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CAPiTULO 1

IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS CON ANIMALES "KNOCKOUT" (Ka)

En el campo de la investigación biomédica se hace uso de múltiples herramientas

biotecnológicas. Una de las técnicas clave desarrolladas es la deleción de genes

particulares, proceso conocido como creación de un "knockouf'; modelo animal

que se basa en la eliminación de la expresión de un gen en particular (Griffiths y

cols., 2000). Por medio de este método se pretende caracterizar la participación

de un gen especifico en patologías humanas concretas (Griffiths y cols., 2000) .

Algunos biólogos moleculares han considerado que la función de un gen blanco

puede ser determinada por la comparación entre los fenotipos de ratones no

modificados, wild type 0f'IT) y los knockout (KO). En muchos casos, el cambio

fenotipico más sobresaliente en los ratones knockout es la alteración de su

conducta (Nelson y Young, 1998). Esta técnica genét ica ofrece un método

novedoso para entender las bases genéticas de la conducta (Nelson, 1997). Hay

que considerar que el uso de ratones "knockout" no implica aceptar que las

conductas complejas están controladas por un solo gen, sino que los ratones

knockout proveen información sobre los mecanismos subyacentes a una conducta

determinada (Galli-Taliadoros y cols., 1995). Además, los resultados obtenidos

mediante el empleo de los ratones knockout pueden ser confirmados con otros

métodos de estudio, como los farmacológicos (Nelson y Young, 1998).

Los genes involucrados en los desórdenes psiquiátricos son dificiles de identificar,

sin embargo, muchos desórdenes psiquiátricos están asociados con fenotipos

intermedios que pueden ser modelados y estudiados en ratones "knockout",

incluyendo cambios cerebrales fisiológicos y anatómicos y pruebas conductuales.

Se han creado ratones como modelo para el estudio de desórdenes neurológicos,

incluyendo la enfermedad de Alzheimer, Parkinson, Huntington y esquizofrenia. La

importancia de estos modelos reside en la contribución al entendimiento de los

mecanismos patogénicos que subyacen a estos desórdenes (Beglopoulos y Shen,

2004).

1
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1.1 RATONES "KNOCKOUT" DE SEROTONINA

Los modelos animales ayudan a evaluar el efecto de una mutación genética y a

identificar nuevos genes con posibles implicaciones en el desarrollo de

enfermedades humanas, incluyendo las psiquiátricas.

A partir de la identificación de un gen o una vía de neurotransmisión particular, los

ratones knockout han sido usados para estudiar la interrelación de diferentes

genes en un sistema específico (Seónq y cols., 2002) . En un intento por descubrir

las particularidades funcionales del sistema serotoninérgico se ha echado mano

de las técnicas moleculares para inactivar por mutaciones diferentes receptores

serotoninérgicos y proteínas que controlan el metabolismo de la serotonina así

como el transportador serotoninérgico y las aminoxidasas A y B (MAO A y B) Y

creando ratones "knockout" (Lucas y Hen, 1995).

El estudio de los ratones poseedores de diferentes mutaciones en el sistema

serotoninérgico ha ofrecido nueva información sobre el papel de los diferentes

componentes del sistema serotoninérgico y su importancia en el desarrollo de

algunos trastornos psiquiátricos (Gingrich y Hen, 2001) .
".

Un trastorno psiquiátrico que ha sido relacionado con receptores serotoninérgicos

particulares, es la ansiedad. Se ha reportado que los ratones "knockout" para el

receptor 5-HT1A (KO-1A) muestran niveles elevados de ansiedad respecto a los

WT en los modelos de laberinto elevado, prueba de luz/oscuridad y aversión, en

una prueba de campo abierto (Heisler y cols., 1998; Parks y cols ., 1998; Ramboz y

cols., 1998; Zhuang y cols., 1999). Mientras que otras cepas de ratones

"knockout", como los 5-HT2c parecen ser menos "ansiosos", como lo indican

estudios con la prueba de laberinto elevado (Zhuang y cols., 1999); la cepa KO-1B

muestra niveles bajos de ansiedad en comparación con su control WT en los

modelos de vocalizaciones ultrasónicas (Brunner y cols., 1999), campo abierto

(Zhuang y cols., 1999) y enterramiento defensivo (López-Rabalcava y cols.,

2000) . Por otra parte, los ratones KO-5A tienen incrementada la conducta

exploratoria en campo abierto, pero no tienen diferencias con los ratones WT en

2
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los niveles de ansiedad medidos en el modelo de laberinto elevado de brazos

abiertos (Grailhe y cols ., 1999).

Otra conducta bien caracterizada, es la agresión. El incremento en la conducta

agresiva e impulsiva siempre ha sido asociado con niveles bajos de seroton ina y

de su metabolito, el ácido 5-hidroxi-indolacético (5-HIAA) (Higley y Linnoila, 1997).

Los ratones KO-1B se reportan como más impulsivos y agresivos, además de

tener una vulnerabilidad alterada a las drogas de abuso (Ramboz y cols., 1996,
,

Brunner y Hen, 1997; Scearce -Levie y cols., 1999a) .

Aunque se supone una relación inversa entre los niveles de serotonina y la

agresión, Cases y cols. (1995) demostraron que los ratones carentes de la enzima

MAOA tienen un fenotipo de agres ión incrementado . Estos ratones exhiben niveles

altos de serotonina y agresión a lo largo de su vida (Cases y cols., 1995).

1.2. GENERACiÓN DE RATONES "KNOCKOUT" DEL RECEPTOR S-HT18 (18

KO)

Como se mencionó anteriormente, existe un esfuerzo por hallar nuevas

aproximaciones para establecer la partic ipación que un sistema particular tiene

sobre una o más patologias. Un esfuerzo claro, es el realizado en torno al sistema

serotoninérgico, dando particular importancia a los receptores 5-HT 1A y 5-HT 18 .

En el caso de los ratones "knockout" para el receptor 5-HT 18 , el gen del receptor

5-HT18 fue roto por recombinación homóloga (Capecchi, 1989). Se formaron dos

construcciones genéticas. La construcción "A" formada por 6.0 kilopares de bases

(kb) de secuencia genética, en la cual la parte que codifica la secuencia 5-HT 1B

fue reemplazada por un gen de neomicina (neo) fosfotransferasa bajo el control

de la GTI-II (Lufkin y cols., 1991). En la construcción "B", el casete neo fue inserto

en la secuencia que codifica para el gen 5-HT18 . Los dos vectores blanco

alineados fueron analizados por electroforesis dentro de células madre

embrionarias y las colonias resistentes a G418 fueron reconocidas por la técnica

3

Neevia docConverter 5.1



de "southem b/ottíng". A través de pruebas bioquímicas se encontraron clones

positivos; células de estos clones fueron microinyectadas dentro de blastocistos

de ratones C57BU6 de 3.5 días de edad. Las quimeras positivas fueron cruzadas

con hembras de la cepa 129/Sv para obtener heterocigotos. Los ratones

heterocigotos fueron fenotipicamente normales y fértiles . Los animales

homocigotos derivados de ambas líneas celulares fueron generados por

cruzamiento heterocigótico. La progenie, como se esperaba, resultó en una

proporción 1:2:1 "wild type" (WT), . heterocigotos y mutantes homocigotos. Los

mutantes homocigotos no desplegaron ninguna anormalidad obvia en su

desarrollo ni en su conducta, tampoco en su fertilidad (Ramboz y cols., 1996)

[Fig .2].

1.3 CARACTERlsTICAS DE LOS RATONES "KNOCKOUT" DEL RECEPTOR 5

HT1B (KO-1B)

Luego de la creación de los ratones KO-1 B, se inició la caracterización fisiológica

y conductual de estos animales, a la vez que se ha descubierto que una variedad

de conductas son moduladas a través del receptor 5-HT1B•

Malleret y cols. (1999) sometieron a los ratones KO-1 B a una serie de pruebas

conductuales dirigidas al análisis de diferentes componentes cognitivos y

emocionales. Al realizar una prueba de exploración encontraron que los ratones

WT y los KO-1B no muestran diferencias en su actividad locomotora. Sin

embargo, los ratones KO-1 B, despliegan baja tigmotaxis (un índice de ansiedad

en algunas pruebas conductuales) asociado con un alto nivel de actividad

exploratoria de objetos, pero no se observaron diferencias entre cepas en la

prueba de ansiedad del laberinto elevado de brazos abiertos.

Otras investigaciones en torno a la ansiedad, encuentran que en el modelo de

campo abierto (Zhuang y cols., 1999) y en el modelo de vocalizaciones

ultrasónicas (Brunner y cols., 1999), los ratones KO-1 B son menos "ans iosos" que

4
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los WT, mientras que en el modelo de laberinto elevado de brazos abiertos , los

niveles de ansiedad fueron similares o menores en los ratones KO-1B

comparados con de los WT (Brunner y cols ., 1999). En contraste, Ramboz y cols.

(1996) no encontraron diferencias en los niveles de ansiedad entre los ratones

KO-1B y los WT utilizando el modelo de luz/oscuridad.

Con relación a otras conductas, Molleret y coIs. (1999) 'sometieron a los ratones a

la prueba de Morris en el agua (modelo de aprendizaje) y encontraron que los

ratones KO-1B tienen mayor actividad en las pruebas de transferencia y

adquisición de la memoria , sin mostrar diferencias en su capacidad visual. En esta

misma prueba evaluaron los niveles de "miedo" que el animal muestra y

encontraron una respuesta normalmente en los ratones KO-1B como en los WT

frente a los estímulos estresantes. Otros reportes (Bouwknecht y cols., 2001)

sugieren que los ratones KO-1B despliegan conductas fisiológicas y conductuales

exageradas frente a estímulos desconocidos que provocan estrés y

desencadenan "miedo". Ramboz y cols. (1996) , reportan que los ratones KO-1B

tienen una mayor respuesta al aislamiento y al estrés o miedo generado por un

intruso y sugieren que los receptores 5-HT1B pueden ser activados en situaciones

estresantes . También hay reportes de estudios que evaluaron la agresión y

hallaron que los ratones KO-1B muestran un incremento en esta conducta

(Brunner y Hen, 1997).

Por otro lado, se reportan diferencias en la reactividad de los ratones WT y los

KO-1B, siendo mayor esta conducta en los ratones KO-1B (Dalawa y cols., 1997).

La conducta sexual de los ratones KO-1B está alterada en comparación con su

cepa correspondiente WT. Interesantemente, los ratones KO-1B parecen tener el

componente de motivación sexual facilitado dado que inician una serie copulatoria

más rápidamente que los WT, sin embargo el componente de ejecución de la

conducta parece estar alterado, pues requieren más estimulación para alcanzar la

eyaculación (Rodríguez-Manzo y cols ., 2002).

5
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La cepa de ratones KO-1B se ha propuesto como un modelo animal para el

estudio de la conducta impulsiva (Brunner y Hen, 1997; Scearce-Levie y

cols.muestran un incremento de conductas impulsivas, tales como la agresión, la

exploración en espacios novedosos y conducta sexual (Brunner y Hen, 1997;

Brunner y cols., 1999; Scearce-Levie y cols., 1999a) . Bouwknecht y cols. (2001)

también indican que los ratones KO-1B son más impulsivos que los WT, pero que

su conducta es estimulo-específica.

Por otra parte, estos animales muestran menor estimulación locomotora en

respuesta a la droga de abuso llamada éxtasis (3,4-metoxilenedioxi-N

metanfetamina, MDMA) y la auto-administración de cocaína más rápida que los

ratones WT (Riegel y French, 1999; Scearce-Levie y cols., 1999b) . Finalmente, se

reporta que los ratones KO-1B beben más alcohol y son menos sensibles a la

ataxia provocada por éste, que los ratones WT (Crabbe y cols., 1996). Tomando

en cuenta estos antecedentes, puede considerarse que los ratones KO-1B pueden

servir como un modelo de vulnerabilidad alterada a las drogas de abuso (Scearce

Levie y cols ., 1999a).

6
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CAPíTULO 2

SEROTONINA

2.1 CARACTERíSTICAS GENERALES DE LA SEROTONINA

La serotonina o 5-hidroxitriptamina es un neurotransmisor de la clase de las

indolaminas y su nombre se abrevia como 5-HT (Rosenzweig y cols., 2003).

Inicialmente, la serotonina fue aislada en el suero sanguíneo y se le atribuyeron

efectos vasoconstrictores (Rapport, 1948), posteriormente fue detectada en el

cerebro (Twaroq y Page, 1953).

La serotonina se encuentra en muchas células del cuerpo, como las plaquetas de

la sangre, las células enterocromatines del tracto gastrointestinal y por supuesto,

en neuronas . Existe mucha más serotonina periférica de la que hay en el cerebro,

cuya suma representa del 1 al 2% de su cantidad total; la serotonina también se

encuentra en la glándula pineal, donde su función es ser precursora de la

melatonina (Conn, 2003).

La serotonina tiene un papel .filogenéticamente antiguo en la neurotransmisión
"

neuronal (Turlejski, 1996). Dado que el sistema serotonérgico está ampliamente

distribuido en el sistema nervioso central, éste influye en casi toda las esferas de

la fisiología de los mamíferos, desde la regulación cardiovascular (Miyata y cols .,

2000; Nebigil y cols, 2000; Thorin et al., 1990), la respiración, el sistema

gastrointestinal (Kato y cols., 1999), la sensibilidad al dolor, la termorregulación, el

mantenimiento de los ritmos circadianos, el apetito, la agresión, la actividad

sensorial-motora y la conducta sexual hasta el estado de ánimo, la cognición, el

aprendizaje y la memoria (Golden y Gilmore, 1990; Sheard, 1969; Gorzalka y

cols., 1990; Ferntrom y Wurtman, 1971).

7
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FIGURA. 1. SINTES\S DE SEROTONINA

La 5-HT es sintetizada a partir del aminoácido esencial triptofano, el cual cruza la

barrera hematoencefálica. En las neuronas serotonérgicas, el triptofano es

hidroxilado por una enzima conocida como triptofano hidroxilasa produciendo 5

hidroxitriptofano (5-HTP). Esta enzima usa el oxígeno molecular y el cofactor

tetrahidropteridina; y su actividad es regulada por fosforilación, calcio, fosfolípidos

y proteólisis parcial. El segundo paso enzimático en la formación de la serotonina

es la descarboxilación del 5-HTP. Esto es completado por una descarboxilasa de

aminoácidos aromáticos. Esta enzima también descarboxila L-OOPA para producir

dopamina (Rosenzweg y cols., 2003) [Fig. 1]. En la degradación de la 5-HT

participa la enzima monoaminoxidasa que la lleva a la formación de la 5

hidroxilamina acetoaldehldo, que después podrá convertirse en ácido 5-hidroxi-

8
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indolacético (5-HIAA) por efecto de una deshidrogenasa o en 5-hidroxitriptofol por

acción de una reductasa [Fig. 2].

Serotonina (5-HT)

1
5-hidroxilamida ~cetoaldehído I

I Reductasa I l·Deshidrogenasa

Ácido 5-hidroxi-indolacético

FIGURA 2. DEGRADACiÓN DE LA SEROTO NINA

Las neuronas serotonérgicas son parte de uno de los sistemas neuronales más

ampliamente distribu idos en el cerebro de los mamiferos; esta red neuronal es
.'.

también una de las más tempranamente desarrolladas en el embrión. Las

neuronas que contienen serotonina se originan en cuatro núcleos del tallo cerebral

(los principales son los núcleos del rafé dorsal y medial) y se proyectan al cerebro

medio. El núcleo del rafé dorsal proyecta delgadas fibras de serotonina, las cuales

son más abundantes en la corteza, mientras que el núcleo del rafé medial ,

proyecta densas fibras de serotonina con grandes varicosidades que están

relativamente esparcidas y son más abundantes en el hipocampo (Kosofsky y

Molliver, 19B7), el cual recibe fibras siguiendo un curso dorsomedial a través de la

corteza cingulada (Rubenstein, 199B) [Fig. 3].

Durante el desarrollo de la corteza, las regiones corticales tienen diferentes

perfiles de maduración de axones serotoninérgicos terminales (D'Amato y cols.,

19B7; DeFelipe y cols., 1991).

9
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Proyecciones
al hipocampo

Amígdala

Corteza
cingulada Núcleo del rafé

dorsal

Cerebelo

FIGURA 3.- ESQUEMA DE LAS PRINCIPALES VIAS SEROTON~RGICAS EN EL SISTEMA

NERVIOSO CENTRAL.

2.2 RECEPTORES SEROTONÉRGICOS

Desde su descubrimiento, la serotonina ha sido implicada en una amplia variedad

de papeles fisiológicos tanto en el sistema nervioso central, como en el periférico.

Esta variedad de efectos está mediada a través de su interacción con receptores

específicos localizados en las neuronas (presinápticas y postsinápticas), además

de otros tipos de células con el músculo liso y el endotelio vascular (Jacobs y

Azmitia, 1992) .

En 1957, Gaddum y Picarelli reportaron la existencia de dos subtipos de

receptores serotonérgicos a los cuales llamaron 5-HT-M y 5-HT-D, ya que se

antagonizaban con morfina y dibenzilina, respectivamente. Peroukota y Snyder

(1979) reclasificaron a los receptores serotoninérgicos, basándose en estudios de

unión a radioligandos en homogenados de cerebro. La aplicación de técnicas de

10
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clonación molecualr en la década de los 80 revolucionó el descubrimiento de

proteínas y su resultado fue la clonación de 14 distintos subtipos de receptores

serotonérgicos en mamíferos. Conjuntamente, la estructura molecular y las

propiedades farmacológicas, determinaron su clasificación y de acuerdo con un

sistema revisado, los receptores serotonérgicos están integrados en siete

subfamilias, 5-HT 1,2,3,4,5,6 Y7 (Hoyer y cols ., 1994) [Fig.4].

FAMILIA DE ~ECEPTORES SEROTONÉRGICOS

t IP/DAG

5-HT1

I I I I I I
5-HT1A 5-HT1B 5-HT1D ll-HT1E 5-HT1F 5-HT2A

ICAlIIP

5-HT2 5-HT3 ll-HH 5-HT5 5-HT6 5-HT7

I I I r---. I
ll-HT2B 5·HT2C , ll-HTM ll-HT5B ~

" t ,',\:>íP
"

FIGURA 4.- FAMILIA DE LOS RECEPTORES 5-HT.

Los receptores 5-HT en mamíferos son comúnmente divididos en 7 subfamilias

codificadas por 14 genes únicos (Lovenberg y cols., 1993). Los receptores 5-HT

tienen dos formas básicas, ligandos ionotrópicos y receptores metabotrópicos.

Sólo uno de los subtipos de receptores, el receptor 5-HT 3 es ionotrópico, el resto

está acoplado a proteínas G (Boes y Martín, 1994) [Fig. 6].

La subfamilia 5-HT , es la más grande, con 5 subtipos, los cuales inhiben la

actividad de la adenilato ciclasa cuando son estimulados. La siguiente subfamilia

en tamaño es la 5-HT 2 con tres miembros, todos acoplados al sistema de

transducción de la fosfolipasa C. La subfamília 5-HT 5 tiene dos integrantes con

mecanismos de acoplamiento desconocidos. Finalmente, las subfamílias 5-HT4, 5

HT6 Y 5-HT 7 cada una con un miembro son receptores acoplados positivamente a

la adenilato ciclasa, la subfamilia 5-HT3 está formada por un solo miembro (Baez y

cols., 1995) [Figs. 4 y 5],
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FIGURA 5.- RELACIONES FILOGENÉTICAS DE LOS RECEPTORES 5-HT. TOMADA DE BAEZ

y COLS.. 1995.

...
Modelos de los receptores serotonérgicos

A Canales
jónicos

B. Acoplados a
proteínas G

FIGURA 6.- MODELOS ESTRUCTURALES DE LOS RECEPTORES 5-HT. TOMADA DE BAEZ y

COLS., 1995.

12

Neevia docConverter 5.1



2.2.1 RECEPTOR 5-HT1A

Se ha tenido un interés particular en algunos receptores 5-HT por su distribución

en áreas cerebrales que controlan una gama de funciones nerviosas; el receptor

1A (5-HT1A) es uno de ellos.

El receptor 5-HT1A tiene una amplia distribución en el cerebro de los mamíferos.

Se halla postsinápticamente en el hipocampo , el septum, la amígdala, la sustancia

gris periacueductal, la corteza entorrinal y la corteza frontal. Presinápticamente se

encuentra en los núcleo del rafé, donde está abundantemente expresado y actúa

como un auto-receptor (Celada y cols., 2001; Chalmers y Watson, 1991;

Pompeiano y cols., 1992), cuya activación lleva a la supresión de la actividad

neuronal serotonérgica (Albert y cols., 1990).

Debido a su distribución anatómica , los receptores 5-HT1A participan modulando

la liberación de la serotonina como auto-receptores en los núcleos del rafé,

mientras que pueden modular la actividad neuronal del sistema Iímbico post

sinápticamente (Schreiber y De Vry, 1993).

La activación de los receptores 5-HT lA facilita el incremento de la actividad del eje

hipotálamo-hiófisis-adrenal , modulando la secreción de la hormona

adrenocorticotrópica (ACTH) y de los corticosteroides. La actividad de está

aumentada en respuesta al estrés actuando a través de múltiples loci tanto en el

hipotálamo, como en otras estructuras Iímbicas (Chaouloff, 1995; Fletcher y cols.,

1996; Jorgensen y cols., 1998, 2001; Carrasco y Van de Kar, 2003). El aumento

en la actividad del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal puede desensibilizar a los

receptores 5-HT1A (mayoritariamente a los presinápticos comparados con los

postsinápticos). Este proceso contribuye a la potenciación de la transmisión

serotonérgica bajo condiciones estresantes. Se sabe además que las hormonas

esteroideas están regulando la acción de algunos ansiolíticos que actúan a través

de receptores 5-HT1A (McKittrick y cols., 1995; 8arton y cols., 1999; Laaris y cols.,

1999; López-Rubalcava y cols. , 1999). De acuerdo con estos datos, algunos

estudios preclínicos sugieren que el receptor 5-HT1A participa en procesos que

13

Neevia docConverter 5.1



subyacen a la emoción. El receptor 5-HT 1A ha recibido particular atención como un

posible blanco para el tratamiento de desórdenes afectivos como la ansiedad y la

depresión (Belzung, 2001; Griebel, 1995; Hamon, 1997; Holmes y cols ., 2001) .

Farmacológicamente hay evidencias que sugieren que los agonistas del receptor

5-HT lA tienen acciones ansiolíticas, al igual que algunos antagonistas parciales de

este receptor administrados sub-crónicamente. En este sentido, los estudios

preclínicos reportan que agonistas, 5-HT lA como la buspirona, la ipsapirona, el

indorrenato y la 8-hidroxi-di-n-metiltriptamina (8-0H-DPAT) tienen actividad

ansiolítica usando el modelo de enterramiento defensivo (López-Rublacava,

1996) . Estos efectos son reproducibles usando diferentes modelos animales (File

y Seth, 2003; Prut y Belzug , 2003; Sánchez, 2003 ; Barrett, 1992; Hscoet y cols .,

1994; Stanhope y Dour ish, 1996; King y cols ., 1997; Heisler y cols ., 1998; Parks,

1998; Ramboz, 1998).

Aunque pareciera que los agonistas 5-HT 1A tienen efectos ansiolíticos, también se

reporta que la activación de estos receptores puede tener efectos contrarios

(ansiogénicos) o carecer de ellos (Dourish, 1987; Handley, 1991; Eison y Eison,

1994) .

Investigaciones independientes han demostrado a través del uso de ratones

"knockout" del receptor 5-HT 1A que la eliminación completa de estos receptores

lleva al incremento en los niveles de ansiedad (Sch reiber y DeVry, 1993; Charrier

y cols ., 1994; DeVry, 1995; Molewijk y cols ., 2000; Blanchard y cols., 2003; Bourin

y Hascoét, 2003) .

2.2.2 RECEPTOR 5-HT1B

Los receptores 5-HT 16 parecen estar claramente involucrados en una serie de

conductas instintivas en los animales. Algunas líneas de evidencia sugieren que

cambios en la sensibilidad de auto y/o hetera-receptores pueden ser
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fundamentales para desórdenes psiquiátricos corno depresión, ansiedad,

desorden obsesivo-compulsivo y otras patologías (Moret y Briley, 2000).

Agonistas de los recepto res 5-HT 1 con cierta selectividad hacia los receptores 5

HT1B como el RU24969, la eltoprazina, la fluprazina o el TFMPP se han reportado

como inductores de respuestas ansiogénicas en ratas (Griebel y cols ., 1990;

Pellow y cols., 1987) y en ratones (Benjamin y cols., 1990; Rodgers y cols ., 1992).

A través del uso de antagonistas más selectivos Chopin y cols. (1998) , mostraron

la posible implicación de los receptores 5-HT1B en la ansiedad. Antagonistas del

receptor 5-HT1B1O y 5-HT 1B, GR 127935 Y SB 224289, incrementan el tiempo total

que los ratones permanecen en la cámara iluminada en el paradigma de

luz/oscuridad, sugiriendo que las drogas ejercen un efecto ansiolitico en este

modelo de ansiedad (Chopin y cols. , 1998).

A partir de estudios son modelos de ansiedad se sugiere que agonistas del

receptor 5-HT1B inducen o exacerban un estado de ansiedad mientras que sus

antagonistas producen ansiólisis. Teóricamente, la estimulación del auto-receptor

5-HT1B por un agonista disminuye la liberación de serotonina y puede actuar como

un ansiolitico: Los antagonistas, por el contrario, aumentan la liberación de

seroton ina lo que explicasu efecto ansiogénico (Moret y Briley , 2000) .
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CAPíTULO 3

SEROTONINA y EDAD

Antes de tomar su papel como neurotransmisor en el cerebro maduro, la

serotonina juega un papel importante en la regulación del desarrollo temprano del

cerebro. En los mamíferos, todos los sistemas de neurotransmisión aminérgicos

están presentes relativamente pronto durante el desarrollo, pero en particular, el

sistema serotoninérgico (Sodhi y Sanders-Bush, 2004 ; Whitaker-Azmitia, 2001;

Chubakov y cols ., 1985; Kojima, 1982).

El desarrollo de las neuronas serotonérgicas ha sido ampliamente estud iado en un

importante número de especies animales, incluyendo la rata (Mazer y cols., 1997;

Lidov y Molliver, 1982), el pollo (Ahmad y Zamenhof, 1978; Kojima , 1988), los

primates no humanos (Lambe y cols., 2000) y los humanos (Gross y cols., 2002).

En todas estas especies el estado funcional máximo del sistema serotonérgico se

prsenta durante etapas tempranas del desarrollo y sus niveles en adultos son en

realidad más bajos que en los animales jóvenes (Whitaker-Azmitia, 2001) .

La variación en los niveles cerebrales de serotonina se ha relacionado con

desórdenes nerviosos como la depresión, la ansiedad , el autismo y el síndrome de

Down (Whitaker-Azrnitia, 2001; Sleight, 1991).

Niveles ínsuficientes o excesivos de serotonina durante el periodo postnatal

temprano provocan cambios de largo plazo en la plasticidad cerebral (Cases y

cols., 1996; Upton y cols ., 1999) , disminución en la dens idad de las espinas

dendríticas (Yan y Harinq, 1997) y reducción en la plasticidad de corto plazo en el

giro dentado (Haring y Van, 1999).

La idea de que el periodo postnatal temprano es crítico para el establecimiento de

una conducta ansiosa .a lo largo de la vida está bien fundamentada. En los

humanos, hay evidencias que sugieren que la presencia o exposíción a estresores

en las etapas tempranas del desarrollo incrementan la susceptibilidad a la

16

Neevia docConverter 5.1



ansiedad y desórdenes conductuales en la vida adulta (Tweed y cols. , 1989;

Kendler y cols ., 1992).

Hay evidencias que sugieren que el receptor 5-HT 1A está presente en el desarrollo

temprano y está involucrado en la regulación del desarrollo del sistema

serotonérgico (Bar-Peleo y cols ., 1991; Hillion y cols ., 1993). Exper imentos en

ratas preñadas han demostrado que la exposición en el útero a la PCPA, la cual

elimina serotonina en el cerebro d~ rata (Lauder y cols., 1985; Sanders-Bush y

cols., 1972, 1974), reduce la expresión post-natal de los receptores 5-HT 1A,

sugiriendo que el sistema es auto-regulado (Lauder y cols., 2000). Los receptores

5-HT 1A aparentemente pueden ser funcionales antes del nacimiento, por lo que,

ellos pueden regular al alza o a la baja los niveles cerebrales, tanto de serotonina

como de otros neurotransmisores en la etapa fetal (Lauder y cols ., 2000; Whitaker

Azmitia y cols ., 1990). En el feto humano, la expresión del mRNA del 5-HT 1A

ocurre durante el desarrollo del cerebro y declina después de su maduración. Este

fenómeno se ha reportado en el tallo cerebral (Hillion y cols ., 1993), como en el

cerebelo (Daval y cols ., 1987) Y la corteza visual (Dyck y Cynader, 1993).

Se han realizado pocos estudios para analizar la conducta de ansiedad tomando
"

en cuenta la variante de la edad en los sujetos experimentales. Un estudio

preclinico en ratas usando el modelo de enterramiento defensivo en sujetos de

diferentes edades, muestra que compuestos 5-HT lA reportados como ansiolíticos,

tienen efectos variables depend iendo de la edad (López-Rubalcava, 1996) . En

este estudio, se reporta que ratas de 3 semanas presentan niveles bajos de

ansiedad que no hay diferencias entre los grupos control y los tratados con

fármacos agonistas que actúan en el receptor 5-HT1A • En cambio, en animales de

entre 9 y 11 semanas de edad estos fármacos tienen un efecto ansiolítico, mismo

que se va perdiendo conforme aumenta la edad y que sólo se mantiene con

algunos fármacos (López-Rubalcava, 1996). Este trabajo es uno de los pocos

realizados en animales de distintas edades. Aún no hay claridad en la relación -si

esta existe- entre los efectos de los diferentes fármacos y la edad de los sujetos .
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CAPíTULO 4

SEROTONINA y ANSIEDAD

4.1. DEFINICiÓN DE ANSIEDAD

La ansiedad se puede definir como ,un estado emocional desagradable en el que

hay sensaciones de peligro amenazador, caracterizado por malestar, tensión o

aprehensión cuya causa no es identificada. La ansiedad va acompañada de un

patrón característico de activación del sistema nervioso autónomo, que incluye

una frecuencia respiratoria aumentada, un aumento del ritmo cardiaco, palidez,

sequedad de boca , aumento en la sudoración y trastornos músculo-esqueléticos

con un consecuente temblor y sensaciones de debilidad (Kaplan y Sadock, 1992).

La ansiedad es un estado caracterizado por excitación y vigilia excesiva que se

presenta en ausencia de un estimulo amenazante inmediato (Nestler, 2001) .

La ansiedad no es una enfermedad, pero se le considera como tal cuando se

vuelve tan intensa y persistente que llega a interferir con el funcionamiento
.,

cotidiano (Rice, 1997).

La preocupación y la ansiedad están muy relacionadas con el temor, pero surgen

de situaciones desagradables que pueden ser imaginarias o reales (Moore y cols .

1990). El miedo es una respuesta adaptativa al estrés agudo provocado por un

estímulo potencialmente dañino (interno o externo), que amenaza perturbar la

homeostasis. Sin embargo, cuando es desproporcionado en cuanto a intensidad,

crónico, irreversible, o no está asociado a un riesgo genuino, puede ser síntoma

de un estado patológico de ansiedad: por ejemplo, fobia social, ataques de pánico

o desorden generalizado de ansiedad (Millan, 2003).

El estudio de los desórdenes de ansiedad se enfrenta a muchas dificultades, la

mayor de las cuales es la ausencia de un parámetro concreto que refleje

"ansiedad" per se. Aunque existen "marcadores sustitutos" .como el incremento en
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la presión arterial, taquicardia, hipertermia y la secreción de glucocorticoides

dentro del sistema circulatorio que pueden ser indicadores para la evaluación de la

ansiedad (Millan, 2003). Conductualmente existen signos de miedo en los

animales que pueden compararse con los signos y síntomas de ansiedad en los

seres humanos y que son muy útiles en la investigación [exploración y vigilancia,

aumento en la respuesta de sobresalto, micción y/o defecación frecuentes

(diarrea), aumento del acicalamiento, periodos de inmovilidad ("congelamiento"),

nerviosismo, impaciencia (Purves y cols., 2001).

4.2 CLASIFICACiÓN DE LA ANSIEDAD

Es posible hallar los criterios adecuados para la descripción, el diagnóstico y el

tratamiento de los desórdenes mentales más comunes en el Manual de

Estadística y Diagnóstico de Desórdenes Mentales (cuarta edición DSM-IV) que

es publicado por la Asociación Ame ricana de Psiquiatría en Washington D.C.

(1994) .

Según este manual (OSM-IV) los trastornos de ansiedad se clas ifican en:

• Trastornos fóbicos (o neurosis fóbica)

Agorafobia con crisis de angustia

Agorafobia sin crisis de angustia

Fobia social

Fobia simple

• Estados de ansiedad (neurosis de ansiedad)

Trastorno por angustia
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Trastorno por ansiedad generalizada

Trastorno obsesivo-compulsivo (o neurosis obsesiva -compulsiva)

Trastorno por estrés postraumático

Agudo

Crónico o retrasado

Trastorno por ansiedad, atipico

4.3 SISTEMA SEROTONÉRGICO y DESÓRDENES DE ANSIEDAD

Las neuronas serotonérgicas se originan en el núcleo del rafé y proveen

proyecciones masivas hacia las estructuras corticolímbicas envueltas en el control

de los estados de ansiedad . El núcleo del rafé dorsal (DRN) inerva la corteza

frontal, el hipocampo dorsal y la amígdala, mientras que el núcleo del rafé medial

(MRN) proyecta principalmente hacía el hipocampo (dorsal y ventral), el septum , el
,

núcleo accumbens y el hipotálamo (Azmitia y Segal, 1978; Deakin y Graeff, 1991;

Wilson y cols., 1993; Eison y Eison, 1994; Handley, 1995; Baumgarten y

Grozdanovik, 1997; McQuade y Sharp, 1997; Vertes y cols., 1999; Kirby y cols.,

2003). Las redes derivadas de estos núcleos muestran un patrón de organización

y modulación contrastante entre sí y pueden tener papeles totalmente diferentes

en el control de los estados de ansiedad . Por ejemplo, se han implicado

específicamente las vías serotonérgicas que emanan del núcleo del rafé dorsal

(DRN) en el control de la conducta ansiosa en la prueba de conflicto de Vogel

(Azmitia y Segal, 1978; Kosofsky y Mollinver, 1987; Deakin y Graeff, 1991; Wilson

y cols., 1993; Netto y cols., 2002; Kirby y cols ., 2003; Thiébot y cols., 1983; Pratt,

1992).
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Un papel complejo y no uniforme de la serotonina en el control de los desórdenes

de ansiedad se ha visto como función de: (1) el origen del estado de ansiedad, si

este es provocado por un miedo condicionado o no condicionado y (2) las

acciones contrastantes de la serotonina en regiones cerebrales específicas,

notablemente la amígdala, que es la región encargada de recibir las señales de

peligro potencial y desencadena una serie de reacciones que ayudan a la auto

protección, comparada con la materia gris periacueductal que es el área de la

médula esepinal en donde se integra el dolor, como una experiencia sensorial

(Oeakin, 1988, 1991; Deakin y Graeff, 1991; Graeff, 1993, 1996; Eison y Eison,

1994; Handley, 1995; Green y McGregor, 2002). Sin embargo, el papel de la

serotonina en la modulación de los estados de ansiedad , puede ser confuso al

considerar la influencia potencial de las vías serotonérgicas, en la función motriz y

la impulsividad (Eveden, 1999; Meneses, 1999; Dalley y cols., 2002; Harro, 2002) .

Las vías serotonérgicas que inervan estructuras como la corteza frontal , la

amígdala , el hipotálamo y el hipocampo son activados por estímulos ansiogénicos,

incluyendo el estrés social , el miedo condicionado y procedimientos de conflicto

(Pratt, 1992; Wright y cols., 1992; Adell y cols, 1997; Amat y cols., 1998; Berton y

cols., 1998; Martinez y cols., 1998; Beaufour y cols., 2001; Ishida y cols. , 2002;

Miura y cols. , 2002). Por ejemplo , se ha demostrado que la respuesta en pruebas

de condicionamiento, como la prueba de Vogel , está acompañada por un

incremento en la liberación de serotonina en el hipocampo (Matsuo y cols., 1996).

También se ha observado que humanos con una densidad baja de receptores 5

HT1A son más ansiosos que los grupos con densidades normales (Tauscher y

cols., 2001; Condren y cols., 2002) . Estas observaciones coinciden con los

hallazgos en ratones carentes del receptor 5-HT 1A , los cuales generalmente

muestran un fenotipo ansioso y un aumento en la sensibilidad al estrés como

respuesta tanto a variables conductuales como autonómicas (Heisler y cols .,

1998). Los agonsitas del receptor 5-HT1A como la buspirona y la gepirona tienen

propiedades ansiolíticas, tanto en humanos como en modelos animales (Hervás y

Artigas , 1998). Aunado a esto, estudios preclínicos indican que otros agonistas del
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receptor 5-HT 1A como la 8-hidroxi -di-n-propil-aminotetralina (8-0H-OPAT) y el

indorrenato muestran un efecto ansiolítico. Por otro lado, hay resultados que

muestran que antagonistas no selectivos del mismo receptor como el WAY100635

y el pindolol, reducen la latencia de acción de la fluoxetina, un inhibidor selectivo

de la recaptura de serotonina (ISRS) y aumentan su efecto ansiolítico. Todo esto

indica que los fármacos que actúan sobre el receptor 5-HT lA tienen una

importante participación en el control de la ansiedad y que su acción es variable.

Parece ser que los receptores 5-HT 1A tanto pre- como post-sinápticos están

involucrados en los efectos ansiolíticos de estos fármacos. La actividad ansiolítica

de estos compuestos puede ser el resultado de la reducción de la transmisión

serotonérgica med iada ya sea por la activación de los receptores 5-HT 1A

somatodendríticos por una acción antagonista de los compuestos en los

receptores 5-HT 1A post-sinápticos (Picaza y cols., 1995) .
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CAPíTULO 5

MODELOS ANIMALES PARA El ESTUDIO DE lA ANSIEDAD

Para el estudio preclln ico de la ansiedad es necesario contar con modelos

animales que reflejen las características físicas y conductuales que están

presentes cuando se padece este desorden. Existen diferentes modelos de

ansiedad en roedores ampliamente usados que pueden dividirse en dos

grandes grupos, (1) aquellos que ~odelan las caracteristicas de la ansiedad y

(2) los que modelan estados de ansiedad. Los primeros incluyen los estados de

ansiedad de largo plazo y los últimos los estados ansiosos agudos (figura 7).

I II Modelos de ansiedad I Modelos de ansiedad

de largo plazo agudos

II
Cepas de ratones No condicionados I Condicionados Ique despl iegan
mayor o menor
ansiedad I Exploración IProced imientos

~de conflicto
Diferenci as r¡- individuales en la IBasados en

~
IProced imientos

misma cepa interacción
sin conflicto

HExposición crónica a
Respuesta aguda

f--- I Discriminación ~a estlmulos
estlmulos aversivos aversivos de drogas

Modelos genéticos: Conducta defensiva f--
'-- ratones transgénicos y frente a un estl mulo

"knock-out"

FIGURA 7.- MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA ANSIEDAD. TOM ADA DE

MILLAN, 2003 .

5.1 MODELO DE ENTERRAMIENTO DEFENSIVO

El modelo de enterramiento defens ivo es una prueba condicionada que se

basa en un procedimiento que no representa conflicto para el animal. La

prueba explota la tendencia innata de los roedores a explorar lugares

novedosos y a enterrar para ocultar los estimulos que identifica como
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peligrosos, por ejemplo un depredador. En este modelo, el animal es colocado

en una caja de acrllico de dimensiones iguales a las cajas de residencia, con

una cama de aserrín fino. La caja contiene un electrodo de una longitud

aproximada de siete centímetros en una de sus paredes que transporta una

corriente de 0.3mA. La prueba tiene una duración de diez minutos. Al hacer

contacto con el electrodo el ratón recibe una descarga eléctrica identifica al

estímulo como aversivo y despliega la conducta de enterramiento defens ivo.

Los parámetros conductas seleccionados para cuantificarse son: (1) El tiempo

acumulativo de enterramiento defensivo, desplazamiento del material de cama

por movimientos rápidos de las patas delanteras y la cabeza alrededor del

electrodo. Este parámetro refleja directamente los niveles de ansiedad , es

decir, a mayor enterramiento mayor nivel de ansiedad y a menor enterramiento

menor nivel de ansiedad. (2) Latencia de enterramiento, tiempo que transcurre

entre el primer choque recibido y el despliegue de la conducta defensiva de

enterramiento. Este parámetro refleja de manera inversa la reactividad del

sujeto, es decir a mayor latencia menor reactividad y a menor latencia mayor

reactividad. (3) Número de levantamientos del cuerpo en dos patas en posición

vertical (rearings) , haciendo movim ientos de olfateo con la nariz hacia arriba en

el aire. Este parámetro es un indicador de la actividad locomotora del animal.

(4) Exploración del electrodo posición orientada hacia la fuente del estímulo

aversivo, que en este caso es el electrodo. Se considera que este parámetro es

un indicador de la ansiedad y el temor. Es decir, si el animal le teme al

electrodo lo explorará poco o al contrario si no le teme lo explorará más . (5)

Número de choques recibidos por el contacto con el electrodo a largo de la

prueba . Al igual que el número de exploraciones también refleja el temor o la

ansiedad, si el animal no se acerca al electrodo por "miedo" hay menos

posibilidades de que se de un choque eléctrico. (6)Grado de choque o

intensidad del choque recibido por el sujeto , este parámetro nos señala la

respuesta que los animales tienen al recibir un choque eléctrico, la cual se

identifica con el movimiento que el ratón tiene después del choque . Es un

indicador de los niveles de sensibilidad al dolor, es decir, un grado de choque

alto refleja mayor nocicepción (De Boer y cols ., 2002 ; Reynols y Berridge,

2001 : Pinel y Treit, 1978; Peacock y Wong, 1982; Tsuda y cols ., 1988; Monser

y Treit, 1983; Treit y cols ., 1986; De Boer y cols., 1990) .
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PARAMETROS INDICE FISIOLOGICO
Conductuales:
Enterramiento defensivo Incremento Miedo/ansiedad, activa (pelea)
(frecuencia/duración)
Latencia de enterramiento Decremento Reactividad/ansiedad

~~po)
Reactividad hacia el choque Sensibil idad al dolor/reactividad

(escala de intensidad)
Contactos con el electrodo Decremento Exploración/ Ansiedad
(número/duración)
Rearing (frecuencia/duración) Exploración , intentos de escape

(huida)
Fisiológicos:

~~tonóm icos /endóc ri nos

Ritmo cardiaco Incremento Estrés
Presión sanoulnea Incremento Estrés
Temperatura central Incremento Estrés
Noradrenalina en plasma Incremento Estrés
Adrenalina en plasma Incremento Estrés
Corticosterona en plasma Incremento Estrés
Prolactina en plasma Incremento Estrés
Glucosa en plasma Incremento Estrés

TABLA 1.- PARÁMETROS AFECTADOS EN LA PRUEBA DE ENTERRAMIENTO

DEFENSIVO. TOMADA DE MILLAN , 2003 .

5.2 MODELO DE TRANSICIONES LUZJOSCURIDAD

La prueba de transiciones luz/oscuridad está basada en la aversión innata de

los roedores a las áreas intensamente iluminadas y en la conducta exploratoria

de los roedores en respuesta a estlmulos novedosos (Crawley y Goodwin ,

1980). El conflicto está entre la tendencia a explorar y la tendencia inicial a

evitar lo no familiar (neofobia) e iluminado. La actividad exploratoria refleja el

resultado combinado de estas tendencias en situaciones novedosas (Bourin y

Hascoet. 2002) .
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El modelo consiste en una caja de prueba que está divida en dos partes, la

más grande, de dos terceras partes del tamaño total es iluminada con una

lámpara de luz blanca e intensa, mientras que la otra palie esta pintada de

negro y tiene un techo que la mantiene oscura manteniendo en contacto ambas

áreas por medio de una puerta pequeña que solo permite el paso de un ratón.

En esta prueba, cuando un fármaco aumenta la actividad en la sección

iluminada, esto puede representar un índice de ansiedad. Un incremento en las

transiciones sin un incremento en la locomoción espontánea es considerado

como un reflejo de la actividad anslolltlca. Es importante hacer notar que este

efecto es observado solamente en ciertas cepas de ratón o con el empleo de

ciertos fármacos. (File, 1992; Njung'e y Handley, 1991; Treit, 1990; De Vry y

cols., 1993). Los parámetros registrados y evaluados son (1) el número de

transiciones entre ambas cámaras y (2) el tiempo de permanencia en la

cámara iluminada (Crawley y Goodwin, 1980; Costall y cols., 1989; Crawley y

cols., 1984; Imaizumi y cols., 1994).

".
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CAPiTULO 6

6.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que el receptor 5-HT lB regula la liberaci6n de serotonina y se reporta

que densidades altas de este receptor inducen conductas ansiosas, también se

conoce que los ratones carentes del receptor 5-HT1B presentan niveles

menores de de ansiedad que la cepa de ratones wr.
Dado que el sistema sertotonérgico participa activamente en la regulación de la

ansiedad y su actividad cambia de acuerdo con el desarrollo del individuo, es

importante establecer si la edad puede influir en la expresi6n de la ansiedad en

los ratones KO-1B.

6.2 HIPÓTESIS

Dado que se ha reportado que los receptores 5-HT1B Y 5-HT1A comparten

varias funciones y que en los ratones KO-1B la sensibilidad al receptor 5-HT1A

puede es~r modificada, es posible que la acci6n de un ansiolltico

serotoninérgco 5-HT1A pueda cambiar en ratones KO-1B y también es posible

que haya diferencias en la acciones de compuestos 5-HT1A dependiendo de la

edad del individuo. Además, si existen diferencias en los niveles de serotonina

en los sujetos de distintas edades es posible que existan diferencias en los

niveles de ansiedad que estos desarrollan .

6.3 OBJETIVOS:

6.3.1 OBJETIVOS GENERALES

Un primer objetivo es determinar si hay diferencias en los niveles basales de

ansiedad entre ratones carentes del receptor 5-HT lB Y los ratones wr,
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mediante el empleo de dos modelos diferentes de ansiedad y de existir analizar

tales variaciones se modifican de acuerdo con la edad del animal.

Un segundo objetivo será el de analizar si existen cambios en la sensibilidad a

ansiolíticos S-HT1A en ratones carentes del receptor S-HT1B de diferentes

edades.

6.3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar los niveles basales de ansiedad en los ratones KO-1B y su

cepa control wr a las edades de uno, tres y seis meses en el modelo de

enterramiento defens ivo y el paradigma de luz/oscuridad.

2) Determinar si hay diferencias en el efecto ansiolitico del fármaco S-HT1A•

8-hidroxi-2-di-n-dipropilaminotatrelina (8-0H-DPAT) entre los ratones

KO-1B y su cepa control WT de uno. tres y seis meses de edad en el

modelo de enterramiento defensivo, el paradigma de luz/oscuridad y el

modelo de campo abierto.
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CAPÍTULO 7

MATERIAL Y MÉTODOS

7.1 SUJETOS EXPERIMENTALES

En este estudio se emplearon ratone~ macho de la cepa 129/Sv 'Wild type" 0/'fT) y

knockout del receptor 5-HT 18 (1S-KO) de 1, 3 Y 6 meses de edad. Los ratones

fueron mantenidos en cajas de acrilico transparentes estándar de laboratorio (26 x

12 x 14 cm) en el cuarto de las colonias, adyacente al cuarto de experimentación.

Los ratones tuvieron libre acceso a alimento yagua y estuvieron sometidos a un

ciclo de luz/oscuridad invertido de 12/12 horas (la iluminación inició a las 22:00h).

Las pruebas fueron realizadas durante la fase de oscuridad entre las 11:00 y las

16:00h. Los animales fueron agrupados según su cepa, su edad y el tratamiento

farmacológico al que fueron sometidos.

7.2 PRUEBAS'CONDUCTUALES

1) Prueba de enterramiento defensivo:

El modelo consiste en una caja de acrílico idéntica a la de residencia, en una de

sus paredes tiene un electrodo que lleva una corriente eléctrica de 0.3mA y mide

6-7cm de largo. El piso de la caja está cubierto con aserrín fino. Se coloca al

ratón dentro de la cámara experimental y su conducta es grabada durante 10

minutos. Posteriormente, se registran el tiempo acumulativo de enterramiento, el

tiempo de latencia de enterramiento, el número de exploraciones al electrodo, el

número y la intensidad de los choques; todo de acuerdo con lo descrito en el

capitulo 5.
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2) Prueba de luz/oscuridad

El modelo consiste en una caja de acrílico con las siguientes dimensiones 43.5 x

29.5 x 20 cm. La caja se divide en dos secciones, una de 1/3 del tama ño de la

caja y de color negro, completamente oscura, la otra de 2/3 de tamaño con

iluminación intensa . Hay una pared que divide las dos secciones y tiene una

abertura por la que el ratón puede transitar libremente de un compartimiento a

otro. El animal se coloca dentro de la cámara en el lado iluminado y se registra su,
conducta durante 10 minutos . Se contabiliza el número de transiciones que el

animal realiza entre las dos secciones y el tiempo que éste permanece en el área

iluminada .

3) Prueba de Actividad locomotora en campo abierto:

La prueba de actividad locomotora se realiza en una caja de acrílico transparente

(50 x 40 x 20 cm) dividida en doce secciones del mismo tamaño y se contabiliza el

número total de cuadros recorridos, lo cual da un indice de su condición motora,

esta prueba también dura diez minutos.

" ,

7.3 TRATAMIENTOS FARMACOLÓGICOS

Los ratones de ambas cepas fueron divididos por edad en grupos de 1, 3 Y 6

meses. Cada categoria fue subdividida por su tratamiento en tres; el primero,

grupo control, tratado con solución salina, el segundo tratado con 8-0H-OPAT a la

dosis de 0.125mglkg y el tercero con 8-0H-OPAT a la dosis de 0.25mglkg. El

fármaco fue administrado intraperitonealmente en un volumen de 5ml/kg . La

administración fue aguda y a los 20 minutos de realizada, los ratones fueron

sometidos a las pruebas conductuales. Todos los grupos fueron formados por un

número constante de ratones (n=8-16).
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Tabla 2. ANIMALES EMPLEADOS EN LAS PRUEBAS CONDUCTUALES

AGRUPADOS POR CEPA, EDAD Y TRATAMIENTO FARMACOLÓGICO.

8-0H-DPAT (mglkg)111B-KO I8-0H-DPAT (mglkg)WT

1 0.0 0.125 0.25 1 0.0 0.125 0.25

MES MES

3 0.0 0.125 0.25 3 0.0 0.125 0.25

MESES MESES

6 0.0 0.125 0.25 6 0.0 0.125 0.25

MESES MESES

TABLA 2.- Muestra los 18 grupos de animales empleados en la prueba de enterramiento

defensivo. Otros equivalentes fueron empleados en la prueba de luz/oscuridad y la actividad

locomotora. Agrupaciones formadas por cepa, edad y tratamiento farmacológico.

7.4 ANÁLISIS ESTADisTICO

Para el análisis estadístico de los resultados se empleo el paquete de computo

SigmaStat. Se utilizó para el análisis de varianza (ANOVA) de una vía, la prueba

de "Kruskal-Wallis" y la ANOVA de dos vías. Además de la "U" de Mann-Whitney

como prueba pareada.
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CAPíTULO 8

RESULTADOS

8.1. COMPARACiÓN DE lOS

RATONES WT Y KO-1 B EN

DEFENSIVO Y lUZ/OSCURIDAD.

NIVELES BASALES DE ANSIEDAD EN,

lOS MODELOS DE ENTERRAMIENTO

la figura 8 muestra los niveles basales de ansiedad de los ratones KO-18 y WT a

las edades de uno, tres y seis meses. En el panel A se muestra que los ratones

KO-18 de uno y tres meses de edad expresan menor conducta de enterramiento

que los ratones WT de las mismas edades. Sin embargo, en ratones de seis

meses de edad, se pierde la diferencia entre cepas. El ANOVA de dos vías señala

diferencias en la interacción cepa x edad (Factor cepa DF=1, F=8.779, P=O.004;

Factor edad DF=2, F=1.535, P=O.222; Cepa x Edad DF2, F=O.812, P=0.448). En

el panel 8 se compara la latencia de enterramiento entre las cepas KO-18 y WT.
"

El ANOVA de dos vías señala que no hay diferencias significativas por edad, ni

por cepa, ni en la interacción cepa x edad (Factor cepa DF=1, F=O.032, P=O.858;

Factor edad DF=2, F=4.241, P=O.OGO; Cepa x Edad DF2, F=1.435, P=O.245).
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FIGURA 8.- Conducta defensiva de enterramiento (panel A) y latencia de enterramiento (panel 8)
en ratones wr (barras blancas) y KO-1B (barras cuadriculadas) administrados con solución salina.
Se muestra la media ±EE (n=10-15). La comparación estadfstica hecha entre los grupos fue la ' U'
de Mann-Whitney. ( ·p<O.05) .

En la tabla 3 se observa el número de exploraciones al aire y de exploraciones

dirigidas al electrodo, realizadas por los ratones KO-18 y WT. En general, los

ratones KO-18 muestran un mayor número de "rearings" en comparación con los

ratones WT, existiendo diferencia significativa únicamente entre los ratones KO-18

y WT de seis meses de edad (ANOVA de dos vías para número de "rearings":

Factor cepa DF=1, F=13.747, P<O.001; Factor edad DF=2, F=O.16, P=O.852; Cepa

x Edad DF2, F=O.148, P=O.862). En relación a las exploraciones hacia el electrodo

realizadas por los ratones, el ANOVA de dos vías señala diferencias significativas

tanto en edad como en cepa y su interacción (ANOVA de dos cías para el número
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de exploraciones: Factor cepa DF=1, F=9.343, P=0.003; Factor edad DF=2,

F=8.270, P<0.001; Cepa x Edad DF2, F=3.772, P=0.027). Si comparamos cada

grupo con su respectivo control, se puede ver que los ratones KO-18 muestran

mayor número de exploraciones a la edad de uno y seis meses en comparación

con los ratones de la cepa WT. Sin embargo, no hubo diferencias entre los ratones

de tres meses de edad.

Tabla 3.- NÚMERO DE "REARINGS" y DE EXPLORACIONES HACIA EL
ELECTRODO REALIZADAS POR LOS RATONES DE LOS GRUPOS CONTROL
WT Y KO-18 DE 1, 3 Y 6 MESES DE EDAD.

NUMERO DE REARINGS EXPLORACIONES HACIA EL

ELECTRODO
WT KO WT KO

CepaJ Eda
1 mes 16.6± 4.2 28.6± 5.4 10.7 ± 0.7 16.8 ± 3.0*

3 meses 16.4 ± 2.2 29.0 ± 4.1 8.8 ± 0.8 8.6 ± 0.8

6 meses 16.6 ± 4.3 32.2 ± 3.4* 7.3 ± 0.7 12.2 ± 1.2*
,

TABLA 3.- Muestra el número de "rearings" y exploracion es dirigidas hacia el electrodo realizados
en la prueba de enterramiento defensivo por los ratones KO-1B y WT de 1, 3 Y6 meses de edad,
tratados con solución salina . Se indican los valores medios ±EE (n=10-15). Las comparaciones
estadlsticas se hicieron con la prueba "U' de Mann-Whitney (*p<O.05) .

En la tabla 4 se muestran el número y la intensidad de los choques recibidos por

los ratones KO-18 y WT en condiciones basales. En este caso, los ratones KO-18

de seis meses de edad recibieron un número significativamente mayor de choques

que los WT de la misma edad. No hubo diferencia entre las dos cepas con

relación al grado de los choques recibidos (ANOVA de dos vías para el número de
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choques : Factor cepa DF::::1 , F::::5.528, P::::O.020; Factor edad DF=2, F::::O.77,

P=0,466; Cepa x Edad DF2, F=1.041, P=0.35) .

Tabla 4. NÚMERO Y GRADO DE CHOQUES RECIBIDOS POR LOS RATONES
wr y KO-1B DE LOS GRUPOS CONTROL DE 1, 3 Y 6 MESES DE EDAD.

Número de choques Grado de choque

Edad! Cepa wr KO wr KO

1 mes 3.3 ± 0.3 3.7 ± 0.7 1.1 ± 0.82 1.1±0.04

3 meses 2.6 ± 0.3 3.3 ± 0.3 1.2 ± 0.05 1.0 ± 0.02

6 meses 2.2 ± 0.3 4.2 ± 0.9* 1.2 ± 0.11 1.3 ± 0.09

TABLA 4. Muestra el número de choques y el grado de estos, recib idos por los ratones KO-18 y
WT de 1, 3 Y6 meses de edad , en la prueba de enterramiento defensivo, administrados con
solución salina . Se indican los valores medios ±EE (n=10 -15). Las comparaciones estad lsticas se
real izaron con la prueba 'U' de Mann-Whitney (*p<O.05).

La figura 9 muestra el número de cruces que los ratones realizaron entre el

compartimiento oscuro y el iluminado en el modelo de ansiedad de transiciones

luz/oscuridad. En este caso se ve que los ratones KO-1B de un mes de edad

realizan un número mayor de cruces entre las áreas de prueba , sin embargo, en

los ratones de tres y seis meses de edad no se encuentran diferencias

significativas entre las dos cepas (ANOVA de dos vías para el número de

transiciones: Factor cepa DF1, F=6.191, P=O.017; Factor edad DF2, F=1.013,

P=0.371; Cepa x Edad DF2, F=2.096, P=0.135).
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FIGURA 9.- Muestra el número de transiciones entre la cámara oscura y la iluminada en la prueba
de luz/oscuridad de los ratones WT (barras blancas) y KO-1B (barras cuadriculadas) de los grupos
control de 10 3 Y 6 meses de edad. Se indican los valores medios ± EE. Las comparaciones
estadlsl icas se realizaron con la prueba ·U· de Mann-Whitney (·p<O.05; ··p<O.02; ···p<O.001) .

En la figura 10 se muestra la actividad locomotora de los ratones KO-1B en

comparación con la actividad de los ratones wr. En este caso, los ratones KO-1B

de tres y seis meses de edad muestran mayor actividad que los ratones wr de las

mismas edades. Es importante señalar que si sólo se compara la actividad de la

cepa wr a las diferentes edades, este parámetro va disminuyendo conforme la

edad aumenta. En cambio, en la cepa KO-1B, la tendencia es diferente, siendo

mayor la actividad de los ratones de seis meses de edad (ANOVA de dos vías

para la actividad locomotora: Factor cepa DF1, F=26.48, P<0.001; Factor edad

DF2, F=2.117, P=0.131; Cepa x Edad DF2, F=4.28, P=O.021).
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FIGURA 10.- Actividad locomotora de los ratones control wr (barras blancas) y KO-18 (barras
cuadriculadas). Se muestran los valores medios de las transiciones de los ratones y su EE. Las
comparaciones estadlsticas se hicieron con la prueba ·U· de Mann-Whitney (*p<O.OS).
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8.2. COMPARACiÓN DE LOS NIVELES DE ANSIEDAD DE LOS RATONES WT

Y KO-1B CON LA ADMINISTRACiÓN DE LA S-OH-DPAT EN LOS MODELOS

DE ENTERRAMIENTO DEFENSIVO Y DE TRANSICIONES LUz/OSCURIDAD

En la figura 11 se muestran los datos obtenidos en la prueba de enterramiento

defensivo con la administración del agonista 5-HT 1A , la 8-0H-OPAT (0.125 y 0.25

mg/Kg) en ratones KO-1 B y WT a diferentes edades (1, 3 Y 6 meses). Como se

puede observar en la figura, a la edad de un mes, la 8-0H-OPAT reduce

significativamente la conducta de enterramiento a las dosis de 0.125 y 0.25mg/Kg

independientemente de la cepa (ANOVA de dos vías para CEO en ratones de un

mes: Factor cepa OF1, F=3.526, P=0.065; Factor fármaco OF2, F=28.302,

P<0.001; Cepa x Fármaco OF2, F=3.713, P=0.030). En ratones WT de tres meses

de edad, sólo la dos is de 0.25mg/Kg redujo la condu cta de enterramiento. Sin

emba rgo, en ratones KO-1B (de tres meses) este compuesto tuvo un efecto

bifásico, incrementando significativamente la conducta a la dosis baja (0.125) y

disminuyéndola a la dosis alta (O.25mg/Kg) (ANOVA de dos vías para CEO en

ratones de tres meses: Factor cepa OF1, F=0.344, P=O.560; Factor fármaco OF2,

F=42.169, P<0.001 ; Cepa x Fármaco OF2, F=O.275, P=0.761) . Finalmente, a la

edad de seis meses, la 8-0H-OPAT carece de efecto a las dosis probadas en las

dos cepas de ratón (ANOVA de dos vías para CEO en ratones de seis meses:

Factor cepa OF1, F=2.0977, P=0.155; Factor fármaco OF2, F=2.058, P=0.140;

Cepa x Fármaco OF2, F=5.376, P=O.008).
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CONDUCTA DE ENTERRAMIENTO DEFENSIVO
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FIGURA 11.- Efecto de la 8-0H-DPAT a la dosis de O.25mglkg (barras de cuadros
grandes) y O.125mg/kg (barras de cuadros pequeños) sobre la CED comparado con la
dosis control (barras blancas) en ratones WT (izquierda) y ratones KO-1B (derecha) en la
prueba de enterramiento defensivo. Se indican la media±EE. La comparación estadística
empleada fue el ANOVA de dos vías (***p<O.001).
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La figura 12 muestra el efecto de la 8-0H-DPAT (0.125 Y 0.25mg/kg) en ratones

KO-18 y WT de uno, tres y seis meses de edad, sobre la latencia de

enterramiento. En este caso, la 8-0H-DPAT incrementó la latencia de

enterramiento de manera dosis-dependiente en ratones de un mes de edad

independientemente de la cepa (ANOVA de dos vías para la latencia de

enterramiento en ratones de un mes: Factor cepa DF 1, F=0.376, P=0.847; Factor

fármaco DF2, F=122.85, P<D.DD1; Cepa x Fármaco DF2, F=1.D67, P=D.351) . A los

tres meses de edad, la dosis de D.125mg/kg disminuye la latencia de

enterramiento en los ratones WT; a la dosis de D.25mg/kg, aumenta la latencia de

enterramiento en ambas cepas (ANOVA de dos vías para latencia de

enterramiento en ratones de tres meses: Factor cepa DF1, F=6.47D, P=D.013;

Factor fármaco DF2, F=111.414, P<O.001; Cepa x fármaco DF2, F=3.065,

P=O.D52). Finalmente en ratones de seis meses de edad el fármaco no tuvo efecto

significativo en ninguna de las dos cepas (ANOVA de dos vías para CED en

ratones de seis meses: Factor cepa DF1, F=D.108, P=O.744; Factor Fármaco DF2,

F=0.538, P=0.588; Cepa x Fármaco DF2, F=3.930, P=O.027).
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LATENCIA DE ENTERRAMIENTO
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FIGURA 12.- Muestra el efecto de la 8-0H-DPAT (0.125 Y 0.25mg/kg) en ratones WT (izquierda) y
KO-1B (derecha), de uno, tres y seis meses de edad, sobre el tiempo de latencia de enterramiento.
Se indica la media ±EE. La comparación estadística empleada fue el ANOVA de dos vías
seguida de la prueba pareada ' U" de Mann-Whitey (*p<O.05; ***p<O.001) .
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La tabla 5 muestra el efecto de la 8-0H-DPAT sobre el número de exploraciones

dirigidas hacia el electrodo. En ratones wr de un mes de edad, el fármaco

produce la disminución de la conducta exploratoria de forma dosis-dependiente.

Mientras que en los ratones KO-1B de la misma edad, sólo la dosis de O.25mg/kg

disminuye esta conducta (ANOVA de dos vías para le número de exploraciones en

ratones de un mes: Factor cepa DF1, F=8.672, P=O.004; Factor fármaco DF2,

F=13.666, P<O.001; Cepa x Fármaco DF2, F=1.259, P=O.291). En ratones de tres

meses de edad, se puede observar que la 8-0H-DPAT carece de efecto en

ratones wr, sin embargo, en los ratones KO-1B, este compuesto aumenta

significativamente el número de exploraciones hacia el electrodo (ANOVA de dos

vías para le número de exploraciones en ratones de tres meses: Factor cepa DF1,

F=9.841, P=O.002; Factor fármaco DF2, F=O.872, P=0.422 ; Cepa x Fármaco DF2,

F=4.272, P=O.017). Finalmente, a los seis meses de edad no se observa efectos

de la 8-0H-DPAT sobre el número de exploraciones realizadas hacia el electrodo

en ninguna de las cepas (ANOVA de dos vías para número de exploraciones en

ratones de seis meses: Factor cepa DF1, F=7.820, P=O.008; Factor fármaco DF2,

F=O.309, P=O.736; Cepa x Fármaco DF2, F=1.022, P=O.369).
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Efecto de la a-oH-DPAT sobre el número de exploraciones hacia el electrodo

Dosis 0.0 0.125 0.25

(mg/kg)
Edadl WT KO ,WT KO WT KO

Cepa
1 mes 10.7± 0.7 16.8± 3.08 6.29 ± 1.16"" 11 .14± 0.931 4.55 ± 1.39""" 5.28 ± 2.17"

--
3 meses 8.87±3.38 8.64± 4.52 8.37± 4.4 11 .9± 3.72" 5.58± 5.71 11.63±3.94

6 meses 7.37± 2.20 12.28 ± 3.35 10.62±4.77 16.50± 7.81 9.77± 2.22 14.85± 5.64

TABLA 5. La labiamuestra el número de exploraciones dirigidas hacia el electrodo de los ratones
KO-18 y WT de 1, 3 Y6 meses de edad, administrados con 8-0H-DPAT (0.125 Y0.25mg/kg) Se
indican los valores medios ±EE (n=10-15). La comparación estadística empleada fue el
ANOVA de dos vias seguida de la prueba pareada ' U" de Mann-Whitey ("p<O.05;
"""p<O.001).

La tabla 6 presenta el efecto de la 8-0H-DPAT sobre el número de choques

recibidos por los ratones WT y KO-1B, de uno, tres y seis meses de edad . En los

ratones de un mes de edad, la dosis de 0.125mg/kg de 8-0H-DPAT incrementa

significativamente el número de choques recibidos tanto en ratones WT como en

KO-1B (ANOVA de dos vías para número de choques en ratones de un mes :

Factor cepa DF1, F=4.036, P=0.049; Factor fármaco DF2, F=24.954, P<0 .001;

Cepa x Fármaco DF2, F=2.893, P=0 .063) . Con respecto a los ratones de tres

meses de edad, se puede ver un efecto bifásico de la 8-0H-DPAT dado que a las

dosis de 0.125 mglkg incrementan el número de choques y a la dosis de

O.25mg/kg carece de efecto. Estos resultados son similares en las dos cepas
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(ANOVA de dos vías para número de choques en ratones de tres meses: Factor

cepa DF1, F=3.122, P=0.081; Factor fármaco DF2, F=12 .181, P<0.001; Cepa x

Fármaco DF2, F=0.971, P=0.908) . Finalmente en los ratones de seis meses de

edad se puede ver inicialmente que los ratones Ka reciben más choques en

comparación con la cepa 'NT . Sin embargo, al comparar el efecto de la 8-0H

DPAT con sus respectivos controles se puede ver que este fármaco carece de

efecto independientemente de la cepa (ANOVA de dos vías para número de

choques en ratones de seis rneses. .Factor cepa DF1, F=12.514, P=0.001; Factor

fármaco DF2, F=3.263, P=0.058; Cepa x fármaco DF2, F=5.415, P=0.008) .

Tabla 6. Efecto de la 8-0H-DPAT sobre el número de choques

Dosis 0.0 0.125 0.25

(mg/kQ)
Edad/Cepa WT Ka WT Ka WT Ka

1 mes 3.35±0.38 3.72±0.7 2.13±0.37 4.14±0.34 6.25±4.19 H 6.57±6.57*

3 meses 2.62±O.32 3.32±0.35 5.12±0.95* 6.36 ±1.08** 2.27±O.50 3.10±O.67

6 meses 2.25±0.36 4.28±0.91 2.75±0 .59 7.62±0 .99 3.88±0.65 3.71±1.01

TABLA 6.- Muestra el número de choques recibidos que los ratones KO-1B y WT de 1, 3 Y 6
meses de edad recibieron, habiendo sido administrados con 8-0H-OPAT (0.125 y 0.25mg/kg) Se
indican los valores medios ±EE (n=10-15); la comparación estadística empleada fue el
ANOVA de dos vías seguida de la prueba pareada ·U" de Mann-Whitey (*p<O.05;
···p<O.001).

Por otro lado, la tabla 7 muestra el grado de los choques recib idos en el modelo

de enterramiento defensivo. En este caso se puede observar que a ninguna de

las edades yen nínguna de las cepas hay efecto del agonista 5-HT 1A (ANOVA de

dos vías para grado de choques en ratones de un mes: Factor cepa DF1,

F=0 .030, P=0.863; Factor fármaco DF2, F=7.258, P=O.001: Cepa x Fármaco DF2,
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F=0.244, P=0.784. ANOVA de dos vías para grado de choque en ratones de tres

meses : Factor cepa DF1, F=3.064, P=O.084; Factor fármaco DF2, F=8.327 ,

P=O.OGO; Cepa x Fármaco DF2, F=0.361, P=0.361 . ANOVA de dos vías para

grado de choque en ratones de seis meses: Factor cepa DF1, F=1.151, P=0.290;

Factor fármaco DF2, F=0.897, P=0.450; Cepa x Fármaco DF2, F=0.609, P=0.549).

Tabla 7. Efecto de la 8-0H-DPAT sobre el grado de choques recibidos

Dosis(mglkg) 0.0 0.125 0.25

Edad/Cepa wr KO wr KO wr KO

1 mes 1.19±0.08 1.09±0.04 1.32±0.12 1.39±0.06 0.68±0.28 0.78±0.37

3 meses 1.19±0.05 1.14±0.02 1.45±0.12 1.34±0.07 1.21±0.11 1.17±0.08

6 meses 1.21±0.11 1.31±0.09 1.13±0.07 1.35±0.11 1.39±0.10 1.37±0.17

TABLA 7.- Efecto de la 8-0H-DPAT (0.125 Y 0.25mg/kg) sobre el grado de choque tanto en
ratones WT como 1B-KO de diferentes edades (1, 3 Y 6 meses) en el modelo de enterramiento
defensivo. Se indican los valores medios ±EE (n=10-15); la comparación estadística empleada
fue el ANOVA de dos vías seguida de la prueba pareada "U" de Mann-Whitey ( ·p<O.05;
···p<O.001) .

La figura 13 muestra el efecto de la 8-0H-DPAT sobre el número de exploraciones

al aire presentado por los ratones durante la prueba de enterramiento. En este

caso se puede ver que en ratones de un mes de edad, el fármaco carece de

efecto independientemente de la cepa cuando se compara con su respectivo

grupo control (ANOVA de dos vías para "rearings" en ratones de un mes: Factor

cepa DF1, F=2.081, P=0.158; Factor fármaco DF2, F=13.453, P<0.001; Cepa x

Fármaco DF2, F=0.492, P=0.615). En ratones KO-1B y wr de tres meses de

edad, la dosis de O.25mg/kg del agonista 5-HT 1A dísminuye significativamente el

número de "rearings" (ANOVA de dos vías para número de "rearings" en ratones

de tres meses: Factor cepa DF1, F=18.461, P<O.001; Factor fármaco DF2,

F=30.324, P<O.001; Cepa x Fármaco DF2, F=2.551, P=0.085) . Finalmente, a los
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seis meses de edad se puede observar que el 8-0H-DPAT no tiene efecto sobre

el número de "rearings' independientemente de la cepa (ANOVA de dos vías para

número de "rearings' en ratones de seis meses: Factor cepa DF1, F=14.140,

P<O.001: Factor fármaco DF2, F=O.148, P=O.862: Cepa x Fármaco DF2, F=1.639,

P=O.206).

La figura 14 muestra la actividad locomotora de los ratones WT y KO-1B en la

prueba de campo abierto tras la administración de la 8-0H-DPAT a diferentes

edades . En ratones de un mes de edad el agonista 5-HT1A disminuye

significativamente la actividad a la dosis de O.25mg/kg en ratones WT, sin

embargo, en ratones KO carece de efecto (ANOVA de dos vías para actividad

locomotora en ratones de un mes: Factor cepa DF1, F=O.308, P=O.581; Factor

fármaco DF2, F=8.568, P<O.001; Cepa x Fármaco DF2, F=1.639, P=O.203). En

ratones de tres meses de edad la 8-0H-DPAT aumenta significativamente la

actividad locomotora a la dosis de O.125mg/kg en ratones WT, sin embargo en

ratones KO este fármaco carece de efectos (ANOVA de dos vías para la actividad

locomotora de ratones de tres meses: Factor cepa DF1, F=O.716, P=0.402; Factor
"

fármaco DF2, F=5.964, P<O.005: Cepa x fármaco DF2, F=2.045, P=O.140).

Finalmente a la edad de seis meses el agonista 5-HT 1A carece de efecto en

ratones WT y disminuye la actividad en ratones KO-1B (ANOVA de dos vías para

actividad locomotora en ratones de seis meses: Factor cepa DF1, F=54.796,

P<O.001; Factor fármaco DF2, F=8.220, P<O.001; Cepa x Fármaco DF2, F=1.949,

P=O.155).
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FIGURA 13.- Efecto de la 8-0H-OPAT (0.125 y 0.25mglkg) sobre el número de "rearinqs" en los
ratones WT (izquierda) y KO-18 (derecha) de 1, 3 Y 6 meses de edad. Se indican los valores
medios ±EE (n=10-15). La comparación estadlstica se realizó con el ANOVA (*p<O.05; **p<O.02;
***p<O.001).
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FIGURA 14.- Efecto de la 8-0H-OPAT (0.125 y 0.25mglkg) sobre la actividad locomotora de
ratones WT (izquierda) y 1S-KO (derecha) en la prueba de campo abierto. Se muestra la media ±
EE. la comparación estadlstica fue hecha con el ANOVA de dos vlas (* p < 0.05; **p < 0.02; p <
0.001) seguida de la prueba pareada ·U· de Mann-Wh itney.

Por último , la figura 15 muestra el efecto de la S-OH-DPAT en el modelo de

transiciones luzJoscuridad en ratones wr y KO. En este caso se puede observar

que el compuesto carece de efecto en este modelo independientemente de la

cepa y de la edad (ANOVA de dos vías para el número de transiciones en ratones

de un mes: Factor cepa DF1, F=1.479 , P=O.230; Factor fármaco DF2, F=3.942,

P=O.026; Cepa x Fármaco DF2, F=2.33, P=O.10S. ANOVA de dos vías para el
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número de transiciones en ratones de tres meses: Factor cepa DF1, F=1.224,

P=O.275; Factor fármaco DF2, F=5.231, P=O.009; Cepa x Fármaco DF2, F=7.794,

P=O.001. ANOVA de dos vías para el número de transiciones en ratones de seis

meses: Factor cepa DF1, F=18 .862, P<O.001; Factor fármaco DF2, F=OA61 ,

P=O.634; Cepa x Fármaco DF2, F=O.938, P=OAOO).
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FIGURA 15.- Efecto de la 8~OH-DPAT (0.125 y 0.25mg/kg) sobre el número de transiciones entre
compartimientos en la prueba de luz/oscuridad en ratones WT (izquierda) y 1S-KO (derecha) de 1,
3 Y6 meses de edad . Se muestra la media ± EE. ANOVA de dos vlas , no significativa.
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CAPiTULO 9

9.1 DISCUSiÓN

9.1.1 DIFERENCIAS BASALES EN ANSIEDAD Y CONDUCTA

AMBULATORIA ENTRE RATONES WT Y 1B-KO

Los receptores 5-HT lB tienen una localización anatómica heterogénea dentro

del SNC y actúan tanto como auto-receptores como hetero-receptores (Jacobs

y Azmitia , 1992). Se considera queestos receptores participan en la regulación

de los estados de ansiedad a través del control de la liberación tanto de la

serotonina como de otros neurotransmisores, como la acetilcolina y el GASA

(Sari, 2004; Aguilar y Srandao, 1996). Así , los receptor es 5-HT I B regulan a la

baja la liberación de la acetilcolina en el hipocampo, cuya actividad provoca un

aumento en los niveles de ansiedad (Maura y Raiteri, 1986; Sari, 2004) , a la

vez que los receptores localizados en la vía amígdala-periacueductal controlan

la liberación de GASA , un neurotransmisor que también está involucrado en la

regulación de la ansiedad (Jonson y cols., 2000; Sari, 2004) . Por otra parte , se

ha visto que el aumento en la expresión de los auto-receptores 5-HT18 induce

conductas ansiosas . Así, en estudios previos se ha demostrado que la

sobreexpresión de los receptores 5-fHI B en el núcleo del rafé dorsal

incrementa las conductas de ansiedad en animales expuestos a estrés usando

el modelo de laberinto elevado de brazos abiertos (Clarck y cols., 2002) .

Basándonos en estos antecedentes, se podria pensar que la carenc ia de los

receptores 5-HT 18 podrfa disminuir la conducta de ansiedad.

Para hacer un estudio más profundo sobre las funciones generales del receptor

5-HT I B se crearon los ratones KO-1B, los cuales han servido para caracterizar

diversas conductas, entre ellas la de ansiedad. En este caso, nuestros datos

muestran que en condic iones basales los ratones KO-1S de uno mes y tres

meses de edad, presentan niveles menores de ansiedad que los WT en los

modelos de enterramiento defensivo y transiciones luz/oscuridad. Al comparar

nuestros resultados con los reportes previos realizados en otros laboratorios

observamos que los ratones jóvenes KO-1B resultaron ser menos "ansiosos"

comparados con los WT en pruebas como la de campo abierto (Zhuang y
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cols., 1999), la de vocalizaciones ultrasónicas (Brunner y cols., 1999) y la

prueba de enterramiento defensivo (López-Rubalcava y cols., 2000) .

Una de las diferencias entre los diversos modelos de ansiedad reside en la

fuente que provoca el estrés, ya que cada vía neurotransmisora puede ser

activada de manera distinta (Millan, 2003) . Se pude considerar que como no

todos los trastornos de ansiedad son iguales, tampoco todos los modelos de

ansiedad pueden serlo (Broekkam y cols., 1989). En esta investigación

empleamos como modelos de .ansiedad el paradigma de enterramiento

defensivo y la prueba de luz/oscuridad. Ambos modelos representan estados

agudos de ansiedad, son pruebas no condicionadas donde se presenta una

conducta exploratoria (Millan, 2003) . En el primer caso, los parámetros de

ansiedad son la conducta defensiva de enterramiento y el número de choques

recibidos por el ratón (Millan , 2003; De Boer y Koolhaas, 2003).

Por otro lado, es interesante señalar que a la edad de seis meses de edad no

se encontraron diferencias entre las cepas de ratón independientemente del

modelo de ansiedad utilizado. No hay reportes que indiquen la existencia de

diferencias por efecto de la edad. Generalmente, en los reportes, no se indican

las edades de los sujetos .

Es importante señalar que en su mayoría los autores que trabajan con ratones

KO-1B no indican la edad exacta de los sujetos experimentales, sólo muestran

el peso y de ahí se puede suponer que son animales adultos . Es por ello que

seria difícil determinar si las diferencias encontradas por otros laboratorios,

utilizando otros modelos , se deban a los modelos o a la edad de los ratones. El

único trabajo que analizó sujetos jóvenes fue el de Brunner y cols. (1999),

quienes encontraron que los ratones KO-1B jóvenes son menos "ansiosos" que

los wr, empleando el modelo de vocalizaciones ultrasónicas y cuyos

resultados concuerdan con los nuestros .

El modelo de enterramiento defensivo además de dar información sobre los

niveles de ansiedad, también nos da indicios de la reactividad de los animales

a través del parámetro de latencia de enterramiento (De Boer y Koolhaas,

2003). Con esta cuantificación encontramos que los ratones KO-1B son
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igualmente reactivos que los wr, independientemente de la edad. Otro

parámetro importante en la determinación del estado conductual del ratón es la

actividad locomotora, aunque esta medición es realizada a partir de una prueba

independiente de las pruebas de ansiedad mediante el modelo de campo

abierto . En este caso, la actividad locomotora de los ratones wr disminuye

conforme aumenta la edad, mientras que la de los ratones 1S-KO la aumentan

a la par que la edad. Para apoyar los resultados obtenidos en la prueba de

campo abierto existe un parámetro que muestra la actividad locomotora de los

ratones en el modelo de enterram iento defensivo, este es el número de

"rearinqs" (De Boer y Koolhaas, 2003; Treit y cols., 1986). En este estudio

encontramos que, en general, los ratones KO-1S son más activos que los wr
independientemente de la edad . Finalmente, el grado de choque nos indica

que tan sensibles son los ratones al estimulo que se les presenta . En este

caso, no encontramos diferencias en los ratones ni por cepa ni por edad.

Es importante señalar que recientemente Suhot reportó diferencias

depend ientes de la edad entre ratones wr y KO-1S usando la prueba de

Morris, la cual implica el despliegue de una habilidad de aprendizaje espacial ,

memoria y movimiento (natac ión). Esta autora encuentra que los ratones

jóvenes (de 3 meses de edad) KO-1S tienen mayor capacidad de aprendizaje,

memoria ymovimiento (natación) que los ratones WT . En ratones viejos (de 22

meses de edad) estas diferencias desaparecen en el parámetro de aprendi zaje

de espacial, sin embargo permanecen en las capac idades motoras y de

memoria . Según Suhot y cols ., estos resultados indican que la carencia del

receptor 5-HT18 provee un efecto protector ante el deterioro de la memor ia y

del movimiento provocado por el envejecimiento ya que esta capacidad no está

dañada en los ratones KO-1 S. Nuestros resultados concuerdan con estos

reportes, ya que la actividad locomotora de los ratones wr siempre es menor

que la de los ratones KO-1S, además de que la actividad locomotora de los

ratones wr disminuye con el aumento de la edad. Mientras que en los ratones

KO-1S en lugar de ir disminuyendo, se mantiene e inclusive se incrementa con

la edad. En cuanto a conductas defensivas relacionadas con la ansiedad ,

especificamente la conducta de enterram iento , los animales 1S-KO muestran

niveles más bajos de ansiedad y estos no se modifican dependiendo de la
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edad, sin embargo, en animales VVT los niveles de ansiedad sí disminuyen con

la edad.

Como observamos mediante el modelo de enterramiento defensivo, los ratones

KO-1B tienen niveles de ansiedad disminuidos, mas no su capac idad de

enfrentarse a un peligro . En el caso de los ratones VVT encontramos el

despliegue de una conducta activa frente al estimulo aversivo mientras que la

respuesta de los ratones 1S-KO es de evitación . En este punto encontramos

que la carencia del receptor 5-HT lB en los ratones no está representando una

desventaja ineludible, sino que puede significar la posibilidad de que los sujetos

tengan una adaptación conductual después de la modificación genética para

enfrentarse a un peligro de manera distinta .

9.1.2 ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA 8-0H-DPAT

ANSIEDAD Y CONDUCTA AMBULATORIA EN

DIFERENTES EDADES

EN MODELOS DE

RATONES WT A

Oado que se ha observado que el efecto de fármacos serotonin érgicos puede

ser modificado dependiendo de la edad de los sujetos experimentales, y dado

que el receptor 5-HT lA está muy involucrado en la modulación del desarrollo

del sistema seroton inérgico, un segundo objetivo de nuestro trabajo fue el de

analizar si el efecto de un fármaco agonista del receptor 5-HT l A puede ser

modificado dependiendo de la edad en ratones VVT de la cepa Sw-129 .

La S-OH-OPAT ha sido empleada anteriormente en modelos de ansiedad

teniendo efectos ansioliticos. En esta investigación, mediante el empleo del

modelo de enterramiento defens ivo hallamos que la dosis de O.125mgfkg de S

OH-OPAT tiene efecto ansiolítico en los ratones VVT de un mes de edad, pero

lo pierde a las edades de tres y seis meses, mientras que a la dosis de

O.25mg/kg tiene efecto ansiolítico en ratones de uno y tres meses de edad, sin

embargo, en los ratones de seis meses de edad se pierde este efecto .

Otros trabajos han analizado el efecto de la S-OH-OPAT en ratas de diferentes

edades empleando el modelo de enterramiento defensivo (López-Rubalcava y
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cols., 1995). En este caso encontraron que la 8-0H-OPAT carece de efecto en

animales jóvenes de un mes de edad y que en las ratas las edades de entre

dos y tres meses de edad, el fármaco tuvo su efecto ansiolltico mayor.

Finalmente, en ratas de poco más de cinco meses de edad, la 8-0H-OPAT

continúa teniendo efectos ansiolíticos. La discrepancia con nuestros resultados

puede residir en la diferencia de la especie empleada, ya que los ratones

tienen un desarrollo más rápido que las ratas y las edades no son del todo

equivalentes .

López-Rubalcava y cols. (1995) discuten que la falta de efecto de los fármacos

5-HT1A en las ratas de un mes de edad puede deberse a la falta de conexiones

serotoninérgicas debidamente desarrolladas. Se sabe que en humanos la

actividad serotoninérgica es alta ya en los primeros dos años de vida, además

de que este neurotransmisor es de las primeras monoaminas en estar presente

en el cerebro, primero como factor de crecimiento y luego como transmisor

neuronal (Whitaker-Azmitia, 2001). Posteriormente, a los cinco años de edad,

el sistema serotoninérgico disminuirá su actividad para mantenerse estable

durante la vida adulta (Whitaker-Azmitia, 2001). En rata se ha caracterizado el

desarrollo de las innervaciones serotoninérgicas corticales y se sabe que las

ratas neonatas, tienen una densa innervación serotoninérgica en distintas

áreas de la corteza sensorial, además de una serie de parches en el área

sensorial-motora. Pero a las tres semanas de edad, estos parches ya no estás

presentes y las innervaciones serotoninérgicas llegan a disminuir en número,

pero a estar más uniformemente distribuidas en la neocorteza de las ratas

adultas (O'Amato y cols., 1987). Un estudio sobre la activación del sistema

serotoninérgico y el desarrollo de sus redes neuronales en el pollo, indica que

el número de fibras serotoninérgicas descendentes en el primer día de

nacimiento es elevado y se va incrementando durante la primera semana de

edad. Luego, a las dos semanas de nacimiento, la densidad de las fibras

serotoninérgicas disminuye considerablemente (33-56%), hasta que a los tres

meses de edad, las fibras se han incrementado para conservar una densidad

constante durante la vida adulta (Kojima y cols., 1988). Las variaciones

encontradas a lo largo del crecimiento en las diferentes especies animales

estudiadas son equivalentes y nos muestran que estos cambios han sido
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conservados a lo largo de la evolución. En estos hallazgos observamos que el

sistema serotoninérgico tiene diferencias en su actividad por efecto de la edad,

lo cual hace pensar que la interacción de fármacos serotoninérgicos con un

receptor serotoninérgico particular, en este caso con el receptor 5-HT1A

también pueda ser modificada como resultado de la edad. De acuerdo con

nuestros resultados, esta diferencia existe. Los datos de esta investigación

revelan que el efecto ansiolitico de una determinada dosis de la 8-0H-DPAT es

mayor en los ratones 'de menor edad (1 mes) y que éste, se va perdiendo

conforme los animales van creciendo (3 meses), hasta desaparecer por

completo (6 meses). No es posible establecer una causa única y especifica

para este cambio en la sensibilidad a la 8-0H-DPAT por efecto de la edad.

Además de mostrar los niveles de ansiedad, el modelo de enterramiento

defensivo nos da información, a través del parámetro de latencia de

enterramiento de la actividad del animal. Los datos obtenidos muestran que la

dosis de O.125mg/kg de 8-0H-DPAT disminuye la reactividad de los ratones de

un mes de edad, en tanto que en ratones de tres y seis meses el fármaco

carece de este efecto. A la dosis de O.25mg/kg, la 8-0H-DPAT disminuye la

reactividad de los ratones de uno y tres meses de edad, sin afectar a los

ratones de seis meses de edad.

Estos resultados parecen indicar que la sensibilidad de los ratones a la 8-0H

DPAT va disminuyendo con el aumento de la edad tanto en la conducta de

ansiedad como en la reactividad.

Además, se puede observar que las dosis de O.125mg/kg y O.25mg/kg de 8

OH-DPAT disminuyen el número de exploraciones hacia el electrodo en los

ratones de un mes, pero no afecta a los ratones de tres y seis meses de edad.

Por otro lado, el grado de los choques recibidos por los ratones nos indica que

no hay diferencias en la sensibilidad de estos frente al estimulo aversivo por

efecto del fármaco.

Finalmente, a través del parámetro de "rearings" en la prueba de enterramiento

defensivo podemos observar que la 8-0H-DPAT a la dosis de O.125mg/kg no

tiene efectos en ninguna de las edades estudiadas. Mientras que la dosis de
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0.25mg/kg no tiene efectos en los ratones de un mes de edad, pero sí en los

ratones de tres meses, disminuyendo su actividad motora. No obstante, en los

ratones de seis meses de edad también carece de efectos. Por otro lado, una

prueba de actividad locomotora independiente del modelo de enterramiento

defensivo, la prueba de campo abierto, nos muestra que la 8-0H-DPAT a la

dosis de 0.125mglkg carece de efecto .

En tanto la dosis de 0.25mg/kg disminuye significativamente la actividad

motora en los ratones de un mes- de edad, mientras que en ratones de tres

meses de edad la aumenta significativamente; sin afectar a los ratones de seis

meses de edad.

Aunque como se menciona arriba, los ratones tratados con el fármaco son

menos reactivos que los controles, su sensibilidad es la misma que la de los

controles y su actividad locomotora prácticamente no está modificada. Estos

resultados nos indican que la 8-0H-DPAT no produce alteraciones motoras

que impidan que los ratones realicen la conducta de enterramiento defensivo

en el caso de presentar un estado de ansiedad. Además, es de suma

importancia recalcar que el efecto de la 8-0H-DPAT observado en el modelo

de enterramiento defensivo fue ansiolitico mientras que en el modelo de

luz/oscuridad este fármaco carece de efectos sobre los estados de ansiedad .

Ya otras investigaciones hacen ver que existen diferenc ias en el efecto del

fármaco empleado dependiendo del modelo de ansiedad utilizado . Asi por

ejemplo, López-Rubalcava y cols ., (1996), Fernández-Guasti y Hong (1989),

Treit y cols., (1993) y De Boer (2003) reportan efectos ansioliticos de la 8-0H

DPAT en el modelo de enterramiento defensivo. Mientras que Bourin (2003)

reporta que no hay efectos ansiolíticos con la administración aguda de la 8-0H

DPAT empleando el modelo de luz/oscuridad. Estos reportes son concordantes

con nuestros resultados.
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9.1.3 ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA 8-0H-DPAT EN MODELOS DE

ANSIEDAD Y CONDUCTA AMBULATORIA EN RATONES KO-1B A

DIFERENTES EDADES

En muchos casos se ha propuesto que la "deleción" del gen que codifica para

un receptor desde el desarrollo ontogénico pudiera inducir cambios plásticos en

otros receptores. De este modo, se han realizado análisis bioquímicos para

probar si la carencia del receptor 5-HT1B puede ser "compensada" por el

aumento en el número de receptores 5-HT 1A a lo largo del desarrollo (Ase y

cols., 2001). Dado que ambos receptores están regulando la liberación de la

serotonina, esto podrla esperarse. Sin embargo, no fue hallado aumento en la

densidad de los auto-receptores 5-HT lA en los ratones KO-1S respecto de los

WT (Ase y cols ., 2001). Por otro lado, algunos estudios muestran que los

ratones KO-1S tienen una regulación a la baja de los receptores 5-HT lA

durante en desarrollo temprano y una sensibilidad mayor a las

benzodiacepinas que los ratones WT (Srunner y cols ., 1999). También

encontramos reportes que indican que los ratones KO-1S tienen diferencias en

la sensibilidad a fármacos 5-HT 1A (Rodríguez-Manzo y cols ., 2002; EI-Khodor y

cols., 2004), además de ser más sensibles al tolueno (López-Rubalcava y cols.,

2000). Rodriguez-Manzo y cols. (2002) emplearon la 8-0H-DPAT en un

modelo de' conducta sexual. Encontraron que al administrar este fármaco a

ratones WT, estos tenlan una conducta copulatoria inhibida . Mientras que en

los ratones KO-1S, el mismo fármaco 5-HT1A, sólo produjo una tendencia a

reducir el porcentaje de animales que llegaran a la eyaculación. En general, los

ratones KO-1S fueron menos sensibles a las acciones inhibitorias de la 8-0H

DPAT que la cepa de ratones WT . Por su parte, López-Rubalcava y cols.

(2000) emplearon ratones WT y KO-1S que primero fueron expuestos a

diferentes concentraciones de tolueno y luego se probaron en los modelos de

ansiedad de laberinto elevado de brazos abiertos y el modelo de enterramiento

defensivo. El tolueno produjo efectos ansiolíticos en ambos paradigmas y en

ambas cepas . Sin embargo, en los ratones KO-1S, el tolueno surtió sus efectos

a concentraciones menores. Podemos indicar que los ratones KO-1S fueron

más sensibles a este compuesto. De esta manera, otro de los objetivos de

nuestra investigación también fue el verificar si la sensibilidad de los ratones
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KO-1B frente al agonista 5-HT1A 8-0H-OPAT en les modelos de ansiedad y si

la conducta ambulatoria era diferente de la presentada por los ratones WT a

diferentes edades . Un estudio reciente (2004) de EI-Khodor y cols., sometió a

prueba a ratones WT y KO-1B de 7-8 días de edad en el modelo de

vocalizaciones ultrasónicas y a una prueba de actividad locomotora. Estos

autores emplearon diferentes fármacos, entre ellos, la 8-0H-OPAT y hallaron

que este fármaco tiene efecto ansiolítico dosis-dependiente, además de que

induce hiperlocomoción en ambas cepas. Aunque indican que los ratones KO

1B fueron, en general, menos sensibles a la activación de los receptores 5

HT1A en comparación con los ratones WT de edad temprana.

Se puede observar que la 8-0H-OPAT tiene efecto ansiolí tico en ratones de

ambas cepas de un mes de edad , podemos decir que los ratones KO-1B son

igualmente sensibles a la 8-0H-OPAT que los ratones WT de un mes de edad;

sin embargo, los ratones KO-1B de tres meses de edad aumentan su conducta

de enterramiento defensivo por efecto de la 8-0H-OPAT con la dosis de

0.125mg/kg, en tanto que esta dosis carece de efecto en los ratones WT.

Finalmente, la dosis de 0.25mg/kg tiene efecto ansiolí tico en ambas cepas. En

los ratones de seis meses de edad, los efectos de las dosis de 0.125 y

0.25mg/kg de 8-0H-OPAT se anulan en ambas cepas de ratón.
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9.2 CONCLUSIONES

Comparando los niveles de ansiedad en el modelo de enterramiento defensivo

por cepa y en las diferentes edades, se puede observar que mientras que los

ratones WT presentan niveles menores de ansiedad con el aumento de la

edad, los ratones KO-1B mantienen constantes sus niveles de ansiedad a las

diferentes edades. Si se comparan los niveles de ansiedad entre las dos cepas ,

se puede observar que por lo menos a las edades de 1 y 3 meses, los ratones

KO-1B son menos ansiosos que los WT en el modelo de enterramiento

defensivo. De manera interesante en el modelo luz/oscuridad no se ven

diferencias en los niveles basales de ansiedad dependiendo de la edad. En

general los ratones KO-1B tienen menores niveles de ansiedad a los tres y seis

meses en comparación con la cepa WT. Estos datos señalan que puede haber

variaciones en los niveles de ansiedad entre ratones KO-1By WT dependiendo

del modelo de ansiedad utilizado y dependiendo de la edad de los ratones .

Con respecto a la actividad locomotora basal, se pueden observar diferencias

dependientes de la edad en las dos cepas de ratón. Es muy interesante

observar que mientras los ratones WT disminuyen su actividad locomotora al

tiempo que su edad avanza, los ratones KO-1B contrar iamente incrementan su

actividad locomoto ra con el aumento de edad. Estos datos son muy

interesantes y abren la posibil idad de estudiar la participación del receptor 5

HT1B sobre la actividad locomotora. Si consideráramos a la disminución de la

conducta locomotora por efecto de la edad como un probable efecto

degenerativo, entonces la deleción del gen que codifica para el receptor 5

HT1A pudiera tener un efecto protector. No obstante , es necesaria la

realización de toda una serie de experimentos para poder comprobar esta

hipótesis .

Con relación al efecto de la 8-0H-DPAT en los modelos de ansiedad, dado que

en ratones WT este compuesto indujo efectos ansioliticos en el modelo de

enterramiento defensivo y careció de efectos en el modelo de luz/oscuridad, se

puede pensar que este refleja el hecho de que los modelos de ansiedad

pueden representar diferentes tipos de ansiedad y, como sucede en el

humano, dependiendo del tipo de ansiedad, un fármaco puede o no tener
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efectos positivos . Se deberán hacer estudios futuros para analizar si

efectivamente cada modelo representa diferentes tipos de ansiedad y como

son modulados fisiológ icamente cada uno de estos tipos de ansiedad .

También es importante señalar que en la cepa WT , el efecto de la 8-0H-DPAT

se vio modificado con la edad de los ratones a tal grado que en ratones de 6

meses se perdió el efecto de este compuesto. Las razones por las cuales

sucede esto son difíci les de explicar, sin embargo, esto señala la importancia

de hacer estudios a diferentes edades y verificar si el receptor S-HT1A sufre

algún tipo de cambio con la edad que haga que el efecto de compuestos que

actúan sobre los receptores S-HT1A se pierda . Las implicaciones de estos

estudios son importantes ya que en la actualidad se proponen diversos

compuestos 5-HT1A para el tratamiento de la ansiedad y otras patologías

como son la depresión.

Finalmente, se ha discutido ampliamente la posibilidad de que existan cambios

plásticos con la deleción de genes que codifican para un receptor en particular

durante el desarrollo. Específicamente en el caso de la remoción del receptor

5-HT1B se ha discut ido que uno de los receptores que pudiera ser afectado es

el 5-HT1A ya que comparten ciertas func iones como es el control de la

liberación de serotonina. En general , nuestros resultados muestran que en

algunos casos se puede observar que los ratones KO-1B son más sensibles al

efecto del agonista del receptor 5-HT1A, sin embargo esto parece depender del

modelo estudiado y de la edad de los ratones . Por lo tanto, hay que señalar la

importancia de especificar la edad de los sujetos experimentales, sobre todo en

aquellos experimentos que utilicen ratones genéticamente manipulados ya que

en muchos casos por la poca disponibilidad que se tiene de estos animales se

utilizan animales adultos o viejos en diferentes bloques experimentales.
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ANEXO 1. GENERACiÓN DE RATONES "KNOCKOUT"

Los ratones "knockout" son generados a partir de dos procesos. Primero se

producen células portadoras de una mutaci6n en un gen especifico, lo cuál es

conocido como mutaci6n dirigida o inactivaci6n de un gen. Posteriormente se

produce un rat6n portador de una mutaci6n dirigida, mediante la integraci6n de

las células portadoras de dicha mutaci6n.

A continuaci6n se describen estos procesos:

(1) Producci6n de células portadoras de una mutaci6n en un gen específico

(mutaci6n dirigida o inactivaci6n de un gen). Primero, se utiliza un gen clonado,

en el que se ha generado una deleci6n, para producir células totipotenciales

embrionarias (SE, del inglés "embryonic stem cel/s') portadoras de la deleci6n

génica.

(a) Se altera in vitro el gen clonado para dar lugar al vector que generará la

mutaci6n . La figura 1 muestra un ejemplo . En este caso se representa un gen

que ha sido inactivado por la inserción del gen neo (neomicina) en la región

informativa de un gen. Posteriormente, el gen neo servirá como marcador

indicativo de que el DNA del vector se ha integrado en un cromosoma .
r

Además, el vector contiene un segundo marcador en un extremo: el gen tk del

herpes . Estos marcadores son los habituales, pero podrían utilizarse otros.

(b) El vector completo con ambos marcadores se introduce en células aisladas

de un embrión de rat6n.

(c) Si se produce recombinación hornóloqa, el gen original es sustituido por el

DNA vector, incluyendo el gen interrumpido pero excluyendo el marcador del

extremo. En muchas células, sin embargo, el vector completo (incluyendo el

marcador tk se integra aleatoriamente en un cromosoma o ni siquiera se

integra .

(d) Para aislar las células donde el vector se ha integrado por recombinaci6n

hom6loga, todas las células se depositan en un medio con G418 (un análogo

de la neomicina) y ganciclovir. El compuesto G418 es letal para las células que
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no hayan incorporado un gen neo funcional, y de este modo, elimina aquellas

células en las que el vector no se ha integrado. Por otro lado, el ganciclovir es

tóxico para las células portadoras del gen tk y sirve para eliminar aquellas

células donde el vector se ha integrado aleatoriamente. Por consiguiente, las

únicas células que sobrevivirán y proliferarán son aquellas en las que el vector

se ha integrado homólogamente (Capecchi, 1994; Griffiths y cols. , 2000).

n, '
I
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FIGURA 1.- ESQUEMA DE LA PRODUCCiÓN DE CÉLULAS PORTADORAS DE UNA

MUTACiÓN EN UN GEN ESPECiFICO. TOMADA DE GRIFFITHS y COLS ., 2000.

(2) Producción de un ratón portador de una mutación dirigida. En segundo

lugar , las células embrionarias portadoras de una copia del gen inactivado se

inyectan en un embrión en etapas tempranas. La descendencia resultante es

quimérica, pues contiene tejidos derivados tanto de las células recipientes
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como de las líneas de células totipot enciales trasplante las. Finalmente, se

cruzan entre sí, ratones quiméricos para producir ra t ones homocigóticos

portadores de una copia interrumpida del gen en cada cror .osoma.

(a) Se aislan células totipotenciales embr ionar ias (ES) I partir de un ratón

marrón y se introduce una mutación dirigida en uno de s IS cromosomas. Las

células ES alteradas se introducen en embriones en etapa.. tempranas. El color

del pelaje de los recién nacidos sirve para determinar s: las célu las ES han

sobrevivido en el emb rión, ya que se introducen en emb riones que producirían

pelaje completamente negro que carece del alelo dominante agutí. Los

embriones portadores de las células ES completan su desarrollo en madres

adoptivas. En los recién nacidos con parches de coloración agutí

entremezclados con parches negros, las células ES han sobrevivido y

proliferado (estos ratones se denominan quimeras debido a que están

constituidos por células procedentes de dos estirpes difer entes de ratón) . Una

coloración negra uniforme, por el cont rario , sugeriria que las células ES no han

sobrevivido, por lo que este tipo de ratones quedaría excluido. En la figura 2,

podemos observar la representación de este proceso. Donde A representa

agutí, a representa negro ; m es la mutación dirigida y M el alelo silvestre . (b)

Machos quiméricos se cruzan con hembras negras (no agutí). Se analiza la

descendencia para detectar la presencia de la mutación en el gen de interés. El

examen directo de los genes en los ratones agutí revela cuáles de estos

animales han heredado la mutación. Los ratones homocig6ticos para la

mutación y, por tanto, carentes de un gen funcional, se obtienen mediante

cruzamiento de machos y hembras portadores. Este tipo de animales se

ident ifican de forma definitiva por análisis directo de su ADN . Lo que podemos

observar en la figura 2 es la ejemplificación de form a clara a través de

características fenotípicas de las modificaciones genéticas obtenidas en los

ratones (Capecchi, 1994; Griffiths y cols ., 2000) .
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FIGURA 2.- ESQUEMA DE LA PRODUCCiÓN DE UN RATÓN PORTADOR DE UNA

MUTACiÓN DIRIGIDA. TOMADA DE GRIFFITHS y COlS., 2000.
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ANEXO 2: OTROS SISTEMAS DE NEUROTRANSMISIÓN IMPLICADOS EN

LA REGULACiÓN DE LA ANSIEDAD

1) SISTEMA GABAÉRGICO

Las vias GABAérgicas ejercen una influencia inhibitoria sobre la liberación de

muchos neurotransmisores conocidos como mediadores de acciones

ansiogénicas. Su principal influencia supresora está dada (tanto en los cuerpos

celulares como a nivel de las terminales nerviosas) sobre las proyecciones

corticollmbicas noradrenérgicas y serotonérgicas, cuya sobre-actividad puede

inducir estados de ansiedad (Millan, 2003). Aunado a lo anterior, se ha visto

que el "miedo condicionado" está acompañado por una activación de las

interneuronas GABAérgicas en agrupaciones celulares , tanto noradrenérgicas

en el locus coeruleus como serotonérgicas en los núcleos del rafé, de acuerdo

con la noción de que su actividad está sujeta a un "freno" GABAérgico bajo

condiciones de estrés (Wang y cols., 1992; Gobert y cols., 2000; Millan y cols.,

2000; Somogyi y L1ewellyn-Smith, 2001; Ishida y cols., 2002).

Algunas neuronas GABAérgicas son inhibidoras de la liberación -por efecto del

estrés- de dopam ina (DA), glutamato, colecistocinina , del factor liberador de

corticotropina (CRF) y de algunos otros mediadores ansiogénicos (Owens y

cols., 1989, 1991; Karreman y Moghaddam, 1996; Keim y Shekhar, 1996;

Beaufour y cols., 2001; Mikl6s y Kovacz, 2002). En general, el control de los

estados de ansiedad por mecanismos GABAérgicos se puede enumerar como

sigue: (1) por la modulación de la transmisión monoaminérgica, (2) por las

interacciones con receptores monoarnmerqicos post-sinápticos para

proyecciones monoaminérgicas y (3) por acciones independientes de las vías

monoaminérgicas (Millan, 2003).

Hay algunas evidencias de que existe una perturbación en la transmisión

GABAérgica en pacientes con desórdenes de ansiedad (Goddard y cols., 2001,

2002). Por ejemplo, hay estudios neuroqufmicos que indican que la irrupción de

la transmisión GABAérgica puede disparar la ansiedad (Martijena y cols., 2002;

Stork y cols., 2000, 2003), Asf, ratones deficientes de la glutamato

descarboxilasa, la principal enzima participante en la síntesis de GASA (Millan,
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2002), muestran un aumento en los niveles de ansiedad (Kash y cols., 1999;

Stork y cols ., 2000 y 2003). Por otra parte, a través de la prueba de conflicto de

Vogel y de otros modelos de confiicto han sido demostradas acciones

ansioliticas de drogas que interfieren con la recaptura neuronal de GASA o

inhibidoras de la GASA transaminasa -enzima limitante de la transformación

de GASA en glutamato, como el vigabatrin (Agmo y cols., 1991; Gadea y

López- Colomé, 2001; Schmitt y cols., 2002; Millan, 2002). Además,

recientemente, a través de una bater ía de pruebas clínicas, se encontró que

este inhibidor de la degradación de GASA es eficiente en el tratamiento de

desórdenes de pánico (Zwanzger y cols ., 2001).

Muchos agentes farmacológicos , que actúan a través de su unión con los

receptores GASAA, (incluidas las benzodiazepinas) han sido emp leados en el

tratamiento de los desó rdenes de ansiedad Las benzodiazepinas son usadas

como ansiollticos, tranquilizantes y relajantes musculares, entre otros. Sin

embargo, tienen efectos como disturbios en la coordinación motora y en el

sueño durante el día . Adicionalmente, las benzodiazepinas tienen efectos

subjetivos y reforzadores que pueden contribuir a su abuso . Estud ios recientes

revelan la existencia de múltiples subtipos del receptor GASAA e

investigaciones con ratones transgénicos postulan que la diversidad de los

efectos conductuales de las drogas benzod iazepínicas puede reflejar acciones

en los diferentes subt ipos de receptores GASAA. Así mismo, los hallazgos en

ratones pueden trasladarse a otras especies, especialmente primates, aunque

no es bien sabido. Sin embargo, virtualmente no hay información que permita

evaluar el papel de los diferentes subtipos del receptor GASAA en las

propiedades adictivas de las benzodizepinas en ninguna especie (Rowlett y

cols ., 2004) . Las benzodizepinas son pentámetros con tipos proteín icos

distintos (o, ¡3 y rJ), la principal de estas relacionada con las acciones

ansiollticas es la subunidad o.

2) SISTEMA DOPAMINÉRGICO

Las proyecciones dopaminérgicas están ampliamente involucradas en los

mecanismos de motivación y recompensa, sin embargo, algunas evidencias

también sugieren su participación en la exploración de estímulos novedosos
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no aversivos (Hooks y Kalivas, 1995; Volkow y cols., 2002; Wightman y

Robinson, 2002)0 Por ejemplo, se observa que los agentes reforzadores

dopaminérgicos pueden influir sobre los estados de ansiedad utilizando

paradigmas de ansiedad que integran la exploración de ambientes no

familiares y otras medidas de neofobia (Homberg y cols., 2002; Marinelli y

Piazza, 2002). Inicialmente, se ha propuesto que los efectos emocionales

positivos asociados con la activación de las vias dopaminérgicas mesolimbicas

pueden disminuir el impacto negativo del estrés (Marinelli y Piazza, 2002). En

este mismo sentido, hay pruebas que indican que bajo condiciones de estrés

se aumenta la auto-administración de drogas de abuso dopaminérgicas (Piazza

y cols., 1990; Homberg y cols., 2002)0 Otra muestra intrínseca de la

interrelación entre la ansiedad, la respuesta y la dopamina está dada por el

fenómeno de auto-acicalamiento como respuesta al estrés. Esta conducta (la

cual involucra las redes dopaminérgicas mesolimbicas) puede servir como un

proceso que contribuye a la restauración de la homeostasis después de estrés

(Spruijt y cols., 1992; Bandler y cols., 2000; Homberg y cols., 2002). Por otra

parte, se han investigado las acciones de los ligandos dopaminérgicos sobre la

ansiedad a través del uso de modelos animales. De este modo se ha

encontrado que las vias dopaminérgicas tienen un importante papel en el

desarrollo de esta patología a través de la formación , retención y extinción de

asociaciones de miedo y memoria (Morrow y cols., 1999; Arnsten y cols., 2000;

Greba y cols., 2001; Pezze y cols., 2001; Nieullon, 2002)0

3) SISTEMA NARADRENÉRGICO

El sistema noradrenérg ico está constituido por proyecciones que van desde el

locus coeruleus e inervan fuertemente el hipocampo , la amígdala, la materia

gris periacueductal , la corteza, el hipotálamo y esencialmente todas las

regiones corticollmbicas envueltas en la integración de la respuesta a la

ansiedad (Lindvall y Bjorklund, 1984; Aston-Jones y cols., 1991; Valentino y

Aston-Jones, 1995; Schatzberg y Schildkraut , 1995; Tanaka y cols., 2000)0

Existe una activación marcada y sostenida de las vias noradrenérgicas en el

locus coeruleus por ansiógenicos y otros estimulos estresantes (Bremner y

cols., 1996; McQuade y cols., 1999; Sans y cols., 2000; Freenstra y cols., 2001;
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Ishida y Mclntyre y cols., 2002) . Esta activación se acompaña de

manifestaciones emocionales, cognit ivas y autonómicas de miedo (Tanaka y

cols., 2000; Pardon y cols ., 2002; Schulz y cols ., 2002; Shekhar y cols ., 2002) Y

puede ser de particular importancia en la inducción de ataques de pánico

(Udhe y cols., 1984; Gorman y cols., 1989, 2000; Coupland y cols., 1996;

Sullivan y cols., 1999; Shekhar y cols., 2002). De acuerdo con lo anterior, se ha

identificado una aceleración en la liberación de noradrenalina en respuesta al

miedo y otros estresores en algunas regiones corticolímbicas, incluyendo la

corteza frontal, la amigdala y el hipocampo, (Aston-Jones y cols., 1991;

Sigewald y Charp, 2000; Lapiz y cols., 2001) . Además, es esencial considerar

el papel de las diferentes clases de los receptores adrenérgicos -01, 02 Y 13- en

la modulación de los estados de ansiedad (Bylund y cols., 1994; Hieble y cols .,

1995; Hieble , 2000; Piascik y Perez, 2001; Audinot y cols., 2002). La activación

de los receptores al en la amfgda la se ha implicado en la inducción de la

ansiedad provocada por estrés (Cecchi y cols., 2002) y se han observado

acciones ansiogénicas de agonistas al administrados centralmente (Berridge y

Dunn, 1989; Yang y cols., 1990; Carrasco y Van de Kar, 2003). Se ha

propuesto que la activación de los receptores adrenérg icos a, aumenta las

propiedades ansiolít icas de las benzodiazep inas en paradigmas de ansiedad

que implican conflicto (Soderpalrn y Engel , 1988. 1990; Soderpalrn , 1995).

Por otra parte, se ha observado que algunos efectos de agonistas y agonistas

parciales de los receptores 02 parecen tener acciones ansiolíticas en

procedimientos conductuales que no implican un entrenamiento. Sin embargo ,

en general, las acciones ansiolíticas de los receptores 02 se ejercen sobre un

rango de dosis confinado. Mientras que el antagonista 02, yohimbina, ha

mostrado aumentar los niveles de ansiedad en humanos, estrictamente en

sujetos ansiosos, opiodes-dependientes y susceptibles de sufrir ataques de

pánico. Además, algunos investigadores han documentado las propiedades

ansiogénicas de la yohimbina en modelos de conflicto. Sin embargo muchos

estudios reportan acciones ansioliticas.

Dada su distribución anatómica, los receptores 13-adrenérgicos, participan en la

regulación de los estados de ansiedad . Existe una alta concentración de los
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receptores p1 Y 2 en la corteza , la amfgdala, el hipocampo, la sustancia gris

periacueductal y otras regiones Ifmbicas implicadas en el control de los estados

de ansiedad (Schatzberg y Schildkraut, 1995; Nicholas y cols ., 1996) . Los

receptores p-adrenérgicos localizados en la amígdala, el hipocampo y la

corteza frontal modulan emociones y cogn ición (Pralong y cols ., 2002; Wang y

cols ., 2002) . Además, los receptores 131 y 2 facil itan la liberación y la síntesis

de noradrenal ina y probablemente de la serotonina en la corteza frontal y en

algunas estructuras subcorticales (Gobert y Millan , 1999 ; Tsuiki y cols., 2000) .

Estos receptores participan en la ' regulación del eje hipotálamo-corticotrópico

cuando es activado como respuesta al estrés (Carrasco y Van de Kar, 2003) .

Algunos reportes indican que agonistas parciales de los receptores 13

adrenérgicos tienen acciones ansiolíticas en mode los conductuales como el

conflicto de Vogel, cuya actividad se propone, es mediada por la co

participación de otros receptores, tal como el 5-HT1A (Przegalinski y cols .,

1994, 1995) . Mientras que antagonistas de los receptores l3-adrenérgicos son

usados en el tratamiento de los ataques de pánico (Tyrer, 1992) .

ESTA TESIS NO SALl:.
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