ 0-0*
0,05 8 + 0-67 142 + 28-600 1+ 1-1 0 + 0-0*
0,10 15+ 12-56 415 + 118-600* 2+1-2 0 + 0-0*
0,25 5+ 3-16 278 + 200-310 1+ 1-1.5 0+0-0.5
0,50 25+ 8-60 518 + 141-600* 1+1-2 1.0+0-6
2,50 18 + 3-52 171 + 3-600 1+1-1 3.0+0-8
5,00 2 £ 0-12* 44 + 3-72 1+1-15 0 £+ 0-0*
10,00 0z+0-1* 565 + 95-600* 0+0-1* 0 + 0-0*

Cada valor muestra la mediana + rango. n=10-20o@gitupo. (*p < 0.05) significativamente

diferente del mismo grupo inyectado con soluciéiofdgica.

Los resultados farmaco-comportamentales muestranagudosis mencionadas de

NA inducen un efecto inhibidor del comportamientofdrma dosis dependiente en pollos

neonatos sometidos a un estrés agudo.

50




“Mecanismos intracelulares y extracelulares queleegel reclutamiento del Receptor GABA

5.2- Antagonismo de receptores adrenérgicos

De acuerdo a los resultados obtenidos en avestadgsx con noradrenalina y
sometidas a un estrés agudo, se propusieron nuexperimentos farmaco-
comportamentales para analizar si las diferenaiasrdgradas a distintas concentraciones

fueron debidas a una posible modulacion dual denthis subtipos de adrenoreceptores.

5.2.1- Efecto de diferentes dosis de fentolamingdatada (ip) en el comportamiento en

un Campo Abierto

La prueba de Kruskal-Wallis revelo un efecto sigativo (H= 15,20; p < 0,01)
entre el grupo salino y los grupos inyectados ciberehtes dosis de fentolamina. Una
pruebaa posterioride Dunn mostré que las dosis de 32.800 nmol/k&.¢0®0 nmol/kg
tuvieron un aumento significativo (p < 0,05) entiempo para comenzar a ambular del
grupo de aves inyectadas con el antagonista adrenergico con respecto al grupo
inyectado con solucion fisiologica, en las dosi¢ab de fentolamina no se observaron

cambios significativos. Por lo tanto, se eligié 2B00l/kg como dosis de trabajo. Fig.16
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Figura 16- Efecto de la inyeccion ip de diferentedosis de fentolamina en la latencia para
iniciar la ambulacion en un Campo Abiertode pollos de 4- 6 dias de edad. Las barras reyiease
la mediana + rango. n = 5-8. *p < 0,05 significatiente diferente del solucion fisiolégica (Dunn).
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5.2.2- Efecto_de 250 nmol/kg de fentolamina (antaégia a-adrenérgico no_selectivo)

administrada sistémicamente sobre el comportamiedéaves estresadas y las distintas

dosis de noradrenalina inyectadas intracerebrovéciitarmente .

Una prueba de Kruskal-Wallis reveld un efecgm#icativo (H= 75,49; p < 0,001)
de las inyecciones del antagonista fentolaminaaelatencia de ambulacion de pollos
neonatos expuestos a un Campo Abierto con difeyelisis de noradrenalina. La prueba
a posterioride Dunn mostré que hubo un aumento de la latgragea comenzar a ambular
en pollos inyectados con fentolamina y las dosi@0 ¥ 10,00 ug de NA (p < 0,05). Sin
embargo, no se observaron diferencias significateralas latencias de ambulacién entre
los grupos de pollos inyectados con diferentessddsi NA (Fig.15) y los grupos que
recibieron la coadministracion de fentolamina yidias dosis de NA (Fig. 17).
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Figura 17- Efectos de 250 nmol/kg de fentolaminap) sobre la latencia para iniciar la
ambulacién en un Campo Abierto de pollos de 4- 6 @ de edady las distintas dosis de N.
(icv). Las barras representan la medianazx rango. n =*%-8.0,05 significativamente diferende
grupo inyectado con solucion fisiologica (Dunn).

La Tabla 2 muestra el efecto de fentolamina itagecip sobre el comportamiento
de pollos de 4-6 dias de edad expuestos a unagpdee@ampo Abierto y diferentes dosis
de noradrenalina inyectadas icv. Una prueba de KakWallis mostré un efecto

significativo en el nimero de ambulaciones (H =441p < 0,01) donde se observo una
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disminucién significativa de los cuadrados ambuadotre el grupo de pollos inyectados
con fentolamina y con las dosis de 5,00 y 10,0@&dNA con respecto al grupo de aves
inyectadas con solucion fisioloégica. Sin embarga 8e registraron diferencias
significativas en la latencia de defecacion (H 5223 p < 0,05), ni en el nUmero de
defecaciones (H =26,14, p < 0,05) y tampoco enigiaro de escapes (H = 42,84, p < 0,01)
entre los grupos de aves que fueron inyectado$ecdolamina y distintas dosis de NA y el

grupo inyectado con solucion fisioldgica.

Tabla 2. Pardmetros comportamentales de pollos-@ledids inyectados con 250

nmol/kg de fentolamina vy diferentes dosis de n@malina expuestos a un Campo Abierto

Fentolamina (250 Ngmero de Latencia de NUmero de NUmero de escapes

nmol/kg) + Dosig _ L _

de noradrenalina ambulaciones defecacion defecaciones
(Hg)
0,000 100 + 73-150 65 + 15-90 1+1-1 5+0-7
0,025 6 + 0-27 284 +100-543 1+05-1 1+0-2
0,050 17 £ 3-61 70 + 15-110 1+0,5-1 0+0-1
2,50 17 £ 1-47 350 + 195-600 05+0-1 1+0-3
5,00 0+ 0-4* 25 + 20-330 1+1-1 0+0-1
10,00 0 + 0-0* 258 + 156-600 0.5+0-1 0+0-1

Tabla 2. Cada valor de los datos comportamentaj@®senta la mediana * rango. n = 5-8 pollos
/grupo. *p < 0.05 respecto del mismo grupo inyeateamh solucion fisioldgica.

53



“Mecanismos intracelulares y extracelulares queleegel reclutamiento del Receptor GABA

Estos resultados muestran que la administracioriedmlamina, antagonista no
selectivo ., adrenérgico) no revierte el efecto ansiogénicaecmo por NA en el rango

de concentraciones ensayadas.

5.2.3- Efectos de diferentes dosis de yohimbina tdaonista ar-adrenérgico)

administrada sistémicamente en pollos neonatos egias a un Campo Abierto

Una prueba de Kruskal-Wallis revel6 un efesignificativo H= 40,15 (p < 0,0001)
sobre la latencia de ambulacion en los pollos @edéas inyectados con diferentes dosis de
yohimbina. La prueba posterioride Dunn mostré que los grupos de aves inyectanlos ¢
156 y 1.092 nmol/kg del antagonistaadrenérgico tuvieron un aumento significativo ae |
latencia para comenzar a ambular con respectaipbgnyectado con solucion fisioldgica
(p < 0,05). Por lo tanto, se us6 una dosis interan€dl> nmol/kg) para realizar el

tratamiento con noradrenalina (Fig.18).
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Figura 18- Efecto de la inyeccion sistémica de difentes dosis de yohimbina y la latencia
para iniciar la ambulacion en un Campo Abiertode pollos de 4- 6 dias de edad. Las barras
representan la mediana + rango. n =12-15 pollos grapo. *p < 0,05 significativamente
diferente del grupo inyectado con solucion fisiddag/Dunn).
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5.2.4- Efecto_de 15 nmol/kg de yohimbina (antacgini a,-adrenérgico selectivo)

administrada sistémicamente sobre el comportamiedéaves estresadas y las distintas

dosis de noradrenalina inyectadas intracerebrovéciitarmente .

Una prueba de Kruskal-Wallis mostré un efecto siggivo H=136,90 (p < 0,001)
sobre la latencia de ambulacion entre los grupgsciados con el antagonista yohimbina
y diferentes dosis de NA. La pruebgposterioride Dunn revelé que hubo un aumento
significativo en la latencia de ambulacion en elpgr de pollos que fueron inyectados con
yohimbina y 10,00 pg de NA con respecto al grupgdkos inyectados con solucion
fisiologica (Fig. 19). Ademas, se registr0 una dmsmion significativa de 600 a 31
segundos so6lo en el grupo de aves inyectadas coimlgma y 5,00 pg de NA con
respecto al grupo de aves inyectadas con distddsis de noradrenalina (p < 0,05) Fig.
15.
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Figura 19- Efecto de una inyeccion (ip) de 15 nmddj de yohimbina y diferentes dosis de
noradrenalina inyectada (icv) sobre la latencia pa iniciar la ambulacion en un Campo
Abierto en pollos de 4-6-diasLas barras representan la mediana + rango. n D1#Ros por
grupo. *p < 0,05 significativamente diferente delgp inyectado con solucion fisiologica (Dunn).

La siguiente tabla muestra el efecto dghimbina inyectada ip sobre el
comportamiento de pollos de 4-6 dias de edad etqmiasun Campo Abierto y diferentes
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dosis de noradrenalina inyectadas icv. Una prueb&miskal-Wallis mostré6 un efecto
significativo en el nimero de ambulaciones H = 95(@ < 0,01), en la latencia de
defecacion H= 91,50 (p < 0,01) y en el numero deadeiones H =31,30 (p< 0,05). Una
prueba a posteriori de Dunn revelé una anulacidnndenero de ambulaciones y del
namero de defecaciones en el grupo de aves inyectamh yohimbina y 10,00 ug de NA
con respecto al grupo inyectado con solucion figjiga (p < 0,05). Sin embargo, no se
registraron diferencias significativas en el numaéecescapes H = 57,04 (p< 0,05) entre los
pollos inyectados con yohimbina y diferentes dogiNA con respecto al grupo que fue

inyectado con solucion fisiologica.

Tabla 3. ParAmetros comportamentales de pollos@ldids inyectados con 15 nmol/kg de

yohimbina v diferentes dosis de noradrenalina eximsea un Campo Abierto.

Yohimbina (15 NUmero de Latencia de Numero de NUmero de

nmol/kg)+Dosis , » ,

de noradrenalina ambulaciones defecacion defecaciones escapes
(Hg)
0,000 70 £ 15-175 48 + 5-184 1+1-2 3+0-6
0,025 75+ 3-22 41 + 2-360 1+1-2 0+0-1
0,050 16 £ 10-175 14 £ 2-325 1+0-15 0+0-1
0,10 12 + 3-64 34 +6-195 1+0-1 0+0-2
0,50 67 = 28-90 174 + 72-508 1+0-1 0+0-2
2,50 6 + 0-69 600 £ 160-600* 1+ 1-2 0+0-1
5,00 45 +13-170 147 + 50-600 1+1-1 0+ 0-3
10,00 0 + 0-0* 600 * 80-600* 0+0-1* 0+0-1

Cada valor de los datos comportamentales reprelsentadiana + rango. n = 5-8 pollos / grufj.
< 0.05 respecto del mismo grupo inyectado con gimuisioldgica.
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Estos resultados muestran que la inyeccion de ywmhanrevirtio el efecto
ansiogénico inducido por noradrenalina hasta valded grupo inyectado con solucion

fisioldgica, sélo cuando es coadministrada con h@@e noradrenalina.

5.2.5- Efecto de diferentes dosis de propranolointémonista fi.-adrenérgico no

selectivo) administrado sistémicamente en pollosmaos expuestos a un Campo Abierto

Una prueba de Kruskal-Wallis mostré un efecto sigativo H =30,44 (p < 0,001)
sobre la latencia de ambulacion en los pollos @adfas inyectados con diferentes dosis del
antagonista propranolol. La pruebgosterioride Dunn reveld un incremento significativo
sobre la latencia de ambulacion entre los grupoaves inyectados con 5.000 nmol/kg y
10.000 nmol/kg de propranolol con respecto al grdpoaves inyectados con solucion
fisiologica (p < 0,05). De acuerdo a estos resoliagk determind que la dosis de trabajo es

de 250 nmol/kg para realizar el tratamiento coradmnalina (Fig.20).
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Figura 20- Efectos de diferentes dosis de propramdlinyectadas (ip) sobrda latencia pars
iniciar la ambulacion en un Campo Abierto de pollosde 4- 6 dias de edadLas barras

representan la mediana + rango (25-75%). n = p6Hds por grupo*p < 0.05 respecto d
mismo grupo inyectado con solucion fisiolégica (Bun
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5.2.6- Efecto de 250 nmol/kg de propranolol (antaigia f#;.,-adrenérgico no_selectivo)

administrado sistémicamente sobre el comportamiedéaves estresadas y las distintas

dosis de noradrenalina inyectadas intracerebrovéciitarmente .

Una prueba de Kruskal Wallis revel6 un efecto digaivo H =29,33 (p < 0,001)
sobre la latencia de ambulacion en los grupos dlespmyectados con una dosis fija del
antagonista propranolol y diferentes dosis de meradina. Una prueba a posteriori de
Dunn mostré un aumento significativo sobre la lei@mpara comenzar a ambular entre los
grupos de pollos coinyectados con propranolol ydiasis de 5,00 y 10,00g de NA con
respecto al grupo inyectado con solucion fisioladg < 0,05)(Fig.21). Ademas, se observé
gue hubo una disminucion significativa desde 54fusdos a 44 segundos en el grupo de
pollos inyectados con propranolol y 0,0&5de NA con respecto al grupo de pollos que fue
inyectado con esta misma dosis de NA (p < 0,09).15).
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Figura 21- Efecto de 250 nmol/kg de propranolol ingctada (ip) y las difeentes dosis d
noradrenalina administradas (icv) sobrela latencia para iniciar la ambulacién en un Camp
Abierto de pollos de 4- 6 dias de edad. Las barras repieasa mediana + rango. n =16-pollos pc
grupo.*p < 0.05 respecto del mismo grupo inyectado adacson fisiolégica(Dunn).

Una prueba de Kruskal-Wallis mostré6 un efecto s$igaiivo en el nimero de
ambulaciones H = 84.39 (p < 0,01), en la lateneiaefecacion H = 89,97, (p < 0,01), en el
namero de defecaciones H = 53,12 (p < 0,05) y amieiero de escapes H = 71,66 (p <

0,05). Una prueba posteriori de Dunn revelé una disminucién significativa solete
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namero de ambulaciones y el nimero de defecaciemies los grupos de aves inyectadas
con una dosis fija de propranolol y las dosis d#5; 10,00 pg de noradrenalina con
respecto al grupo inyectado con solucion fisiolagip <0,05). Ademas, revelo un

incremento significativo sobre la latencia para enmar a defecar en los grupos de pollos
inyectados con propranolol y las dosis de 0,500;5500 y 10,00 pg de noradrenalina con
respecto al grupo inyectado con solucién fisiolagi@ <0,05). También mostré una

disminucién significativa sobre el nUmero de essapentre los grupos que recibieron

propranolol y las dosis de 0,025; 5,00 y 10,00 pdginoradrenalina comparados con el
grupo inyectado con solucion fisioldgica (p <0,0Bbla 5).

Tabla 5. Parametros comportamentales de pollos&dids inyectados con 250 nmol/kg de

propranolol y diferentes dosis de noradrenalinaiexms a un Campo Abierto.

Propranolol Numero de Latencia de Numero de NGmero de
(250 nmol/kg)+ bulaci def y def _
Dosis de ambulaciones efecacion efecaciones escapes
noradrenalina
W)
0,000 53 +12-160 27 £ 3-189 1+1-1 3+0-7
0,025 60 + 2-183 33 +2-237 1+1-2 0 + 0-0*
0,050 56 + 23-207 69 + 6-260 1+1-2 0+0-1
0,10 80 + 6-210 250 + 130-600 1+1-2 0+0-2
0,50 38+ 6-44 440 + 336-600* 1+05-1.5 0+0-2
2,50 15 + 0-26 530 + 500-600* 1+ 0-1 0+0-1
5,00 0 + 0-2* 600 + 253-600* 0 +0-1* 0+ 0-0*
10,00 0 £+ 0-0* 550 + 130-600* 0+0-1* 0 £ 0-0*

Cada valor de los datos comportamentales reprekemiadiana + rango .n = 9-14 pollos /grupo.

*p < 0,05 respecto del mismo grupo inyectado cdacsan fisiologica.
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Estos resultados muestran que la inyeccion de amofwl (antagonista no
selectivo B-adrenérgico) revierte el efecto inducido por laradoenalina sobre el
comportameniento de pollos nenonatos sometidos astnés agudo hasta valores del
control salino, sélo cuando los animales son catagos con propranolol y 0,02 de
NA.

5.2.7- Efecto de diferentes dosis de insulina inyada icv en el comportamiento de

pollos neonatos expuestos a un Campo Abierto

Una prueba de Kruskal Wallis mostré un efecto $icativo H=16,54 (p < 0,01)
sobre la latencia de ambulacién en los pollos i@agkrs con diferentes dosis de insulina.
Una pruebaa posterioride Dunn registré un aumento significativo desdastdn en el
grupo de aves inyectadas con 2,500 mlidbn respecto al grupo inyectado con solucion

fisiologica (Fig.22).
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Figura 22- Efecto de la inyeccion icv de diferentedosis de insulina en la latencia para iniciar
la ambulacion en pollos de 4-6 dias de edad en un Campo Abika®.barras representan la
mediana + rango. n = 5-9 pollos/gruf < 0,05 significativamente diferente del contsml(icion
fisioldgica)

Una prueba de Kruskal Wallis no mostré efectosiggtivos sobre la latencia de
defecacién H= 1,03 (p > 0,05), ni sobre el numeralefecaciones H= 1,58 (p > 0,05), ni
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en el numero de ambulaciones H= 3,60 (p > 0,08mpbco en el numero de escapes H=
7,13 (p > 0,05) de pollos nenonatos administracwgralmente con diferentes dosis de

insulina en un Campo Abierto (Tabla 6).

Tabla 6 .Efecto de las diferentes dosis de ins@Wiméps parametros comportamentales de

pollos neonatos sometidos de un Campo Abierto.

Dosis de insulina NUmero de Latencia de Numero de NUmero de
(mUlub ambulaciones defecacion defecaciones escapes
0,00 (solucién 53+ 13-70 46 + 8-68 1+1-2 3+1-12
fisiologica)

0,0125 51 +£18-70 24 £ 5-65 1+£1-2 1+£0-2
0,0625 47 +8-128 39 +6-77 1+1-2 4+2-11
0,33 42 +12-65 45 +10-75 1+1-2 2+0-5

1,00 56 + 32-110 55+ 5-72 1+1-2 1+£0-5

2,50 21 +12-53 19 +5-88 1+1-2 2+04

Cada valor de los datos comportamentales reprelgemtediana + rango. n = 5-9 pollo/grupo.

5.3- Ensayos de radioligando

Con el proposito de investigar la modulacion nceadrgica sobre el reclutamiento
del RGABA\ en la superficie de sinaptosomas inducido porstregor agudo, se procedio

a inyectar las mismas dosis de noradrenalina adiig en los ensayos farmaco-
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comportamentales, y se determiné la fijacion #¢-FNZ a los RGABA, mediante un
ensayo de radioligando a 4°C en sinaptosomas pesten de cerebro anterior de pollo.

5.3.1- Efectos de diferentes dosis de noradrenalsubre la densidad de RGABAle

sinaptosomas de cerebro anterior de pollos estresagdno estresados

Un ANOVA de dos vias reveld un efecto significatolel estrés (F (1,99) = 68,44,
< 0,001) y de las diferentes dosis de noradrenatiyectadas (F (8,99) = 5,28, p < 0,001),
pero no mostré una interaccion significativa ema® tratamientos (F (8,99) = 2,15, p =
0,04). Una prueba posterioriNewman Keuls mostré que el estrés indujo un inerém
del 42% en la Fmax desde 847 fmol/mg de proteiha04 fmol/mg de proteina entre los
grupos de aves inyectados con solucion fisiologinala condicion de no estresados y
estresados respectivamente (p < 0,05). Ademasirguel bajo condiciones de estrés agudo
hubo un aumento significativo de la Fmax desde 1f20dl/mg de proteina hasta 1469
fmol/mg de proteina entre el grupo de pollos ingdatcon 2,5Qug de NA con respecto al
grupo inyectado con solucion fisiologica (22% p&1), también se observo un incremento
desde 1.201 fmol/mg de proteina en el grupo tratasiosolucion fisioloégica hasta 1589
fmol/mg de proteina en los pollos inyectados coa dasis de 5,00g de NA (32% p<
0,001) y un aumento desde 1201 fmol/mg de protemal grupo tratado con solucién
fisioldgica hasta 1704 fmol/mg de proteina en apgrde pollos inyectado con 10,00 pg de
noradrenalina (41% p< 0,001). No se observaromnraifgas significativas en las Fmax de
los animales no estresados que recibieron la adirdnion de solucion fisiologica y las

distintas concentraciones de noradrenalina.
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Tabla 7: Efectos de diferentes dosis de noradmnabbre el reclutamiento de RGAB&n

sinaptosomas de cerebro anterior de pollos nosestos v estresados.

Fmax (fmolesH]-FNZ/mg proteinas)
Noradrenalina (png No estresados Estresados
0,00 (solucién 847 + 39 1201 + 59*
fisiologica)

0,025 900 + 74 1189 + 63
0,05 862 + 75 1250 + 78
0,10 854 £ 47 1130 £ 115
0,50 1050+ 24 1296 + 205
1,00 1117 +£43 1102 £ 127
2,50 932 + 96 1469 + 132
5,00 1049 £ 115 1589 + 113

10,00 1025 + 88 1704 + 75

Cada valor de Fmax representa la media aritméti6&M de los valores obtenidos por regresion
no lineal de los datos experimentales de la cuevaaturacion. n = 12-20 pollos/grupo. *p < 0,05
respecto del no estresado inyectado con solucsisidgica.”p < 0,01 y +p < 0,001 respecto del
mismo grupo estresado inyectado con solucion figioh.
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Un ANOVA de dos vias no mostrd efectos significagivde la condicion de estrés
(F (1,101) = 3,85, p = 0,06) ni de las diferentemaoentraciones de noradrenalina
(F(8,101) = 0,47, p = 0,87), ni tampoco en la mteron de estrés y las dosis de
noradrenalina en los valores de Kd (F(8,101) = 0f»2 0,83) (Tabla 8).

Tabla 8: Efectos de diferentes dosis de noradmmalin los valores de la constante de

disociacion de afinidad de los RGARAlunitrazepam-sensibles en sinaptosomas

provenientes de pollos estresados vy no estresados

Kd (nM)
Noradrenalina (ug)

No-estresados Estresados
0,00 (solucion fisioldgica) 2,56 +£0,23 3,54 + 0,38
0,025 3,02+0,34 3,31+0,40

0,05 2,82+0,31 3,11 +£0,32

0,10 2,73+0,28 2,85+0,16

0,50 3,10 £ 0,26 2,96 £ 0,28

1,00 2,66 + 0,35 2,73 +0,37

2,50 2,34+ 0,22 3,10+0,31

5,00 2,47 + 0,32 2,93+0,45

10,00 2,60 £ 0,29 3,01+0,46

Cada valor de Kd representa la media + SEM dedtmes obtenidos a partir de una regresion no

lineal de los datos experimentales de una cunsatigacién. n = 12-20 pollos/grupo.
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A los fines de demostrar la participacion de diféze subtipos de receptores
noradrenergicos sobre la modulacion de la densidadRGABA, se estudio el efecto
producido por los antagonistas nordrenergicosmbima y propranolol coadministrados

con diferentes dosis de noradrenalina como se med&n el puntod.4.1.2.

5.3.2- Efectos de yohimbina en la densidad del R@ABflunitrazepam-sensible en

sinaptosomas de pollos no estresados v estresados

Un ANOVA de dos vias reveld un efecto significatiem el tratamiento con
yohimbina y diferentes dosis de noradrenalina (6= 9,31, p< 0,001) y también en la
interaccion de ambas variables (F (4,26) = 3,460405). Sin embargo, no se observo un
efecto significativo del estrés (F (1,32) = 1,8% 0,180) en los grupos de pollos inyectados
con una dosis fija de yohimbina (antagonistaadrenérgico) y diferentes dosis de
noradrenalina. Un analises posterioride Newman Keuls mostré que hubo un incremento
desde 984 fmol/mg de proteinas hasta 1392 fmolingrateinas (p < 0,01) entre las Fmax
de los sinaptosomas de cerebro anterior de pofigsciados con yohimbina y salina
comparados con el grupo de aves inyectado con ymhay 0,05 ug de noradrenalina en la
condicion de no estresados. Ademas, se registadionento significativo en las Fmax desde
865 fmol/mg de proteinas hasta 1369 fmol/mg deegmas (p < 0,05) en los sinaptosomas
provenientes de los grupos de aves inyectadasatimpina y salina con respecto al grupo
gue recibié la coadministracion de yohimbina y Qy@=de noradrenalina en la condicién de
estrés (Tabla 9).
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Tabla 9: Efectos de la coadministracién de Yohirahirdiferentes dosis de Noradrenalina

sobre la densidad de RGARAle sinaptosomas de cerebro anterior de pollo esiwssy

no estresados

Fmaéx (fmolesH]-FNZ/mg proteinas)

Yohimbina Noradrenalina No estresados Estresados
(nmol / kg) (HO)

15 0,00 (solucién 984 + 147 865+ 75

fisiologica)

15 0,025 1170 £ 96 1187 £ 74

15 0,05 1392 + 94* 1369 + 85

15 5,00 838 +24 1166 + 113

15 10,00 831 +91 887 + 73

Cada valor de Fmax representa la media aritmétis&M de los valores obtenidos por regresién
no lineal de los datos experimentales de la cuevaaturacion. n = 6 pollos/grugp. < 0,05 y *p

< 0,01 significativamente diferente del mismo grupgectado con solucion fisiologica (Newman
Keuls).
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Un ANOVA de dos vias mostré una interaccion sigaiiiva de la administracion
de yohimbina y las diferentes dosis de noradreaaobre el reclutamiento del RGABA
(F (4,40) = 9,99, p < 0,001) en la condicion deesstdos. Un analisis posterioride
Newman Keuls revelé un incremento significativo {p0,01) desde 865 fmol/mg de
proteinas a 1369 fmol/mg de proteinas entre logpagde aves inyectados con yohimbina
y solucion fisiologica con respecto al grupo ingelct con yohimbina y 0,0pg de NA
(Fig.23). También se observo una disminucion sicgtif/a en la Fmax del 27% (p < 0,02)
y del 52% (p < 0,001) a las dosis de 5,00 y 10@@e NA, respectivamente, respecto al
grupo inyectado con solucion fisiolégica y la misaasis de NA en la condicién de
estresados (Tabla 7 y Fig.23).
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Figura 23-Efecto de 15 nmol/kg de yohimbina admisirado sistémicamente y las distintas
dosis de noradrenalina inyectada (icv) en la densadl del RGABA, en sinaptosomas de
cerebro anterior de pollos en la condicion de estséLas barras representan la media + SEM. n =
6 pollos /grupo. *p < 0,01 significativamente déate del grupo inyectado corohimbina y
solucidn fisiologica(Newman Keuls

Un ANOVA de dos vias en los valores de Kd no mosfettos significativos del
estres (F (1,32)= 0,18, p= 0,80), de la coadmagin de yohimbina y distintas dosis de
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noradrenalina (F (5,32)= 0,64, p= 0,68), ni dentariaccién del estrés y el tratamiento (F
(5,32)= 1,80, p=0,14) (Tabla 10).

Tabla 10: Efectos de yohimbina v diferentes dosisadradrenalina en los valores de la

constante de disociacion de afinidad de los RGABAInitrazepam-sensibles

provenientes de sinaptosomas de pollos estresaumsstresados

Kd (nM)
Yohimbina (nmol/kg) Noradrenalina (ug)
No estresados Estresados
15 0,00 (solucion fisiolégica) 2,50+0,42 3,11+ 0,63
15 0,025 3,04 £0,32 2,80 £ 0,09
15 0,05 2,93+0,23 3,83+0,72
15 5,00 3,32+0,26 2,47 £ 0,51
15 10,00 3,17 £ 0,26 2,35+0,23

Cada valor de Kd representa la media + SEM deaddwes obtenidos a partir de una regresion no

lineal de los datos experimentales de una cunsatlgacion. n = 6 pollos/grupo.

5.3.3- Efectos de propranolol en la densidad debABAx-flunitrazepam-sensible en

sinaptosomas de pollos no estresados y estresados
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Un ANOVA de dos vias de los valores en la densidecima del’[H]-FNZ al
RGABAA no mostré un efecto significativo del estrés H}520,044, p = 0,83, de la
coadministracion de propranolol y noradrenalingZ= 1,23, p =0,31, ni en la interacciéon
entre ambas variables F (4,31) = 1,67, p = 0,18laral).

Tabla 11: Efectos de la coadministracion de Prapody Noradrenalina sobre la densidad

de RGABA, de sinaptosomas de cerebro anterior de pollo eslitesy no estresados

Fmax (fmolesH]-FNZ/mg proteinas)
Propranolol Noradrenalina No estresados Estresados
(nmol/kg) (M)
250 0,00 (salina) 1388 + 95 1486 + 169
250 0,025 1554 + 99 1287 + 235
250 0,05 1604 + 51 1477+ 203
250 10,00 1602 + 230 1760 + 156

Cada valor de Fmax representa la media aritméti6&M de los valores obtenidos por regresion
no lineal de los datos experimentales de la cuevsatluiracion. n = 5-8 pollos/grupo

Un ANOVA de dos vias no mostré una interaccion ificativa de la administracion
de propranolol y las diferentes dosis de noradimeaalobre el reclutamiento del RGARBA
(F (3,34) = 0,50, p = 0,68) en la condicion deesstdos. No se registraron diferencias
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significativas entre los grupos de pollos estresaatiministrados con NA y aquellos que
recibieron la coadministracion de propranolol y NAbla 7 y Fig 24).

2000+

1500+ l 1

é 10004
LL

500+

0

0,00 0,025 0,050 10,00
Propranolol (250 nmol/kg)+dosis de noradrenalina (u Q)

Figura 24-Efecto de 250 nmol/kg de propranolol admmistrado sistémicamente y las distintas
dosis de noradrenalina inyectada icv sobre la demad del RGABA, en pollos estresadokas
barras representan la media £+ SEM. n = 6.

Un ANOVA de dos vias de los valores de Kd no modiférencias significativas
del estrés F (1,32)= 1,33, p = 0,26, ni del tratantd de propranolol y noradrenalina F
(4,32)= 1,59, p =0,20, ni en la interaccion entréas variables, F (4,32)= 1,41, p =0,25
(Tabla 12).
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Tabla 12: Efectos de propranolol y diferentes ddsisioradrenalina en los valores de la

constante de disociacion de afinidad de los RGAAnitrazepam-sensibles en

sinaptosomas de pollos estresados y no estresados

Kd (nM)
Propranolol (nmol/kg) Noradrenalina (p1Q)
No estresados Estresados
250 0,00 (salina) 3,35+ 0,60 3,27 +0,4b
250 0,025 4,07 £ 0,47 2,92 + 0,4(
250 0,05 3,85+0,36 3,20 + 0,30
250 10,00 3,95 +0,49 3,37 £ 0,61

Cada valor de Kd representa la media + SEM dedtmes obtenidos a partir de una regresiéon no

lineal de los datos experimentales de una cunsatigacién. n = 5-8 pollos/grupo.

5.4- Insulina

5.4.1- Efectos de diferentes dosis de insulina sobda densidad de RGABAde

sinaptosomas de cerebro anterior de pollo estresagloo estresados

Un ANOVA de dos vias de diferentes dosis de insuiobre la densidad de
RGABAA mostré un efecto significativo del estrés agudm,{E 4,07, p < 0,05), de la
administracion de insulina {3 = 4,40, p < 0,005) y una interaccion significatesatre
ambas variables {3 = 2,96, p < 0,033). Una pruebgposterioriNewman Keuls reveld

un incremento significativo (41 %; p < 0,024) enHAaax a partir de 746 fmol/mg de
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proteina a 1054 fmol/mg de proteina entre los ggupgectados con solucion fisioldgica
en la condicion de estresado y no estresado. Poldaxto, la prueba de Newman-Keuls
mostro, en la condicion estresado, que la insutineemento la Fmax de 746 fmoles/mg
de proteina a 994 fmoles/mg de proteina (33%, p%)(Qara la dosis de 1,00 mull/a
1144 fmoles/mg de proteina (53%, p < 0,001) pas@ BUIul. Sin embargo, la insulina
no indujo un aumento en la Fmax en la condiciéresatio, sugiriendo que el aumento en
la densidad del RGABAen los sinaptosomas provenientes de pollos nesastos ocurre

por un mecanismo similar al estrés (Tabla 13).

Tabla 13: Efectos de la administracion central derehtes dosis de insulina sobre la

densidad de RGABA de sinaptosomas de cerebro anterior de pollo aesinesy no

estresados
Fmax (fmolesH]-FNZ/mg proteinas)
Insulina (MUI/ul) No estresados Estresados
0,00 (solucién 681 + 66 1172 +112*
fisiologica)
0,0625 1340 + 19 1276 + 22
0,330 942 + 37 1308 + 35
1,000 1130 + 116 1300+ 114
2,500 1291 +135 1355+ 135

Los datos representan la media aritmética + SENbda valor de Fmax. n = 4-6 pollos/grupo. *p
< 0,02, < 0,01 y +p< 0,001 significativamente diferentd drupo solucion fisioldgica no
estresado
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Tabla 14: Efectos de diferentes dosis de insulimdos valores de (Kd) constante de

disociacion de los RGABAFlunitrazepam-sensibles en sinaptosomas de pollos

estresados y no estresados

Kd (nM)
Insulina (mUl/pl)

No estresados Estresados

0,00 (solucién fisiologica) 2,36 £0,31 1,98 + 0,21
0,0625 2,06 £ 0,54 1,92 +0,38

0,330 1,81 +0,22 2,35+0,24

1,000 1,90+ 0,36 2,10+ 0,45

2,500 1,82+ 0,26 2,27 +0,23

Los datos representan la media aritméti8&M de cada valor de Kd. n = 4-6 pollos/grupo.

Un ANOVA de dos vias de los valores de Kd no mostr@&fecto significativo del
estrés, F (1,28)= 0,47, p = 0,50, ni del tratansierttn insulina, F (4,28)= 0,12, p =0,97,

ni una interaccion entre ambas variables, F (4,885, p = 0,60 (Tabla 14).

Tampoco se encontraron diferencias significativasleas niveles de glucosa
plasmatica de pollos luego de la administracionliterentes dosis de insulina (F (6,42) =
1,75; p = 0,56) en las condiciones estresadosestresados (F (1,42) = 0,33; p = 0,56,) ni
una interaccion entre ambas variables (F (6,42)49;1p = 0,20). Por lo que las dosis

administradas de insulina fueron euglucemianteblareb).
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Tabla 15: Efectos de inyecciones de insulina emiesles de glucosa plasmatica

(ma/dl) en pollos estresados y no estresados.

Insulina (mUI/ul) No estresados Esaidos
0,00 244 + 24 249 + 20
0,0125 247 +12 23816
0,062 252 +13 283 + 27
0,330 286 + 26 293+ 32
0,660 266 + 12 234 £ 19
1,00 325+ 30 250 + 25
2,50 265+ 20 290+ 31

Cada valor representa la media + S.E.M. (n= 4-Bplgrupo).

5.5- Inmunohistoguimica

Un ANOVA de una via no mostré efectos significaivdel estrés sobre la
expresion de la subunidag del RGABAa (F (1,14)= 1,65; p=0,21), ni tampoco sobre la
expresion de la subunid@d; del receptor (F (1,14)= 0,29; p=0,59).
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Tabla 16- Efectos del estres sobre la expresida sebunidady y f ».3 del RGABA
estresados y no estresados.

Solucién Subunidady; del | Subunidad3;.s n
fisiolégica RGABA, del RGABA,

(Controles)

Sin estrés 60,80+ 9,1 80,20+ 8,0 8

Con estrés 68,12+ 10,2 82,50+ 5,5 8

Cada valor de Densidad Optica represantaeldia £ SEM. n = 8 pollos/grupo.

5.5.1-Interaccion inducida la noradrenalina sobre lexpresion de la subunidad; del
RGABA, en Nidopallium y Medial Striatum en pollos estreszs]

Un ANOVA de una via mostro un efecto significativq5,18)= 6,43 (p < 0,001)
sobre la subunidagh del RGABA, y las diferentes dosis de noradrenalina en pbiégs
la condicion de estrés. La pruelaaposteriori Newman Keuls mostré un aumento
significativo de la Densidad Optica desde 58,0284 (p < 0,01) en el grupo tratado con
0,025 pg de NA y de 58,08 a 72,00 (p < 0,01) egrigho que fue inyectado con 5,00 ug
de NA con respecto al grupo de aves inyectado olutigén fisioldgica en Nidopalllium.
En Medial Striatum revelé un incremento significatdesde 59,00 hasta 73,40 (p < 0,05)
de la Densidad Optica en el grupo inyectado cof fi@ de NA con respecto al grupo

inyectado con solucion fisiologica en la condictnestrés.
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Figura 25- Relacion de D.O en pollos neonatos sontkis a un Campo Abierto e inyectados
con diferentes dosis de NALas barras representan la media aritmética + S.B.M.4.7p <
0,05 y *p < 0,01 significativamente diferente delmp inyectado con solucion fisiologica

(Newman Keuls

5.5.2-Interaccion inducida por la noradrenalina sob la expresion de la subunidagfb.s

del RGABA, en Nidopallium y Medial Striatum en pollos estresz]

Un ANOVA de una via no mostr6 un efecto significatide las dosis de

noradrenalina en la expresion de la subuniglagddel RGABA, en pollos estresados, F

(5,18)= 1,62 (p=0,13).
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Figura 26- Relacion de D.O en pollos neonatos sotig®es a un Campo Abierto e
inyectados con diferentes dosis de NAas barras representan la media aritmética + S.BE.M.
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Micrografia de cortes de cerebro de Medial Striatlerpollos estresados: a) inyectados
con salina, b) inyectados con 0,50 pg de noradrendbnde se observa un aumento de
densidad éptica de la subunidaddel RGABA, en el &rea cerebral analizada.
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Micrografia de un corte de tejido de Nidopalliumpm#los estresados: a) inyectados con
salina, b) inyectados con 0,50 pg de noradrenatinegsta area se observa un aumento
significativo de densidad optica de la subunidadel RGABA, .
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6- DISCUSION

La prueba de Campo Abierto es una herramienta rerédfamente usada para
describir emocionalidad, exploracion y marcadoittaial en roedores. Sin embargo, en
pollos, involucra un fuerte componente inductorndiedo y/o ansiedad. Esta situacion
experimental estd determinada principalmente par fdotores:i) el ambiente nuevo
(novelty vy ii) el aislamiento (Faure y col, 1983). Ambos factoses los principales
motivadores del miedo e inductores del estrésgjeafb por la inhibicién de la actividad
natural. Gray (1987) define ah6velty como una de las condiciones experimentales mas
potentes que conducen a una respuesta emocionalivaegHa sido descripto que, la
exposicion inicial a un Campo Abierto en aves, oc'dlen una primera fase un
congelamiento o ffeezing (ausencia completa de movimiento y vocalizacipnés
inmovilidad (Gnicamente ausencia de movimientojepresenta la mayor intensidad del
miedo en la prueba (Faure y col, 1983). Durantpeelodo de congelamiento el pollito
también puede exhibir un comportamiento similasw@fio §leep-like behavigrque se
caracteriza por la posicion sentado con los ojosdes. Este comportamiento jugaria un
rol fundamental en respuesta al estrés (Zhang y2@613). En una segunda fase, este
comportamiento va siendo reemplazado por un cormp@ento mas activo evidenciado
como una mayor actividad exploratoria, mayor nunwadefecaciones y escapes, y un
aumento en las vocalizaciones de distrés lo quejaain periodo de reinstalacion social
(Gallup y Suarez, 1980). De acuerdo a las caratita$ descriptas anteriormente, esta
prueba fue utilizada en el presente trabajo desTesmo un estresor agudo para los

estudios farmaco-comportamentales.

El ensayo de radioligando de la union del fluniy@eam a su sitio en el RGARA
brinda informacion especifica de los cambios rapidpe ocurren en el sistema
GABAEérgico en respuesta a un estresor agudo. Laidbh del receptor central de
benzodiacepinas se us6 como una medida de la ddndedl RGABA, expuestos en la
membrana de sinaptosomdsos sinaptosomas son artefactos creados por rotura
autosellado de la zona sinaptica entre dos teresnaérviosas y contiene una pequeia
porcién del soma neuronal, el citoesqueleto, lgamlas y las vesiculas sinapticas con los

neurotransmisores y receptores para la recaptacida zona presinaptica (De Robertis y
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col, 1961; Whatley y Harris, 1996). Son metabdlieate activos, ya que retienen
numerosas propiedades de las terminales nervi@sas) por la cual son muy usados para
estudiogn vitro del sistema nervioso central (Weinberger y Coth®82; Nicholls, 1989).

La estabilidad y la actividad de los RGABAN la sinapsis podrian estar dinamicamente
moduladas por mecanismos intracelulares como @ltaces (Luscher y Keller, 2004).
En el presente trabajo de Tesis, se estudiarorfémtos de la administracién vivo de
insulina, noradrenalina y/o antagonistas noradggo@s, propranolol y yohimbina, sobre
el reclutamiento del RGABAflunitrazepam-sensible inducido por un estresardagen

cerebro anterior de pollos de 4-6 dias de edad.

El efecto de diferentes dosis de NA inyectadaseicvel comportamiento en un
Campo Abierto se observan en la Fig. 15. Dosissbdg NA (0,025; 0,050 y 0,10y)
indujeron un incremento significativo en la latenpara comenzar a ambular, al igual que
las dosis altas ensayadas (5,00 y 1Qy@P Estos resultados muestran una respuesta
ansiogénica, inducida por las diferentes dosis de ddministradas exdégenamente en
pollos sometidos a un estresor agudo. Esta lateaomentada sugeriria que la
administracion central de NA estaria induciendonenemento en la ansiedad de las aves
ante el ambiente nuevo de la prueba. Dosis ansaditde diazepam indujeron una
disminucién de la latencia para comenzar a amtaulam Campo Abierto demostrando el
efecto ansiogénico de la prueba (Salvatierra y A2601). De acuerdo con esto, Gallup y
Suarez (1980) describieron al congelamiento comadndite de ansiedad caracterizado
por la ausencia de movimiento para abandonar élacdel Campo Abierto. Por lo tanto,
el sistema noradrenérgico estaria participandoaeimduccién de la ansiedad quizas a
través de la activacion de vias noradrenérgicasrguementan el “arousal” o estado de
vigilia o atencion ante un ambiente nuevo. A estpecto Kety (1972) definio altousal
como una emocion basica, un estado generalizadoiadso al reconocimiento y
exploracién de estimulos nuevos y significativagluso no sélo abarcaria una amplia
gama de comportamientos de vigilia, y atencion sanabién la vigilancia para el miedo y
el estrés (Gibbs y Summers, 2002). Se conoce quedtbkia participando en desordenes
relacionados con el miedo y la ansiedad (Sullivaoly 1999). La Tabla 1 muestra que al
incremento en la latencia para comenzar a ambalaogelaciona con una disminucién
significativa en el nUumero de ambulaciones redisisaen el grupo de aves inyectadas con

las dosis mas elevadas de NA. Ha sido descriptdNgua altas concentraciones inhibe la
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actividad locomotora cuando es administrada de doerdgena en pollos neonatos
(Denbow y col, 1981 y Zhang y col, 2003) y en rdkarro y col, 1995).

La concentracion de NA cerebral en respuesta atia@acion producida por un
choque eléctrico en las patas (Galvez y col, 199%)sido correlacionada con el
incremento de adrenalina periférica (Gold y vankBis 1978). Diversos experimentos
demostrarian el mejoramiento de la formacion demkmoria luego de un evento
estresante por adrenalina administrada periférintan@.iang y col, 1990; Liang y col,
1995) o NA administrada centralmente mediado porpdaticipacion de diferentes
adrenoreceptores (Hatfield y McGaugh, 1999). Lar&udosis-respuesta en U observada
en la Fig. 15 muestra un efecto dual de las difesedosis de NA ensayada sobre la
latencia de ambulacion sugiriendo que podrian estdvandose distintos subtipos de
receptores adrenérgicos. De este modo, la acci@dAdeausando un incremento en la
respuesta de miedo/ansiedad en un Campo Abiertdapestar mediada por la activacion
de diferentes subtipos de adrenoreceptores, ldescpar diferentes mecanismos podrian
estar modulando el comportamiento de aves estres&ia primates, se observé una
relacion de curva en U invertida entre los dispatesneuronas noradrenérgicas y la
vigilancia en una tarea de discriminacion visuagstrando una atencion mas pobre a
bajas y altas concentraciones de NA administraddo(AJones y col, 1994). Ha sido
descripto que durante la formacion de la memoggdude una prueba evitacion pasiva, en
pollos neonatos, la administracion central de Ndujo un efecto dual dosis dependiente
que estaria siendo mediado por recepteresdrenérgicos \B-adrenérgicos (Gibbs y
Summers, 2002). Estos autores describieron quetiteaaeion deo,- y B-adrenoreceptores
aumentarian la consolidacién de la memoria miemuaslosa;-adrenoreceptores tendrian
un efecto inhibitorio (Gibbs y Summers, 2002; 2008h ratas, se observo que
adrenoreceptores estarian siendo activados dulantensolidacion de una memoria
emocional (Cahill y McGaugh, 1996; McGaugh 2004{lyTy Bolshakov, 2010). Por lo
tanto, la inhibicién de la actividad natural enCaelmpo Abierto involucraria la accion de
NA al regular la habilidad de la estimulacion faomselectiva de los receptores
adrenérgicos y/o modular la transmision sinaptidabitoria a través de estas diferentes

subpoblaciones de adrenoreceptores.

La administracion sistémica de una dosis de 250Il/kmalel antagonistao-
adrenérgico no selectivo, fentolamina no revirtideecto ansiogénico inducido de las

distintas dosis de NA ensayadas en pollos neosatostidos a un estresor agudo (Fig. 17).
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Esto podria deberse a que tantocomo ay-adrenoreceptores estarian mediando efectos
opuestos en las respuestas comportamentales amstresor agudo. Durante una prueba
que evalla memoria espacial fueron descriptas @&Egicopuestas entre;. y op-
adrenoreceptores sugiriendo una funcién centraretite de ambas subpoblaciones de
receptores adrenérgicos (Arnsten 1998, 2000). Adenastudios electrofisioldgicos
mostraron efectos opuestos en la frecuencia déentes inhibitorias postsinapticas que
sugieren una modulaciéon diferencial de NA en neaso@ABAérgicas de hipotalamo de
rata de acuerdo al subtipq. 0 ax-adrenoreceptores involucrados (Han y col., 2082).
probable que en pollos inyectados con fentolamlngatrén de respuesta observada sea
determinado por el balance de ambos subtipesatienoreceptores.

Cuando la respuesta comportamental se antagonizaldaloqueante selectivg.-
adrenérgico, yohimbina, sé6lo a una dosis de p@®0e NA, se blogqueo el incremento
inducido por NA en la latencia para ambular hasibbres comparables con el grupo
inyectado con solucion fisiolégica. También se olaséa desaparicion del comportamiento
similar al suefio observado durante el periodo dgalamiento. Esto sugiere que habria un
bloqueo de la respuesta comportamental inducida gboestresor y la noradrenalina
administrada exdgenamente. Ha sido demostrado @ienes knockout para ap.
adrenoreceptores mostraron un comportamiento dedaasen un laberinto en cruz elevado
(Lahdesmaki y col, 2002). Asimismo, en ratas, @ seportado que esta subpoblacion de
adrenoreceptores estarian induciendo una respaastagénica ante un estresor agudo
(Morilak y col, 2005). La inactivacion de los retes op.adrenérgicos por la
administracion sistémica de yohimbina posterioma prueba de evitacion pasiva, indujo
un mejoramiento en la consolidacion de esta memer@&siva, y estos efectos fueron
dependientes de la distribucién relativa de esdosrereceptores en cerebro de aves (Gibbs
y col, 2010). Por lo tanto, es posible que el gubtiea,-adrenoreceptores participe en la
accion de la modulacién noradrenérgica sobre elpooramiento ante un Campo Abierto.
Por otro lado, ha sido descripto que en neurongstdlamicas secretoras de CRH
(corticotropin-releasing hormone la activacién dea;-adrenoceptores disminuyé la
liberacion de esta hormona mientras que la activade los subtiposy,-adrenoceptores, la
estimulé (Han y col, 2002). Dado que la liberacititnesta hormona constituye un primer
factor queinicia la activacion del eje hipotalamo-hipo6fisar@mial en respuesta directa a un
estresor (Ehlers y col, 1983; Plotsky y col, 1988, probable que sea el subtipg

adrenoreceptores los involucrados en la respuestandgiedad aumentada durante la

82



“Mecanismos intracelulares y extracelulares queleegel reclutamiento del Receptor GABA

exposicion a un Campo Abierto. Estos resultadosesery que la NA a través de la
activacion del subtipoa, de receptores adrenérgicos estimularia el compitam
ansiogénico inducido por un aumento en la liberad® CRH regulando el eje hipotalamo-
hipodfiso-adrenal. Sin embargo, poco se conoce dabaetivacion de la viap.adrenérgica
en relacion al estrés agudo. Asi, estos resultadggeren que losi;.adrenoreceptores
podrian jugar un rol protectivo en contra de desded como la ansiedasiendo en aves la
primera vez que se describe una participacion ties @gceptores en la modulacion del

sistema noradrenérgico sobre la respuesta a wsestagudo.

Ha sido demostrado la participacion del subtiporeteptorf-adrenérgico en la
formacion de memorias aversivas en cerebro antdegollos a concentraciones de bajas
de NA exogena (Gibbs y col, 2000). La Fig.21 mwestre una dosis de 250 nmol/kg de
propranolol, antagonista competitivo no selecfivadrenérgico, bloqued completamente el
incremento de la latencia de ambulacion en el gagaves inyectadas con la dosis de
0,025ug de NA, hasta valores comparables con el grupvds administrado con solucion
fisiol6gica. Estos resultados sugieren que la iog@cde propranolol revierte los efectos
sobre el comportamiento inducidos por las dosis Inagas de NA. La activacion de estos
adrenoreceptores ha sido reportado, en ratas,oguédr el incremento de NA central
mediante la administracion de propranolol durante estado de miedo (Rodriguez-
Romaguera y col, 2009) o posterior a un estresad@fCecchi y col, 2002). En pollos, se
ha observado que bajas dosis de NA exégena reqlaiesefializacion adrenérgica que
estimula losp-adrenoreceptores promoviendo la consolidacibnadenémoria en areas
cerebrales como el Medial Striatum (Gibbs y Sump065). Estos resultados indican que
NA estaria ejerciendo una accién ansiogénica obdarcomo un aumento en la latencia
para comenzar a ambular en un Campo Abierto medientactivacion de diferentes
subtipos de adrenoreceptores segun la concentra@dneurotransmisor en el espacio

intersinaptico.

Numerosas evidencias experimentales muestran leradion de NA central luego
de un estimulo estresante agudo como inmoviliza@gposicion al frio, choque eléctrico
en las patas, exposicion al ruido asi también cestr@sores fisioldgicos como hipotensién
o hipoglucemia (Abercrombie y Jacobs, 1987; Cegdul, 2002a; Morilak y col, 1987a,b;
Pacak y col, 1995; Svensson, 1987; Valentino y &893, Galvez y col, 1996). La
participacion de diferentes subtipos de adrenoteoep seria responsable de la selectividad

de la accion de la NA durante un estrés agudooBSece que la liberacion de corticosterona
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posterior a un estrés mejora la consolidacion aedeoria en pollos (de Vaus y col, 1980;
Gibbs y Ng, 1986) y esta accion parece estar miada con la accion de NA sobre los
diferentes adrenoreceptores (Gibbs y Summers, 2@%)posible que la liberacion de
glucocorticoides durante un estrés agudo aumetiteetacion de NA central y esta a traves
de los distintos adrenoreceptores module a losetlifes sistemas de neurotransmision. A
este respecto se conoce que la exposicion aguda&Campo Abierto induce un incremento
en los niveles de corticosterona plasmatica y efetesidad de RGABAde sinaptosomas
de cerebro anterior de pollos (Salvatierra y cO09. Por lo tanto, es posible que NA
central module la fuerza de inhibicibn GABAérgicgpdndiendo del subtipo de receptor

activado.

La Tabla 7 muestra un incremento del reclutamieet®RGABA, de un 42% en la
Fmax entre pollos estresados y no estresados algb gle aves inyectadas con solucién
fisiologica. Resultados similares fueron descrippegio de paradigmas de estrés agudo en
aves (Martijena y col, 1992, Marin y col, 1997 \@tierra y Arce, 2001, 2008, Cid y col,
2008, 2013). Ademas, la administracion central dsisdde 2,50; 5,00 y 10,009
incrementd la densidad maxima de RGABrespecto de los valores obtenidos en pollos
no estresados. Estos resultados demuestran qdmiaistracion central de NA modula el
reclutamiento de RGABAen sinaptosomas de cerebro anterior de pollosate®nCid y
col (2008) demostraron que una inyeccion sistémécadrenalina incremento la densidad
de RGABA,, en cerebro anterior de pollo de una forma ad#ivenducido por un estrés
agudo, posiblemente a través de una liberacionAdedxtral ya que adrenalina no pasa la
barrera hematoencefalica. Por lo tanto, es posjilde NA liberada posterior a un estrés
agudo induzca un incremento en el reclutamientdR@ABA, al modular la fuerza
sinaptica inhibitoria. La Tabla 9 muestra que laigtbina sistémica coadministrada con
dosis altas de NA disminuye los valores de Fmaygvwes estresadas, a valores alcanzados
con NA sola (Tabla 7), es decir que el reclutanuel® RGABA, estaria siendo modulado
a través de la activacion de receptargadrenérgicos. Se reportd que se requiere de la
activacion de losoy.adrenoreceptores, asi como de una intacta funciéeindptica
noradrenérgica, para el correcto funcionamientolade RGABAy (Strac, 2012). Sin
embargo, el propranolol no modificé los valoresHieax en aves estresadas respecto de
los obtenidos con NA sola, es decir que a las dosss elevadas de NA no intervendrian
los subtipos de receptor@sadrenérgicos en el reclutamiento de RGABAabla 11 y

Tabla 7). Ha sido reportado que la inhibicion meédigor estos receptores puede ser
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diferencialmente modulada paes- y p-adrenoreceptores (Ciranna y col, 2004, Nai y col,
2009). Las diversas funciones del GABA en el SN@ soordinadas no sélo por la
heterogeneidad de los RGARAIno también por los mecanismos de trafico y aaridm
de los mismos a la superficie celular en sitiosrasiapticos o postsinapticos
especializados dependiendo de la composicion dsudusmidades y y respectivamente
(Vithlani y col, 2010). Poco se conoce acerca ddufzionalidad de estos tipos de
receptores, sin embargo un aumento en la expresidas subunidades extrasinaptiaas
y 6 estuvieron asociadas a desérdenes neurolégicosghicol, 2011). Es posible que los
efectos ansiogénicos observados en aves sometida€ampo Abierto e inyectadas con
bajas concentraciones de NA involucren la modufadi receptore-adrenérgicos sobre
RGABAA extrasinapticos.

Experimentos neuroquimicos y de inmunomarcacion sideran que la
composicidny, B2-3, y2del RGABA4 es la mas abundante en el cerebro (Fernandez-Lopez
y col, 1997, Pirker y col. 2000). Se ha descripie gna mutacion puntual en la subunidad
a1, puede disminuir la sensibilidad de los sitiosbeé@zodiacepinas en el RGARAIN
modificar la afinidad, causando pérdida del efecsedativo, anestésico vy
anticonvulsivante, sugiriendo que estos efectos swdiados principalmente por
receptores que contengan intacta la funcionaligadstia subunidad (Rudolf y col, 1999).
La Fig. 25 muestra una mayor expresion de la sdladri; en Nidopallium y en Medial
Striatum. Ambas zonas estan involucradas fuertearemia respuesta emocional al estrés
(Gibbs y col, 2010). En Nidopallium se observo ufiterencia significativa en la
Densidad Optica en las dosis de 0,025 y hi@@e NA mientras que en Medial Striatum
se observo una diferencia significativa sélo eddsis de NA de 5,0Qg comparadas con
los controles salinos en la condicion de estrésskdos zonas telencefalicas muestran una
importante expresion de neuronas GABAérgicas (Afleol, 2003) y se colocalizan con
neuronas noradrenérgicas que expresan de mandoamaiel subtipoos-adrenérgico
(Diez-Alercia y col, 2009). Ademas, ha sido puldicagque la NA produciria cambios
significativos en las corrientes postsinapticashitbrias GABAérgicas segun la accion de
los a-adrenoreceptores ubicados en el soma o en teewiaabnicas (Shin y col, 2007).
Por lo tanto, el incremento en la expresion deibausidada; de RGABA, en estas zonas
podria estar asociado al efecto ansiogénico indymid la administracion central de NA 'y
la exposicion a un Campo Abierto. Por otro ladoexpresion de la subuniddd. ; del

RGABAA mostré un patron homogéneo en las areas telemesf@studiadas proveniente
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de cortes de cerebro anterior de pollos estresadogectados con diferentes dosis de NA.
Estos resultados son similares con publicacionevigs donde se observé que la
subunidad3,.zdel RGABA4 tuvo un intenso patron de tincion distribuido esemente en
el cerebro (Pirker y col, 2000; Sur y col, 2001).

La Fig. 22 muestra que la administracion icv de doais de 2,5 mUM de
insulina, no hipoglucemiante, indujo un aumentonisicativo de la latencia para
comenzar a ambular respecto del grupo de avestadasx con solucion fisiolégica. Estos
resultados muestran por primera vez que insulimairastrada centralmente modifica el
comportamiento de miedo/ansiedad en una pruebaatep& Abierto. Un estrés por
inmovilizacién, en ratas, indujo un efecto desmegjor en la formacién de la memoria la
cual fue revertida por la administracion icv de diagis de 6 mUIl de insulina indicando
un efecto neuroprotector de la hormona (Moosav@720La administracion central de
diferentes dosis de insulina incremento signifiGatiente la densidad de RGABAnN
sinaptosomas de pollos no estresados, sin regstraambios significativos en
sinaptosomas de pollos estresados (Tabla 13). Estodtados estdn de acuerdo a los
reportados previamente donde se observd que iasulgistémica aumentd
significativamente la densidad maxima de RGAB@n sinaptosomas provenientes de
cerebro anterior de pollos no estresados (Cid y2€)8). De esta forma el incremento en
el reclutamiento de RGABAInducido por la administracién de insulina centralaves
no estresadas tendria un efecto neuroprotective sdlestrés agudo. Estudios realizados
en cultivos neuronales mostraron que la adicionirdmilina al medio inhibia la
disminucion de RGABA a la membrana sinaptica inducida por una depivacie
oxigeno sugiriendo un mecanismo de insercion awadendel receptor en la membrana
postsinaptica (Mielke y Wang, 2005). También seeolds en células que expresan la
isoformaa,f3,-3y2 que la adicion de insulina produce una accion thygépida y reversible
sobre las corrientes sinapticas generadas por GABAus receptores (Williams, 2008).
Los resultados obtenidos sugieren que el incremagitoeclutamiento de RGABAen la
membrana sinaptica no es adicional al inducidogb@strés y estos efectos podrian estar
involucrando un mecanismo similar. Por lo tantopesible que el estrés y la insulina
estimulen la fosforilacion de RGABAy de sus proteinas asociadas, y consecuentemente
incrementen la velocidad del transporte vesicularfusion de las vesiculas con la
membrana plasmatica y la final insercion del remeph la superficie de la membrana

(Cid y col, 2008) y que este efecto observado puedastituir un fendomeno
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neuroprotectivo en el cerebro de aves expuestas eento estresante al aumentar la
fuerza de la transmision sinaptica inhibitoria @siziependiente de la fosforilacién de
RGABAA (Benavidez y Arce, 2002; Vetiska y col, 2007) siiraular la activacion de la
PI-3K, lo cual produce la formacion de un compligmario Akt-PRIP-subunidagh del
RGABA, que induce el incremento de la reinsercion de RGARA la superficie

neuronal (Fujii y col, 2010).

Consideraciones finales

La combinacion de curvas dosis-respuesta de NA alomso de antagonistas
especificos revel6 que la modulacién noradrenérgad@e el comportamiento de pollos
neonatos sometidos a un estresor agudo estariadaeoidr3-adrenoreceptores a una baja
concentracion de NA, mientras que a una dosissaltactivarian los,. adrenoreceptores.
Los resultados sobre el reclutamiento de RGABAostraron que las dosis mas altas
ensayadas de NA indujeron un incremento en la dadsie receptores en sinaptosomas de
cerebro anterior de aves expuestas a un Campotdlyieste efecto estaria mediado por la
activacion dexy.adrenoreceptores sobre RGABMcalizados postsinapticamente. Mientras
que losp-adrenoreceptores estarian modulando no solo paugsta ansiogénica inducida
por el Campo Abierto y las bajas dosis de NA siamiién la densidad maxima de
RGABA, posiblemente ubicados es sitios extrasingpticos.rdsumen, la NA central
tendria un importante rol en la respuesta emocigrmauroquimica orquestando diversas
actividades en el cerebro de pollos neonatos autapdinamicamente la fuerza sinaptica
inhibitoria GABAérgica dependiendo del subtipo deaptor noradrenérgico activado y de

la localizacion de los RGABAinvolucrados.
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Proyecciones futuras

- Determinar en ambos hemisferios cerebrales tuxs sie fosforilacion del RGABAY/o
de proteinas asociadas que participan en el pralgeseclutamiento inducido por el estrés

en subpoblaciones seleccionadas por su difererfiedeeansiedad.

- Evaluar la actividad del RGABAen microsacos provenientes de ambos hemisferios
cerebrales de subpoblaciones de aves selecciodadasuerdo a su grado de ansiedad

mediante la técnica de influjo de cloruro.

- Caracterizar los RGABAen cultivo primario de neuronas corticales deglmediante
estudios cinéticos a los sitios de unién a benregiaas {H-FNZ) y determinar la
funcionalidad de RGABA mediante el estudio de la captacién®¥@ durante el influjo

de cloruro.

- Examinar la accion farmacolégica de insulina yadoenalina administrada centralmente
sobre la expresion y densidad de RGAB# subpoblaciones seleccionadas de acuerdo a
su grado de ansiedad.
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