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Resumen  
El locus coeruleus (LC) es un núcleo del tallo cerebral que se distingue por suministrar de 

noradrenalina a todo el sistema nervioso central. Además de modular diversas funciones 

cerebrales, como la excitación, la cognición y la respuesta al estrés; la excitabilidad neuronal 

del LC también corresponde a la actividad de varios sistemas periféricos, como las vísceras 

pélvicas y el sistema cardiovascular. Las diversas entradas neuroquímicas establecen el 

tono de la actividad neuronal del LC, que a su vez modulan estas respuestas adaptativas, 

fisiológicas y de comportamiento.  

Uno de los sistemas aferentes del LC que no se conoce bien contiene a la 

neurohormona arginina-vasopresina (AVP). En este trabajo proporcionamos la primera 

evidencia de las características moleculares y funcionales del sistema LC-AVP, mediante la 

identificación de los receptores para AVP presentes en las neuronas del LC y la modulación 

de la actividad eléctrica en este núcleo. 

La microscopía confocal de alta resolución reveló que la inmunorreactividad para el 

receptor AVP 1b (V1bR) está localizada en las membranas plasmáticas de las neuronas LC 

noradrenérgicas y no adrenérgicas. En contraste, la inmunorreactividad para el receptor 

V1a (V1aR) se localizó exclusivamente en las neuronas LC noradrenérgicas. No se detectó 

ninguna señal específica para el receptor V2 en el LC a nivel proteico, ni de ARNm. Las 

agrupaciones inmunoreactivas para V1a-bR se localizaron cerca de los perfiles 

inmunoreactivos para proteínas marcadoras sinápticas glutamatérgicas y GABAergicas. Las 

varicosidades inmunopositivas de AVP también se ubicaron adyacentes al etiquetado para 

tales marcadores sinápticos. 

La electrofisiología realizada mediante la técnica de fijación de voltaje en microáreas 

de membrana de célula entera (wholecell patch clamp) en rebanadas de cerebro que 

contenían al LC, reveló que la activación farmacológica de los receptores V1b mediante la 

aplicación de desmopresina, aumentó significativamente la actividad espontánea del 45% 

(9/20) de las neuronas noradrenérgicas registradas y el 55% restante (11/20) con una 

disminución significativa en su patrón basal de disparo. El bloqueo de los receptores V1a y 

V1b alteró la excitabilidad neuronal de manera heterogénea y semejante a aquella con la 

desmopresina, demostrando que el AVP endógeno establece las tasas basales de activación 

neuronal del LC. 

 Finalmente, la exposición de los animales al estrés agudo aumentó la expresión de 

V1bR, pero no la expresión del receptor V1a. Este estudio revela al sistema AVP-V1a-b como 

un componente considerable de la arquitectura molecular y regulación de la actividad del 

LC. Dado que AVP funciona principalmente como un regulador de la homeostasis, los datos 

sugieren una vía novedosa al modular el funcionamiento de una región cerebral que es 

integral para mediar las respuestas adaptativas. 
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Abstract 
The locus coeruleus (LC) is a brainstem nucleus distinguished by its supply of noradrenaline 
throughout the central nervous system. Apart from modulating a range of brain functions, 
such as arousal, cognition and the stress response, LC neuronal excitability also corresponds 
to the activity of various peripheral systems, such as pelvic viscera and the cardiovascular 
system. Neurochemically diverse inputs set the tone for LC neuronal activity, which in turn 
modulates these adaptive physiological and behavioral responses essential for survival. 

One such LC afferent system which is poorly understood contains the 
neurohormone arginine-vasopressin (AVP). Here we provide the first demonstration of the 
molecular and functional characteristics of the LCAVP system, by characterizing its 
receptor-specific modulation of identified LC neurons and plasticity in response to stress. 
High resolution confocal microscopy revealed that immunoreactivity for the AVP receptor 
1b (V1b) was located on plasma membranes of noradrenergic and non-noradrenergic LC 
neurons. In contrast, immunoreactivity for the V1a receptor was exclusively located on LC 
noradrenergic neurons. No specific signal, either at the mRNA or protein level, was detected 
for the V2 receptor in the LC. Clusters immunoreactive for V1a-b were located in proximity 
to profiles immunoreactive for GABAergic and glutamatergic synaptic marker proteins. AVP 
immunopositive varicosities were also located adjacent to labelling for such synaptic 
markers. 

Wholecell patch clamp electrophysiology revealed that the pharmacological 
activation of V1b receptors significantly increased the spontaneous activity of 45% (9/20) 
of recorded noradrenergic neurons, with the remaining 55% (11/20) of cells exhibiting a 
significant decrease in their basal firing patterns. Blockade of V1a and V1b receptors on 
their own significantly altered LC neuronal excitability in a similar heterogeneous manner, 
demonstrating that endogenous AVP sets the basal LC neuronal firing rates. Finally, 
exposing animals to acute stress increased V1b, but not V1a receptor expression, whilst 
decreasing AVP immunoreactivity. This study reveals the AVP-V1a-b system as a 
considerable component of the LC molecular architecture and regulator of LC activity. Since 
AVP primarily functions as a regulator of homeostasis, the data suggest a novel pathway by 
modulating the functioning of a brain region that is integral to mediating adaptive 
responses. 
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1. Introducción 
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El desarrollo de la ciencia como consecuencia de la necesidad humana por entender 

aquello que le rodea, así como el entendimiento del funcionamiento y composición del 

cuerpo humano ha derivado en el desarrollo de diversas ramas de la ciencia misma. 

La anatomía se puede considerar una de las ramas de la ciencia descriptiva más 

antigua, que nos remonta al antiguo Egipto, aproximadamente 300 años a. c., donde un 

grupo pequeño de anatomistas comenzaron con el aprendizaje de la composición corporal 

post mortem. Claramente el cerebro, forma parte de estos primeros hallazgos, siendo 

Herophilus de Calcedonia la primera persona en describir la anatomía del cerebro humano. 

Desde entonces, el estudio del sistema nervioso, ha continuado formando parte de otras 

disciplinas como la fisiología y bioquímica de diversos organismos. 

Es hasta la década de los 60’s en el siglo XX que la rama de las neurociencias es 

reconocida como tal y que desde entonces ha avanzado a pasos agigantados. Sin embargo, 

el campo de estudio es amplio y complejo, por lo cual aún quedan muchas preguntas por 

resolver. 

La intención de este trabajo, es un humilde aporte al entendimiento del 

funcionamiento del sistema nervioso, en particular la interacción de los sistemas 

vasopresinérgico y Locus coeruleus-noradrenérgico, los cuales se sabe que se modulan, 

pero aún existen interrogantes de las que vale la pena buscar respuestas. 
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2.Antecedentes 
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2.1 Locus coeruleus 

2.1.1 Anatomía del locus coeruleus: Topografía, citología y ultraestructura.  

El locus coeruleus (LC) del latín “lugar azul” (Moore, Dalley, & Agur, 2010) es un pequeño 

núcleo ubicado en la formación reticular del tronco encefálico, adyacente al borde latero-

ventral del cuarto ventrículo (Russel, 1955; Sutin & Jacobowitz, 1991). Las células que 

componen al LC se organizan de manera compacta y se distinguen de las células 

circundantes por la producción de la catecolamina noradrenalina (NA) (Dählstrom & Fuxe, 

1964). 

Puede catalogarse como un núcleo pequeño en relación con su volumen y la 

cantidad de células que contiene; con aproximadamente 1, 600 células en roedores y hasta 

15, 000 en humanos (Foote, Bloom, & Aston-Jones, 1983). Estas neuronas varían en su 

morfología constituyendo dos poblaciones principales: las células multipolares y las células 

fusiformes (Grzanna & Molliver, 1980; Swanson, 1976). Aun cuando ambos tipos de células 

se encuentran distribuidas a lo largo del LC, existe una mayor presencia de células 

multipolares en la zona ventral y las fusiformes se ubican principalmente en la zona dorsal 

(Swanson, 1976). 

Otras características importantes de las neuronas de este núcleo son, la 

desarrollada arborización dendrítica que posee, aumentando así la superficie de contacto 

de las inervaciones aferentes que lo modulan (Groves & Wilson, 1980a; Shimizu & Imamoto, 

1970). Más importante aún, la extensa colateralización de los axones de estas neuronas, 

permitiéndole, a pesar de su tamaño, inervar casi todo el sistema nervioso (Levitt & Moore, 

1979; Lindvall & Björklund, 1974; Ungerstedt, 1971). 

Los contactos sinápticos que se presentan dentro del locus coeruleus, en su gran 

mayoría son axodendríticos (Groves & Wilson, 1980a), en menor cantidad los contactos 

axosomáticos (Shimizu & Imamoto, 1970) y se han observado con relativa frecuencia la 

presencia de sinapsis dendrodendríticas y dendrosomáticas (Groves & Wilson, 1980b). 
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Este núcleo está altamente conservado en diferentes especies de mamíferos, el 

cual, a pesar de su pequeño tamaño, proyecta casi a todas las áreas del cerebro y médula 

espinal (Foote et al., 1983; Schwarz & Luo, 2015; Swanson & Hartman, 1975), siendo así, el 

sistema noradrenérgico del LC (LC-NA) la fuente principal del neurotransmisor NA en la 

clase mammalia. (Amaral & Sinnamon, 1977; Russel, 1955). 

2.1.2 Sistema noradrenérgico del LC (LC-NA) 

Biosíntesis de noradrenalina 

Como ya se mencionó con anterioridad, las células del LC sintetizan noradrenalina, la cual 

es una catecolamina, sintetizada a partir del aminoácido tirosina por la actividad de la 

enzima tirosina hidroxilasa, produciendo dopa, la cual por la acción de la enzima 

descarboxilasa es transformada en dopamina. Posteriormente este precursor es 

trasportado a las vesículas sinápticas para producir NA por la acción de la enzima dopamina-

β-hidroxilasa (Benarroch, 2018; Bunney & Davis, 1965). 

  

Figura 1. Síntesis de noradrenalina. (Tomada y modificada de Barron, Søvik, & Cornish, 2010) 
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Receptores de noradrenalina  

La actividad de la NA, se debe a la interacción con los receptores α1-, α2- y β- adrenérgicos, 

con sus respectivos subtipos, todos pertenecientes a la superfamilia de receptores 

acoplados a proteínas G. Estos receptores, se encuentran heterogéneamente distribuidos 

en los tejidos blanco de las inervaciones eferentes del sistema LC-NA (Insel, 1996).  

Benarroch (2018) describe a los receptores adrenérgicos de la siguiente forma: 

 Receptores α1- se reportan como principalmente postsinápticos, acoplados 

a la vía de segundos mensajeros fosfolipasa C, inositol trifosfato y proteína 

cinasa C, clasificados como del tipo Gq, participan generalmente en procesos 

excitatorios. 

 Receptores α2-, pueden encontrarse tanto presináptica como 

postsinápticamente; considerados como receptores inhibitorios, son de tipo 

Gi, también acoplados a la adenilato ciclasa, sin embargo, éstos promueven 

la activación de corrientes de K+, reduciendo la excitabilidad neuronal e 

inhibiendo presinápticamente corrientes de Ca++ reduciendo así la liberación 

de neurotransmisor.  

 Receptores β- adrenérgicos como tipo Gs, acoplados a la enzima adenilato 

ciclasa; promueven la conversión de ATP en cAMP, afectando la excitabilidad 

y plasticidad sináptica, de forma directa y con la activación de la proteína 

cinasa A. 

  



 

9 
 

Heterogeneidad molecular en el sistema LC-NA 

Dentro del sistema LC-NA se encuentran subgrupos neuronales que expresan 

diferencialmente neuropéptidos, así como receptores a neurotransmisores, que pueden 

estar relacionados con las distintas respuestas de los subgrupos neuronales dentro de este 

núcleo (Schwarz & Luo, 2015). Los compuestos protéicos o neuropéptidos intrínsecos 

identificados en los cuerpos neuronales del LC son la acetilcolinesterasa, galanina, 

neuropéptido Y, neurotensina y proteína intestinal vasoactiva. Sin embargo, su papel en el 

sistema LC-NA es aún incierto, aun cuando fueron descritos desde la década de los 90’s, 

(Schwarz & Luo, 2015; Sutin & Jacobowitz, 1991). 

Además de la composición diferencial de proteínas y neuropéptidos, las neuronas 

del LC, presentan también una expresión diferencial de receptores para diversos 

neurotransmisores. El neurotransmisor noradrenalina actúa sobre el sistema LC-NA 

mediante la interacción con los receptores α-adrenérgicos (Aghajanian & VanderMaelen, 

1982; Alexander, Davis, & Lefkowitz, 1975; Cedarbaum & Aghajanian, 1977), los cuales se 

distribuyen de manera heterogénea a lo largo del eje antero-posterior. Siendo el receptor 

adrenérgico α2 (RAα2) el más abundante y localizado preferentemente en la porción 

anterior del LC, mientras que el receptor adrenérgico α1 (RA α1) presenta una expresión 

menor y se encuentra en la porción anterior de este núcleo (Chamba et al., 1991).  

Otros receptores bien caracterizados en el LC, son los receptores nicotínicos de 

acetilcolina (RnACh), con un efecto despolarizante en estas células (Egan & North, 1986). 

Los RnACh exhiben una alta expresión de las diferentes subunidades que los componen, y 

se encuentran heterogéneamente distribuidos. En un estudio de 1999, se propuso una 

clasificación; en la que por medio de RT-PCR de célula única, se logró identificar una mayor 

expresión de las subunidades α6 y β3 en células con soma grande y en células pequeñas 

hay una expresión más abundante de las subunidades α3 y β4 (Lena et al., 1999). 
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También ha sido reportada la presencia de receptores de glutamato presentando 

una colocalización importante con receptores de opioides tipo µ (Van Bockstaele et al., 

2000), además de los receptores el ácido ɣ-amino butírico tipo A (RGABAA) (Luque, 

Malherbe, & Richards, 1994); así como los receptores para orexina, con una presencia más 

representativa del subtipo 1 que del subtipo 2 (Marcus et al., 2001). 

2.1.3 Fisiología del locus coeruleus 

Electrofisiológicamente hablando, os axones delgados y carentes de mielina que proyecta 

el locus coeruleus al sistema nervioso, se caracterizan por una variabilidad en la velocidad 

de conducción y periodos de latencia variable que dependen de la frecuencia de disparos 

espontáneos que caracterizan a las neuronas del LC (Aston-Jones & Bloom, 1981). 

Las neuronas del locus coeruleus presentan dos patrones de disparo:  

 Tónico, patrón de dosparo que se caracteriza por descargas lentas con tasas 

de frecuencia baja (2-5 Hz) normalmente con ondas de disparo amplias con 

1-2 ms de duración, este patrón de disparo se observa en estados de alerta 

y de vigilia y se ha determinado que desaparece durante el sueño REM 

(Usher, Cohen, Servan-Schreiber, Rajkowski, & Aston-Jones, 1999). 

  Fásico, caracterizado por ráfagas de disparo (10-20 Hz) seguidas de largos 

periodos de inactividad o disparos esporádicos. Este patrón de disparo ha 

sido relacionado con tareas que requieren un estado de enfoque atento, 

filtrando todos los estímulos irrelevantes y permitiendo al sujeto 

concentrarse en la realización de dicha tarea y asociado con respuestas de 

comportamiento altamente preciso (Aston-Jones & Cohen, 2005). 
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2.1.4 Regulación eferente del sistema LC-NA 

A partir de la segunda mitad de la década de los 70’s, por medio de estudios de cito-

histoquímica e inyección de trazadores retrógrados, se determinó que las proyecciones 

eferentes del LC se distribuyen por casi todo el sistema nervioso central y la médula espinal 

(Benarroch, 2018; Berridge & Waterhouse, 2003), con excepción del núcleo accumbens, el 

estriado, la substantia nigra y el globus pallidus (Swanson, 1976). 

 En general las proyecciones eferentes de LC, se organizan de forma diferencial 

topográficamente hablando. Uno de los primeros estudios que reveló tal afirmación, fue el 

de Manson y Fibiger (1979), en dónde establecen que las proyecciones que se dirigen hacia 

el prosencéfalo provienen principalmente del LC dorsal, mientras que las fibras que inervan 

al cerebelo y medula espinal se distribuyen mayoritariamente en la zona ventral. Otro 

ejemplo de esta heterogeneidad se observa en las inervaciones que se dirigen hacia el 

tálamo, ubicadas predominantemente hacía la parte caudal del núcleo, en tanto las 

inervaciones que proyectan al hipotálamo se ubican hacía la zona rostral. Por otro lado, las 

fibras que inervan tanto a la amígdala como la neocorteza, se distribuyen a través de todo 

el núcleo (Loughlin, Foote, & Grzanna, 1986; Mason & Fibiger, 1979). Algunas de estas 

afirmaciones han sido confirmadas en trabajos recientes, con técnicas como optogenética 

y el uso de animales transgénicos (Schwarz et al., 2015). 

 Una característica destacable de las fibras que surgen del sistema LC-NA, es la 

capacidad de colateralización que poseen. Ya que una misma fibra es capaz de ramificar 

inervando diferentes regiones tales como la corteza y el cerebelo (Nagai et al., 1981). 

Asimismo, existe evidencia de que los axones de las neuronas de este sistema envían fibras 

colaterales que inervan circuitos funcionalmente relacionados (Simpson et al., 1997; 

Steindler, 1981). Por otro lado, actualmente se ha descrito que las ramificaciones de los 

axones que se dirigen hacia la corteza son más aisladas (Chandler, Gao, & Waterhouse, 

2014). En la figura 2 se puede observar al sistema LC-NA y la inervación de éste hacia el 

cerebro.  
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Figura 2. Cerebro de ratón en corte sagital, donde el locus coeruleus se encuentra marcado con fluorescencia 

asociada a adenovirus; destacando la extensa inervación de las neuronas del LC al resto del cerebro (Tomada 

de Weele, 2018). 

2.1.5 Regulación aferente de sistema LC-NA 

 Las señales de entrada que recibe el LC constituyen una regulación diversa en 

términos de tipos celulares, composición neuroquímica y funcional (Chandler, 2016); 

recibiendo inervación del núcleo paragigantocelular y el núcleo prepósito del hipogloso, 

ambos núcleos ubicados en el tronco cerebral (Aston-Jones et al., 1986). Adicionalmente, 

recibe fibras presinápticas de la corteza prefrontal, hipotálamo lateral, amígdala, núcleo 

cama de la estría medullaris, núcleo reticular del cerebro medio, núcleo vestibular espinal 

y núcleo dorsal del rafe (Cedarbaum & Aghajanian, 1978; Mignot, 2001; Peyron et al., 1998; 

Pickel, Joh, & Reis, 1977; Valenzuela Harrington, Díaz, & Rodriguez-Moreno, 2007). En la 

figura 3 se muestra un esquema de las vías aferentes que inervan al LC. 
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 Las fibras aferentes que recibe el LC, provenientes de la médula espinal y el tallo 

cerebral, integran las señales de estimulación sensorial que activan a las neuronas de este 

núcleo. (Igarashi, Sasa, & Takaori, 1979; Korf, Aghajanian, & Roth, 1973). Entre las 

provenientes de la médula espinal encontramos aferentes monoaminérgicas. Aquellas que 

inervan desde el núcleo del tracto solitario son de tipo noradrenérgico, así como también 

inervaciones serotoninérgicas provenientes del rafe y por neuronas dopaminérgicas de la 

substantia nigra (Cedarbaum & Aghajanian, 1978; Conrad, Leonard, & Pfaff, 1974; Morgane 

& Jacobs, 1979; Sakai et al., 1977). 

Además de la modulación por parte de los neurotransmisores canónicos, muchas de 

las inervaciones que recibe el LC median su efecto a través de la liberación de 

neuropéptidos moduladores, algunos de estos provienen principalmente del diencéfalo y 

el telencéfalo. Algunos ejemplos de estos neuromoduladores son la hormona 

adrenocorticotropina (ACTH), neurotensina, angiotensina II, orexina y vasopresina (Buijs et 

al., 1978; Fuxe et al., 1976; Uhl, Goodman, & Snyder, 1979; Watson, Richard, & Barchas, 

1978). 

  

Figura 3 Proyecciones aferentes del locus 
coeruleus. Esquema de vista sagital del 
cerebro de ratón ilustrando la ubicación del 
locus coeruleus en gris, y las regiones del 
cerebro que lo inervan (flechas 
moradas).Abrevieturas por sus siglas en 
inglés: Ctx, corteza; BNST, núcleo cama de 
la estría terminallis, CeA, amígdala central; 
Hy, hipotálamo; MRN, núcleo reticular del 
cerebro medio; DRN, núcleo dorsal de rafe; 
PGNR, núcleo paragigato celular; GNR, 
núcleo gigantocelular; SVN, núcleo espinal 
vestibular; Cb, cerebelo y LC, locus 
coeruleus Tomada y modificada (L. A. 
Schwarz & Luo, 2015). 
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2.1.6 Funciones del sistema LC-NA 

 Todas las características antes mencionadas hacen al sistema LC-NA participar en la 

modulación de las funciones más destacadas del cerebro, tales como el estado de alerta 

(Carter et al., 2010), la atención (Usher et al., 1999) y la memoria (Sara, 2015). Al mismo 

tiempo, se ha reportado la partición de este sistema en la regulación de procesos 

homeostáticos periféricos como cambios en la presión sanguínea (Curtis, Drolet, & 

Valentino, 1993), equilibrio de fluidos (Godinom et al., 2005), contractilidad de la vejiga 

(Rickenbacher et al., 2008) y del intestino (Lechner et al., 1997). 

 Los procesos neuronales y las respuestas a nivel del sistema nervioso y periférico, 

se conjuntan para la adaptación a estímulos estresores tanto fisiológicos como 

emocionales, lo que es trascendente para la supervivencia de los organismos (Valentino & 

Van Bockstaele, 2008). 
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2.2 Sistema Vasopresinérgico 

2.2.1 Arginina Vasopresina  

Estructura química, Síntesis y liberación 

 La arginina vasopresina (AVP) es un nonapeptido (Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-

Gly-NH2) caracterizado bioquímicamente en la década de los 50’s. Consiste de un anillo de 

6 aminoácidos conectados por un puente disulfuro entre las cisteínas 1 y 6 y una cola de 3 

aminoácidos (Figura4) (Du Vigneaud, Gish, & Katsoyannis, 1954). La AVP también conocida 

como hormona antidiurética (ADH) ya había sido reportada con anterioridad precisamente 

por el efecto por el cual lleva este nombre (Taylor, Du Vigneaud, & Kunkel, 1953) y 

caracterizada por primera vez en 1895 por Oliver y Schäfer, que demostraron que extractos 

de la hipófisis modificaban la presión arterial. 

 

Figura 4. Estructura química de la arginina vasopresina. Se aprecia el puente disulfuro entre las cisteínas 1-6 
y el aminoácido arginina (Arg) en la octava posición. 

 Inicialmente se pensaba que la síntesis de la AVP era en la hipófisis, en la actualidad 

se sabe que la síntesis se lleva a cabo en el hipotálamo y posteriormente es transportada a 

la hipófisis posterior (Sachs et al., 1969; Takabatake & Sachs, 1964). 
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 La arginina vasopresina, se sintetiza como un pre-pro-péptido en conjunto con la 

proteína neurofisina II y el glucopéptido copeptina, es sintetizada principalmente por las 

neuronas magnocelulares de los núcleos supraóptico (SON) y paraventricular (PVN) del 

hipotálamo, que proyectan a la neurohipófisis (Brownstein, Russell, & Gainer, 1980), 

además de las neuronas parvicelulares localizadas en el PVN. No obstante, también se 

sintetiza en el núcleo supraquiamático (SCN), la amígdala central (CeA) y el núcleo cama de 

la estría terminallis (BNST); siendo las proyecciones de estos últimos núcleos, las 

permanecen en el cerebro (Buijs et al., 1978; De Vries & Buijs, 1983; DeVries et al., 1985). 

 Proveniente de las neuronas magnocelulares de SON y PVN hacia la neurohipófisis, 

la AVP, es liberada al torrente sanguíneo, en donde participa en regulando la reabsorción 

de agua en los túbulos renales y vasoconstricción (Nishimura & Fan, 2003; Young, 3rd & 

Gainer, 2003). En cambio, las neuronas parvicelulares mandan sus axones hacia el sistema 

porta hipofisario, por medio del cual, la arginina vasopresina llega a la adenohipófisis, y 

regula la secreción de los corticotropos que participan en procesos de estrés y el sistema 

inmune (Berczi el al., 2009). 

2.2.2 Receptores para AVP 

El efecto que tiene la vasopresina se debe a la interacción con sus receptores. Hasta ahora 

se han reportado tres: V1a, V1b y V2, todos pertenecientes a la familia de receptores 

acoplados a proteínas G (Birnbaumer, 2002).  

Los receptores : V1a y V1b están acoplados a proteínas Gαq-GTP, donde la subunidad 

αq induce la activación de la fosfolipasa C, que a su vez promueve la hidrólisis del 

fofatidilinositol bifosfato (PIP2) incrementando los niveles intracelulares de diacilglicerol 

(DAG) e inositol trifosfato (IP3), activando a los receptores para este último en el retículo 

endoplásmico, comenzando la liberación de calcio (Ca 2+) de las reservas dentro de las 

célula, que conlleva a la activación de los canales trp, para permitir el flujo de Ca2+ hacia el 

interior de la célula para reestablecer la reservas de este mismo catión divalente (Figura 5).  
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Por otro lado, el receptor V2, se encuentra acoplado a la proteína Gs-GTP, que a través de 

la vía de activación de la adenilato ciclasa, seguido del incremento el adenosín monofosfato 

cíclico (cAMP), activando a la proteína cinasa A y favoreciendo la inserción de acuaporinas 

tipo 2 en las células del ducto colector en el riñón (Berrada et al., 2000; Birnbaumer, 2000; 

Thibonnier et al., 2002). En la figura 6 se puede apreciar el eje hipotalámico hipofisario, con 

la distribución de los receptores de AVP y su función en los diferentes órganos y tejidos 

blanco fuera del sistema nervioso. En la tabla 1 se resumen las características de los 

receptores para vasopresina. 

  

Figura 5. Mecanismo de acoplamiento de los receptores de vasopresina V1. Los receptores V1a y V1b 
promueven el intercambio GDP-GTP y la formación de αGTP libre a partir de proteínas G pertenecientes 
a la familia Gq / 11. La subunidad α libre estimulan la actividad de fosfolipasa Cβ (PLCβ). El aumento de 
la actividad hidrolítica en PIP2 aumenta los niveles intracelulares de trifosfato de inositol (IP3) y 
diacilglicerol (DAG); IP3 a su vez estimula el receptor para IP3 (IP3R) que reside en la membrana del 
retículo endoplásmico (ER) y promueve la liberación de calcio (Ca 2+) de las reservas intracelulares, 
mientras que DAG promueve el reclutamiento de membrana y el aumento de la actividad de las enzimas 
proteína cinasa C, un proceso mejorado por el aumento de la concentración de intracelular Ca 2+ 
activado por IP3 (Tomada y modificada de Birnbaumer, 2000) 
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Tabla 1. Subtipos de receptores para vasopresina (Tomada y modificada de Baylis & Ball, 2013) 
 Receptores para Vasopresina 

 V1a V1b V2 

Sitio de expresión Músculo liso vascular 
Hígado  
Plaquetas 
CNS 

Adenohipófisis Membrana basolateral 
de nefronas distales 

Sistema de segundos 
mensajeros 

Gq/11 → PLC, IP3, DAG, Ca2+ Gs → PKA, cAMP, 
MAPK 

Efectos fisiológicos Vasoconstricción 
Glucogenólisis 
Agregación plaquetaria 
Neurotransmisión  
Neuromodulación 

Aumento liberación 
de ACTH 

Síntesis y translocación 
de AQP-2 

 

 En cuanto a la presencia de los receptores para vasopresina dentro del sistema 

nervioso central (CNS), el receptor V1a, se encuentra ampliamente distribuido a través de 

todo el cerebro. En trabajos de principios de los noventas, se determinó que este receptor 

se encuentra en corteza, el septo lateral, BNST, tálamo, hipotálamo, amígdala medial, giro 

dentado, substantia nigra y el área ventral tegmental (Johnson et al., 1993; Ostrowski, 

Lolait, & Young, 1994). La distribución del receptor V1b, es más prominente en el hipocampo 

(W. S. Young, Li, Wersinger, & Palkovits, 2006), aunque también puede ser encontrado en 

la amígdala, hipotálamo, bulbo olfatorio y corteza (Griebel et al., 2003). Hasta la fecha no 

hay una evidencia clara de la expresión del receptor V2 en CNS (Barberis & Tribollet, 1996; 

Koshimizu et al., 2012) 

 Por supuesto al tener una distribución tan amplia en el CNS, podemos inferir que la 

vasopresina está involucrada tanto en procesos fisiológicos y cognitivos tan diversos como 

la distribución de sus receptores. 
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2.2.3 Funciones del Sistema Vasopresinérgico  

 Las funciones periféricas del sistema vasopresinérgico son numerosas y variadas 

(Fig. 6), algunas antes ya mencionadas son la regulación de la presión arterial (Dunn et al., 

1973), equilibrio hidroelectrolítico, la coagulación de la sangre (Haslam & Rosson, 1972), el 

metabolismo energético (Hems, Whitton, & Ma, 1975) y la liberación de la corticotropina 

(Scott & Dinan, 1998). En cuanto a las funciones dentro del sistema nervioso en su papel 

como neuromodulador, la AVP participa en procesos de memoria y aprendizaje (Alescio-

Lautier et al., 1995; Croiset, Nijsen, & Kamphuis, 2000), regulación de emociones como el 

estrés y la ansiedad (Engelmann et al., 1998; Engelmann et al., 2000), comportamiento 

social (Blanchard et al., 2005; Frazier etal., 2006) y ritmos circadianos (Hut et al., 2002). 

Figura 6. Representación esquemática del papel de la arginina-vasopresina (AVP) y su espectro fisiológico. 

Abreviaturas: CRH, hormona liberadora de corticotropina; OT, Oxitocina; pPVN, neuronas parvocelulares del 

núcleo paraventricular; mPVN, neuronas magnocelualares del núcleo paraventricular; GH, hormona del 

crecimiento; PRL, prolactina; AVP, arginina-vasopresina; V1a, V1b y V2 receptores de vasopresina. (Tomada y 

modificada de Rotondo et al., 2016) 



 

20 
 

2.4 Relación entre el sistema LC-NA y sistema vasopresinérgico 

Al observar las funciones que desempeña cada uno de los sistemas, es evidente una gran 

coincidencia, no obstante, la información hasta el momento de la cooperación entre estas 

dos vías homeostáticas es limitada.  

 La presencia de fibras vasopresinérgicas o arginina-vasopresina en el LC es conocida 

desde los años 70’s y ha sido confirmada con trabajos y técnicas recientes, sin embargo, no 

hay información acerca del tipo de neuronas dentro del LC con las que estas fibras tienen 

contacto (Buijs et al., 1978; Rood & De Vries, 2011; Swanson, 1977).  

Uno de los campos más desarrollados en cuanto a la interacción de estos dos 

sistemas es el funcional, ejemplos de esto es un trabajo en donde las inyecciones de AVP 

en el complejo de locus coeruleus en gatos altera la postura y los reflejo vestíbulo-espinales 

(Andre et al., 1992), no obstante, no se logró identificar las neuronas participantes en estos 

fenómenos. También, registros electrofisiológicos en neuronas del LC de gerbos mostraron 

un efecto excitatorio por parte de la AVP (Olpe et al., 1987). 

 Modificaciones en la excitabilidad por parte de la vasopresina han sido reportados 

en otras áreas del sistema nervioso. Un ejemplo de ello son las motoneuronas de la médula 

espinal, en dónde la expresión de los receptores V1a es abundante durante el desarrollo, y 

a través de éstos, es que la vasopresina tiene un efecto excitatorio significativo en las 

motoneuronas de roedores (Liu et al., 2003; Ogier et al., 2006; Raggenbass et al., 1991).  

Efectos sobre la fisiología de las neuronas por parte de la AVP, han sido reportados 

también en la amígdala medial, con un efecto excitatorio e inhibitorio de subpoblaciones 

de neuronas registradas (Lu et al., 1997), así como en la habénula lateral (Zhang et al., 2016) 

y también en el septo lateral se ha registrado un efecto sobre la excitabilidad por parte de 

este neuropéptido (Raggenbass et al., 1988).  

  



 

21 
 

 La participación de la arginina vasopresina en procesos de estrés ha sido 

ampliamente reportada en diversos trabajos, principalmente la en el eje hipotalámico 

hipofisario en donde la liberación de ACTH, está íntimamente relacionada con la interacción 

de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y AVP con sus respectivos receptores 

(Aguilera & Rabadan-Diehl, 2000; Gaillard et al., 1984; Tilbrook & Clarke, 2006). La excreción 

de ACTH por parte de la AVP depende de la interacción específica con el receptor V1b 

presente en la adenohipófisis. Estudios relativamente recientes con células derivadas de la 

pituitaria anterior de ratones Knock out (KO) para el receptor V1b, tras un tratamiento con 

vasopresina, no liberaron ACTH (Lolait et al., 2007; Tanoue et al., 2004). 

 Otra manera de comprobar la liberación de ACTH por la presencia de AVP, ha sido 

gracias al desarrollo de antagonistas específicos para el receptor V1b; la aplicación de estos 

antagonistas disminuye la liberación de corticotropina (Serradeil-Le Gal et al., 2005; 

Serradeil-Le Gal et al., 2002). 

 El locus coeruleus también forma parte importante de las vías de respuesta al estrés. 

Antes del descubrimiento de la CRH, se reportó un incremento en los niveles de 

noradrenalina en la corteza y el hipocampo de ratas estresadas (Abercrombie, Keller, & 

Zigmond, 1988; Korf et al., 1973). Además de la modificación del metabolismo desde este 

mismo neurotransmisor en el sistema nervioso central (Cassens et al., 1981; Thierry et al., 

1968), otros estudios mostraron un incremento en la expresión de tirosina hidroxilasa (TH) 

en neuronas del LC (Melia & Duman, 1991). Siendo esta estructura la principal fuente de 

noradrenalina del CNS, estas modificaciones en los niveles de neurotransmisor o 

participantes en el metabolismo del mismo como la TH, se presentaban como evidencia 

indirecta de la participación del LC en los procesos del estrés. 

 En estudios posteriores a la identificación de la hormona liberadora de 

corticotropina, fue detectada la presencia de esta hormona en axones que inervan al LC 

(Cummings etal., 1983; Swanson et al., 1983).  

En cuanto a la identificación de los receptores que pueden estar participando en la 

modulación de las fibras de AVP en el LC, el trabajo reportado más cercano, es el de la 

expresión del receptor V1b por medio de la identificación del RNA mensajero (mRNA) en el 



 

22 
 

puente troncoencefálico, más no hay un reporte especifico de la expresión de este receptor 

en el LC (Young et al., 2006). 

Tomando en consideración la variabilidad morfológica y neuroquímica de las 

neuronas noradrenérgicas y no noradrenérgicas en el LC (Corteen et al., 2011; Schwarz & 

Luo, 2015), la correlación entre las fibras vasopresinérgicas y el tipo de neuronas que estas 

interactúen en el LC derive en una variabilidad de respuestas en el sistema LC-

noradrenérgico. 
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3.Planteamiento del 

problema 
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El locus coeruleus es la fuente principal de noradrenalina del sistema nervioso en mamíferos 

y desempeña un papel importante en la modulación de diversos procesos neuronales; tales 

como el estado de alerta, el aprendizaje y la memoria, así como diversos procesos 

homeostáticos a nivel periférico como cambios en la presión sanguínea, equilibrio de 

fluidos, contractilidad intestinal y de la vejiga. Asimismo, forma parte importante en las vías 

de respuesta al estrés. Esta modulación es dependiente de las señales que este sistema 

recibe, entre las cuales se encuentra el sistema vasopresinérgico. 

 La arginina vasopresina participa en funciones periféricas como la regulación de la 

presión arterial, el equilibrio hidroelectrolítico, coagulación en sangre, metabolismo 

energético y liberación de la corticotropina. Y a nivel de sistema nervioso central está 

relacionada con procesos de memoria, aprendizaje, ritmos circadianos, comportamiento 

social y regulación de emociones como el estrés y la ansiedad. 

 Conocer más a fondo la relación entre estos dos sistemas puede ayudar a 

comprender mejor las interacciones específicas entre ambos.  

Para ello sería importante la determinación de la distribución de las fibras 

vasopresinérgicas, así como la identidad y distribución de los receptores para AVP 

presentes en el LC, así como la posible interacción del sistema vasopresinérgico con las 

diferentes entidades sinápticas y otros péptidos moduladores. Asimismo, los efectos que la 

AVP puede tener sobre la electrofisiología de las neuronas del LC.  

 Dada la participación de los sistemas LC-noradrenérgico y vasopresinérgico en la 

respuesta a procesos de estrés, es posible que exista una cooperación de estos dos sistemas 

y que aún no ha sido explorada. 
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4-5. Hipótesis y Objetivos 
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4. Hipótesis 

La presencia de los receptores para arginina vasopresina en el locus coeruleus modula la 

interacción entre este núcleo y el sistema vasopresinérgico. 

5. Objetivo general 

Estudiar la neurotransmisión vasopresinérgica en la modulación del sistema LC-

noradrenérgico. 

5.1 Objetivos particulares 

1. Identificar la distribución específica de fibras vasopresinérgicas en el LC. 

2. Determinar la identidad de los subtipos de receptores para AVP que expresan las 

neuronas del locus coeruleus. 

3. Determinar la localización de los receptores de AVP y su contribución en la 

excitabilidad neuronal dentro de la red celular del LC. 

4. Determinar si hay un cambio en la expresión de los receptores de AVP en procesos 

de estrés agudo. 
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6. Metodología 
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Todos los experimentos se realizaron en colaboración con el laboratorio 

Neurochemical Anatomy & Psicopharmacology del Dr. Jerome Swinny en el departamento 

School of Pharmacy of Biomedical Science de University of Portsmouth, UK. 

Todos los procedimientos que involucran experimentos con animales fueron 

aprobados por el Organismo de Revisión Ética y Bienestar Animal de la Universidad de 

Portsmouth y fueron realizados por un titular de licencia personal, bajo una licencia de 

proyecto emitida por el Ministerio del Interior, de conformidad con la Ley de Animales 

(Procedimientos Científicos), 1986 (Reino Unido) y procedimientos asociados. 

Los ratones utilizados en este trabajo fueron criados dentro del bioterio de las 

instalaciones del departamento de School of Pharmacy of Biomedical Science de University 

of Portsmoth, en un ambiente de humedad y temperatura controlados, con un ciclo de 

luz/oscuridad de 12 horas con acceso libre a comida y agua.  

6.1 Inmunohistoquímica 

Para la determinación la expresión de AVP, como de los subtipos de receptores para 

AVP, se siguió un protocolo previamente publicado por Corteen y colaboradores en 2011. 

Se utilizaron ratones machos adultos (2-4 meses de edad) de la cepa C57BL/6J y con la 

depleción gen-específica para los receptores V1a y V1b (Koshimizu et al., 2006; Tanoue et 

al., 2004), los animales fueron profundamente anestesiados y perfundidos vía aorta 

ascendente con solución salina al 0.9 % durante 2 minutos, seguido por 12 minutos de 

fijador frio compuesto por 1% de paraformaldehído más 15% v/v de ácido pícrico saturado 

en buffer de fosfato de sodio 0.1 M (PB, pH 7.4). Los cerebros fueron removidos y sometidos 

a post-fijación en el mismo buffer durante toda la noche a temperatura ambiente. Acto 

seguido, se obtuvieron rebanadas horizontales de 60 µm de grosor con ayuda de un 

vibratomo, lavadas y posteriormente almacenadas en buffer PB 0.1 M más 5% azida de 

sodio a 4°C hasta ser procesadas. 
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 Se seleccionaron rebanadas que contenían al LC y fueron bloqueadas en buffer de 

Tris más NaCl 0.9% y Tritón 100x al 0.3% (TBS-Tx) más suero normal de caballo al 20% (S-

2000, Vector Laboratories Inc.) por dos horas, con la finalidad de minimizar uniones 

inespecíficas por parte de los anticuerpos secundarios. A continuación, las rebanadas 

fueron incubadas en una mezcla de anticuerpos primarios diluidos en buffer TBS-TX, 

durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente las rebanadas fueron lavadas durante 10 

minutos por triplicado en TBS-Tx, posteriormente fueron incubadas por dos horas a 

temperatura ambiente con la mezcla correspondiente de anticuerpos secundarios 

conjugados con Alexa Fluor 488, indio carbocianina (Cy3) e indio carbocianina (Cy5) ambos 

de Jackson InmunoResearch. Una vez transcurrido el tiempo de incubación fueron lavadas 

con TBS-Tx por 10 min. por triplicado, después fueron montadas sobre portaobjetos de 

vidrio, con medio de montaje Vectashield (H-1000, Vector Laboratories Inc.)  

 Este mismo procedimiento fue seguido para determinar específicamente la 

distribución de los receptores para vasopresina y la interacción de las fibras 

vasopresinérgicas en conjunto con marcadores específicos del soma neuronal (Huc) 

(Jourdon et al., 2016; Okano & Darnell, 1997; Senut et al., 2009), dendrítico (MAP2) (Kosik 

& Finch, 1987; Kwei, Jiang, & Haddad, 1993) sinapsis excitatorias mediante la 

inmunodetección del transportador de glutamato (VGLUT2) (Seifi et al., 2014) y las sinapsis 

inhibitorias fueron identificadas mediante la inmunoreactividad del transportador del ácido 

gamma-amino butírico (VGAT) y la proteína citoplasmática de andamiaje, gefirina que ancla 

a los receptores de glicina en la postsinapsis (Corteen et al., 2011; Giesemann et al., 2003).  

 Para determinar la interacción con otros neuromoduladores previamente 

reportados en el LC, se realizó la inmunodetección del sistema vasopresinérgico en 

conjunto con el de la sustancia P (Guyenet & Aghajanian, 1979; Pickel et al., 1979), 

encefalina (Van Bockstaele, Branchereau, & Pickel, 1995), orexina A (Hagan et al., 1999; 

Horvath et al., 1999) y CRH (Valentino, Foote, & Aston-Jones, 1983). 

Las especificaciones de los anticuerpos utilizados se encuentran en la tabla 2. 
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Tabla 2. Especificaciones de los anticuerpos primarios usados para este trabajo. 

Anticuerpo Huésped Dilución Fuente y No. de Cat. Especificidad y Referencia 

AVP Conejo 1:3000 Abcam, ab39363 La señal puede ser eliminada 
por incubación simultánea 
con AVP,(Kerman, Akil, & 
Watson, 2006) 

AVP Conejo 1:200 Immunostar, 20069 Pre adsorción con AVP 
sintético (10 µM) ha resultado 
en la pérdida total de inmuno-
marcaje en el PVN del 
hipotálamo de roedores, 
(Villanueva, Jacquier, & de 
Roux, 2012)  

Receptor V1a Conejo 1:4000 Kerim Mutig y Torsten 
Giesecke Instituto de 
Anatomía Vegetativa, 
Charité 
Universitätsmedizin 
Berlín, Alemania 

 

Receptor V1b Conejo 1:5000 Kerim Mutig y Torsten 
Giesecke Instituto de 
Anatomía Vegetativa, 
Charité 
Universitätsmedizin 
Berlín, Alemania 

 

Receptor V2 Conejo 1:250 Millipore, AB1797P (Sato, Numata, Saito, Ueta, & 
Okada, 2011) 

CRH Conejillo de 
Indias 

1:10000 Peninsula Laboratories, 
T-5007.0050 

Patrones de expresión en 
estudios previos 

Encefalina Ratón 1:3000 Abcam, ab150346 (Cuello et al., 1984) 

Gefirina Ratón 1:1000 Synaptic Systems, 
147021  

Ratones Knockout, (Pfeiffer, 
Simler, Grenningloh, & Betz, 
1984) 

HuC Ratón 1:500 ThermoFisher, A-21271 Patrones de expresión en 
estudios previos 

MAP2  Pollo 1:500 Aves Labs, MAP0607 Patrones de expresión en 
estudios previos 

Orexina-A Ratón 1:4000 Abcam, ab89886 Patrones de expresión en 
estudios previos 

Substancia P Conejillo de 
Indias 

1:500 LSBio, LS-C76141 Patrones de expresión en 
estudios previos 

Tirosina 
Hidroxilasa 

Oveja 1:3000 Abcam, ab113 Patrones de expresión en 
estudios previos 

VGAT Conejillo de 
Indias 

1:3000 FRONTIER INSTITUTE, 
VGAT-GP-Af1000 

Pre adsorción con el péptido 
resulta en pérdida total del 
inmuno-marcaje, (Miyazaki, 
Fukaya, Shimizu, & 
Watanabe, 2003) 

VGLUT2 Conejillo de 
Indias 

1:3000 FRONTIER INSTITUTE, 
VGluT2-GP Af810 

Pre adsorción con el péptido 
resulta en pérdida total del 
inmuno-marcaje, (Miyazaki et 
al., 2003) 
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Obtención de imágenes 

Las secciones fueron examinadas con un microscopio confocal de escaneo láser 

(LSM710 o LSM 880; Zeiss, Oberkochen, Alemania) utilizando un objetivo de aceite Plan 

Apochromatic 63 x DIC (NA 1.4, tamaño de píxel de 0.13 mm). Se utilizaron Z-stacks para la 

evaluación de rutina del etiquetado. Todas las imágenes presentadas representan una sola 

sección óptica. Estas imágenes se obtuvieron mediante la adquisición secuencial de los 

diferentes canales para evitar interferencias entre los fluoróforos, con los orificios ajustados 

a una unidad Airy. Las imágenes se procesaron con el software Zen 2009 Light Edition (Zeiss, 

Oberkochen, Alemania) y se exportaron a Adobe Photoshop. Sólo se ajustó el brillo y el 

contraste para todo el fotograma y ninguna parte de un fotograma se mejoró o modificó. 

6.2 Detección del ARN mensajero del receptor V2 por medio de la reacción en 

cadena de la polimerasa en tiempo real-cuantitativo (qPCR) 

Cinco ratones machos adultos se sacrificaron por dislocación cervical y se 

prepararon homogeneizados de tejido del LC y riñón. El RNA se extrajo de las muestras 

utilizando un RNeasy mini kit (Qiagen, 74104) de acuerdo con el protocolo del fabricante. 

La misma cantidad de RNA de cada tejido se transcribió de forma inversa en el primer cDNA 

en la siguiente reacción: 2 μl de buffer de transcripción reversa (BioLabs), 1 μl de oligo 

(Ungerstedt)s (ThermoFisher Scientific), 1 μl DNTP (ThermoFisher Scientific), 0,5 µl de M-

Mulv transcriptasa reversa (Applied Biosystems) y 0.5 µl de Inhibidor de RNAsa RiboLock 

(ThermoFisher Scientific). La amplificación por PCR cuantitativa (qPCR) se realizó en placas 

de 96 pozos en una mezcla maestra para sondas (Roche, Burgess Hill, Reino Unido) y se 

ejecutó en un sistema LightCycler® 96 (Roche). Las amplificaciones de qPCR para el gen V2 

de ratón (ID de ensayo: Mm00517071_m1) se realizaron utilizando cebadores/sondas 

Taqman prediseñados adquiridos en Life Technologies (ThermoFisher scientific). La 

expresión del gen Gapdh (ID de ensayo: Mm99999915_g1) se usó como el gen de 

mantenimiento en varias reacciones. Las condiciones de ciclo de la qPCR implicaron 95°C 

durante 10 minutos y 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 60 segundos 

(LightCycler® 96 System, Roche). Se generaron curvas estándar para cada gen utilizando 

diluciones en serie de una cantidad conocida de mRNA extraído de cada órgano que luego 

se transcribieron de forma reversa en cDNA. Cada medición se realizó por duplicado y cada 

valor de Ct se convirtió en ng de mRNA utilizando el análisis de regresión lineal de la curva 
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estándar (Microsoft Excel). Cada valor en ng de mRNA se normalizó contra el nivel en ng del 

gen de mantenimiento dentro de la misma muestra y los niveles promedio de mRNA para 

cada muestra finalmente se calcularon y compararon entre las muestras de tejido. 

6.3 Registro electrofisiológico de rebanadas de LC mediante la técnica de fijación de 

voltaje en microáreas de membrana, en la configuración de célula completa (whole 

cell patch clamp) 

 Para determinar el efecto de la AVP, así como la participación de los receptores para 

AVP sobre la actividad eléctrica de las neuronas noradrenérgicas del LC, se llevaron registros 

electrofisiológicos que se realizaron en el tallo cerebral de ratones machos juveniles de 25-

30 días de nacidos siguiendo los protocolos previamente publicados (Swinny et al., 2010). 

Las composiciones de las soluciones de registro utilizadas para este trabajo se observan en 

la Tabla 3. Todas las soluciones fueron oxigenadas con 95% O2-5% CO2 previamente y 

durante los experimentos. 

Tabla 3. Soluciones para registro electrofisiológico 

Solución de corte (SC) Solución Extracelular (SEC) Solución Intracelular (SI) 

Reactivos en concentración (mM) 

Sacarosa (234) NaCl (126) K-gluconato (70) 
KCl (2.5) KCl (2.95) KCl (70) 

NaH2PO4 (1.25) NaH2PO4 (1.25) HEPES (10) 

NaHCO3 (26) NaHCO3 (26) EGTA (10) 

Dextrosa (10) Dextrosa (10) MgCl2 (2) 

MgSO4 (10) MgSO4 (2) CaCl2 (1) 

CaCl2 (0.5) CaCl2 (2) ATP (2) 

Los animales fueron decapitados rápidamente y la cabeza se colocó en solución de 

corte helada y oxigenada. El cerebro fue rápidamente removido y cortado aislando la región 

del tallo cerebral, posteriormente fijada en un vibratomo equipado con una navaja de 

cerámica y sumergida en solución de corte helada y oxigenada. Se cortaron rebanadas 

horizontales de 200 µm de grosor del tallo cerebral que contenían al LC, acto seguido fueron 

colocadas en un vial contenedor con solución extracelular durante 1 hr a 37°C, después se 

mantuvieron a temperatura ambiente y se transfirieron un a la vez a la cámara de registro. 
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  La evaluación electrofisiológica se realizó colocando una rebanada en la cámara de 

registro y con perfusión continua de SEC a un flujo de 1 ml/min a 32°C. El locus coeruleus 

fue identificado con ayuda de un objetivo 10x de baja potencia como una zona carente de 

mielina, las neuronas del LC se visualizaron con un microscopio vertical Olympus B50 

equipado con un objetivo de inmersión en agua 40x, con contraste de interferencia 

diferencial y un filtro infrarrojo. Las pipetas de registro se crearon de tubos capilares de 

vidrio de boro silicato (1.2 mm d.o., 0.69 mm d.i.; Warner Instruments) utilizando un 

estirador de micropipetas Narishige PC-10. Las micropipetas fueron llenadas con solución 

interna de gluconato de potasio (Maguire et al., 2014) con 0.1 % de biocitina (pH 7.3) para 

permitir la identificación de las células posteriormente a su registro.  

 Una vez seleccionada una neurona, el electrodo fue aproximado a la célula 

formando un parche de GΩ fijando el potencial de membrana a -60 mV, acto seguido se 

rompió la membrana para obtener la configuración de registro de célula completa, se utilizó 

un amplificador Multiclamp 700B (Molecular Devices, United Satates). La resistencia de 

entrada fue monitoreada a lo largo del experimento, si ésta era inestable o excedía cuatro 

veces la resistencia del electrodo o 20 MΩ los datos electrofisiológicos de esa célula fueron 

descartados. Durante las grabaciones se controló la temperatura de la solución del baño; 

las temperaturas oscilan entre 31 y 32.2°C. Las señales se digitalizaron mediante el 

convertidor analógico digital de la serie 1320 de Digidata, se tomaron muestras a 10 Khz, 

se filtraron a 10 Khz y se almacenaron digitalmente con el software pClamp 10 (Molecular 

Devices).  

 Una vez adquirida la configuración en whole-cell, antes de la adquisición de datos, 

las células se dejaron sin perturbación como mínimo 5 minutos, para permitir un equilibrio 

electrolítico entre el citoplasma de la neurona y la solución intracelular. El proceso 

experimental para determinar la frecuencia de disparo (Hz), consistió en el registro de la 

actividad espontanea de las neuronas durante 2-3 minutos, los criterios para aceptar estos 

registros fue una amplitud del potencial de acción de 65-70 mV, la forma característica de 

los potenciales de acción de las neuronas del LC y un potencial de membrana entre -50 y -

60 mV, manteniendo una resistencia y línea base estable además de no presentar una 

despolarización a lo largo del tiempo. 
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Para la caracterización de las propiedades de la membrana antes y después de la 

aplicación de los fármacos, se utilizó un protocolo de inyección de pasos de corriente (I/V) 

de la siguiente manera: el potencial de membrana de la célula fue hiperpolarizado con la 

inyección de corriente negativa hasta alcanzar los -80 mV para inhibir el disparo neuronal, 

posteriormente se inyectaron pasos de corriente de 20 pA desde los -40 pA hasta 180 pA 

con una duración de 200 ms. Una vez establecida la caracterización de las neuronas, éstas 

se expusieron a desmopresina y antagonistas específicos de los receptores para AVP que 

fueron aplicadas por perfusión en la cámara de registro por al menos 10 minutos, 

posteriormente se midieron una vez más las características de las células. Se registró sólo 

una neurona por rebanada y los datos fueron analizados con el software Clampfit 

(Molecular Devices) Ver apéndice A. 

 Después del registro, la pipeta fue retirada cuidadosamente y la rebanada removida 

de la cámara de registro y sumergidas en un vial con fijador paraformaldehído al 1% durante 

toda la noche. Al día siguiente fueron lavadas en buffer TBS-Tx, después se incubaron con 

suero normal de caballo al 20% a temperatura ambiente durante una hora. Transcurrido el 

tiempo fueron incubadas con un anticuerpo contra TH durante la noche a 4°C. 

Posteriormente a un proceso de lavado, las rebanadas fueron incubadas con un anticuerpo 

secundario anti-estreptavidina acoplado a Alexa Fluor 488 (1:1000) (Molecular Probes, 

United States), además de un anticuerpo secundario para visualizar TH, durante 2 horas a 

temperatura ambiente. Las imágenes de las rebanadas fueron tomadas con un microscopio 

confocal (Zeiss LMS 710) para confirmar que la neurona registrada se ubicaba dentro del LC 

y era inmunopositiva a TH. 
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6.3.1 Compuestos y fármacos 

Todos los reactivos para las soluciones de registro se obtuvieron de Sigma. La Tabla 4 

contiene la información sobre el agonista y los antagonistas de los receptores de AVP. 

Tabla 4. Fármacos utilizados en registro electrofisiológico 

Fármaco Función Concentración 

Desmopresina Agonista de recetores V1b y V2 200 µM 

[d(CH2)51, Tyr(Me)2, Arg8]-Vasopresina Antagonista específico del receptor V1a 30 nM 

TASP0390325 Antagonista específico del receptor V1b 20 nM 

6.4 Estrés agudo por restricción de movimiento 

Para de establecer si el sistema vasopresinérgico se encuentra implicado en las vías de 

respuesta al estrés dentro del LC, diez ratones machos, fueron utilizados en este 

experimento. Cinco fueron separados como animales control y los cinco restantes fueron 

sometidos a estrés agudo, colocándolos en un inmovilizador de roedores Plexiglas (Harvard 

Apparatus) durante 60 minutos. Transcurrido el tiempo fueron colocados en sus jaulas 

durante 60 minutos más, para posteriormente ser sacrificados siguiendo el protocolo de 

perfusión mencionado anteriormente y el tejido fue usado para inmunohistoquímica a 

manera de determinar cambios en la inmunoreactividad de los receptores para AVP. 
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7. Resultados 
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 7.1 Determinación de la expresión de los receptores de arginina vasopresina en LC. 

La actividad de la arginina vasopresina, está dada mediante la interacción con sus 

receptores, por tanto, establecer la presencia e identificación de alguno de los tres subtipos 

de receptores de AVP conocidos hasta ahora, en las neuronas del LC es de suma 

importancia. En las reacciones inmunohistoquímicas, la expresión de los receptores V1a se 

observó cómo agrupaciones individuales principalmente distribuidas en los somas y la 

región dendrítica de las neuronas identificadas como noradrenérgicas por la 

inmunoreactividad positiva a la enzima tirosina hidroxilasa (TH) que forma parte de la ruta 

de síntesis de la noradrenalina (Figura 7 A1). 

 La especificidad del anticuerpo utilizado para la detección del receptor V1a se 

demostró mediante la inmunohistoquímica (IHC) en el tejido de los ratones knock out para 

este receptor, donde no se identificó un patrón especifico de marcaje, en la figura 7 panel 

A2 se puede observar sólo una señal difusa cercana al núcleo sin asociación clara a algún 

perfil celular. 

 Para el caso de la inmunoreactividad del receptor V1b, también mostró una 

distribución somatodendrítica en neuronas noradrenérgicas, sin embargo, la señal fue más 

generalizada siendo posible evidenciar de la presencia de este receptor en neuronas no 

noradrenérgicas (Figura 5 B1). Igualmente, la especificidad del anticuerpo utilizado se 

determinó al no detectar una señal clara de expresión del receptor V1b en el tejido de 

ratones knock out (Figura 7 B2). 
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Figura 7. Identificación de la expresión de los receptores V1a y V1b y determinación de la unión-
especificidad de los anticuerpos en el LC. (A1) Muestra la inmunodetección de la tirosina hidroxilasa 
(TH) en azul y al receptor V1a en amarillo en el tejido de ratón WT. Se observa que la señal de V1a se 
encuentra asociada únicamente al complejo somatodendrítico de células TH positivas. A2 muestra la 
inmunodetección de TH (azul)y el receptor V1a (amarillo) en el tejido de ratones Knock out para V1a, 
marcaje difuso e inespecífico cercano a núcleos, confirmando especificidad del anticuerpo. (B1) 
Inmunodetección de TH (azul) y receptor V1b (amarillo) en tejido de ratón WT, la señal de V1b se 
observa asociada tanto a células TH-inmunopositivas, así como a zonas que no presentan 
inmunoreactividad a TH. (B2) muestra la inmunodetección de par TH (azul) y receptor V1b (amarillo) 
en el tejido del ratón Knock out para este receptor, sólo se detectan señales no específicas y muy 
difusas confirmando la especificidad del anticuerpo anti-V1b. C1 Inmunodetección de TH en LC. (C2) 
muestra el campo de visión correspondiente a (C1) sin señal detectable del anticuerpo anti-receptor 
V2. (C3) El gráfico muestra la expresión del ARNm del receptor V2 en tejido de LC y riñón en donde la 
expresión de receptor V2 es abundante. La cantidad de ARNm de V2 es despreciable a comparación 
de la cantidad encontrada en riñón. N= 5, las barras representan la media y las barras de error estándar 



 

39 
 

En la inmunodetección realizada para la expresión del receptor V2, no fue posible 

determinar un marcaje específico para este receptor (Figura 7 C1 yC2), por lo tanto, se 

decidió verificar la ausencia de este receptor a nivel de ARN mensajero, comparando la 

cantidad de mensajero que codifica para este receptor, con el tejido de riñón en donde la 

expresión de este receptor es bien conocida. Los resultados que arrojaron las pruebas de 

RT-PCR cuantitativo con el tejido de 5 animales, fueron una alta expresión del mensajero 

para V2 en los riñones, mientras que en el LC en comparación las cantidades fueron 

insignificantes (Figura 7 C3). Lo que nos llevó a concluir que los receptores V1a y V1b son los 

principales subtipos que se expresan en el locus coeruleus. 
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7.2 Expresión de los receptores V1a y V1b por neuronas noradrenérgicas y no 

noradrenérgicas del LC en proximidad a sinapsis excitatorias e inhibitorias 

Para tener una idea más clara de la distribución y la actividad que podrían estar 

desempeñando los receptores para arginina vasopresina, se realizaron distintas reacciones 

inmunohistoquímicas en conjunto con marcadores específicos de soma neuronal 

(Huc)(Okano & Darnell, 1997), dendríticos (MAP2), así como de las posibles interacciones 

con sinapsis excitatorias (VGLUT2) e inhibitorias (VGAT y gefirina previamente reportadas 

(Seifi et al., 2014, Corteen et al., 2011). 

  Se determinó que los subtipos de receptores para vasopresina se distribuyen 

diferencialmente en las entidades neuronales del LC, al parecer con una distribución más 

amplia por parte del subtipo V1b, presente tanto en células noradrenérgicas como 

posiblemente en no-noradrenérgicas, contrario a la distribución del subtipo V1a, fenómeno 

muy evidente al comparar las figuras 7 A1 y B1.  

La identificación de las neuronas no noradrenérgicas se llevó a cabo con la 

inmunodetección del marcador panneuronal HuC. En la Figura 8 A1 Se puede observar la 

superposición de la inmunorreactividad de TH y HuC, en donde se observan entidades 

neuronales sin presencia de noradrenalina. Para el caso del receptor V1a, se observa una 

distribución somato-dendrítica de este receptor en aquellas neuronas inmunorreactivas a 

TH (Figura 8 A2 y B2), no así en el caso para aquellas neuronas carentes de esta enzima 

(Figura 8 A3 y A4). Asimismo, fueron identificadas algunas agrupaciones del receptor V1a 

en proximidad con punteados inmunorreactivos con VGLUT 2 (Figura 8C) y VGAT (Figura8D). 
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Figura 8. El receptor V1a se expresa exclusivamente en neuronas noradrenérgicas en el LC. (A1) muestra 

inmunodetección para TH (azul) y HuC (cian), las flechas resaltan a las neuronas no-noradrenérgicas del LC. (A2) 

Muestra el mismo campo de visión, con inmunodetección de TH (azul) y receptor V1a (magenta), confirmando 

la expresión de V1a exclusivamente en células noradrenérgicas. (A3) ausencia de receptores V1a en células no 

noradrenérgicas (cabeza de flechas). (A4) es la superposición de A1-A3. (B1) Muestra la inmunodetección de 

TH (azul) MAp2 (cian) remarcando con flechas el perfil dendrítico no-noradrenérgico. (B2) Muestra en el mismo 

campo de visión TH (azul) y receptores V1a (magenta) confirmando la expresión de este receptor en células 

noradrenérgicas, (B3) no así en células no-noradrenérgicas (cabeza de flechas). (B4) Superposición de B1-B3. 

(C) muestra la asociación inmunoreactiva con de V1a con VGLUT2 y (D) con el marcaje para VGAT. Barras de 

escala (A) 15 µm; (B-D) 10 µm. 
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En cuanto a la distribución del receptor V1b en este núcleo, se encontró en células 

noradrenérgicas y en zonas donde la inmunoreactividad de la TH no es observable. La 

confirmación de la presencia de estos receptores en neuronas no-noradrenérgicas se puede 

observar en los paneles de la Figura 9, en dónde claramente observamos la colocalización 

de estas células con la señal de los receptores V1b en el soma (Figura 9A), así como también 

es evidente la presencia de este receptor en el perfil dendrítico de las células no-

noradrenérgicas (Figura 9B). Además, estas imágenes de alta resolución revelaron que la 

distribución del receptor V1b se encuentra situado principalmente en la membrana 

plasmática de ambos tipos celulares, en comparación con la presencia significativamente 

menor en compartimentos citoplasmáticos, particularidad de los receptores 

metabotrópicos (Figura 9 A2). 

La arginina vasopresina ha mostrado actividad en la modulación en la transmisión sináptica 

(Ostergaard et al., 2014), la identificación de la identidad sináptica con la que están 

relacionados los receptores para AVP presentes en el LC puede ayudar a entender el tipo 

de interacción que tiene el sistema vasopresinérgico con el núcleo en cuestión.  

 Se identificó la presencia de grupos inmunoreactivos para el transportador vesicular 

de glutamato tipo 2 (VGLUT2) en contacto con las superficies somatodendríticas de 

neuronas noradrenérgicas, determinando así los sitios de liberación de este 

neurotransmisor (Figura 9 C1). Al evaluar la señal conjunta del VGLUT2 y el receptor V1b, se 

observó una proporción de grupos estrechamente unidos de ambas proteínas, lo que 

sugiere que una proporción de los receptores V1b funcionan en proximidad a sinapsis 

glutamatérgicas (Figuras 9 C2, C3). No obstante, muchos de los grupos inmunoreactivos 

para V1b, no se encontraron en contacto con VGLUT2. De tal forma, se identificaron los 

dominios de aferencias postsinápticas con la inmunodetección del transportador vesicular 

de GABA (VGAT), que al igual que el de glutamato, se encontró ampliamente distribuido en 

la superficie somatodendrítica del LC (Figura 9 D1). En cuanto a la colocalización de los 

receptores V1b con VGAT, se encontraron algunos grupos adyacentes entre sí, aunque, 

particularmente aquellas señales de V1b localizadas en la superficie somática no 

presentaron ninguna asociación con la inmunodetección de VGAT (Figura 9 D2-D4).  
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 Para establecer la relación de los receptores V1b con la superficie postsináptica se 

utilizó como marcador a la gefirina, proteína de andamiaje para los receptores de GABA y 

glicina en las sinapsis inhibitorias. La asociación de estos dos elementos fue detectada, sin 

embargo, fue escasa (Figura 9E). 
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Figura 9. El receptor V1b se expresa en neuronas noradrenérgicas y no-noradrenérgicas en las neuronas del LC en proximidad con 
sinapsis glutamatérgicas y GABAergicas. (A1) Inmunodetección para TH (azul) y al marcador pan-neuronal HuC (cian), identificando 
el soma de neuronas noradrenérgicas (cabeza de flecha) y neuronas no-noradrenérgicas (flecha) dentro del LC. (A2) Exhibe el 
mismo campo de visión, con inmunodetección para TH (azul) y al receptor V1b (magenta), la señal del receptor V1b se observa 
como grupos individuales en la membrana plasmática somatodendrítica, tipificando la expresión de un receptor metabotrópico. 
(A3) muestra el mismo campo visual con inmunorreactividad de HuC (cian) confirmando la presencia de neuronas no-
noradrenérgicas (flecha) y la señal de V1b (magenta). (A4) superposicionamiento y magnificación del área en A1-A3. (B1) 
Inmunodetección de TH (azul) y la proteína asociada a microtúbulos tipo 2 (MAP2) (cian), la cual se encuentra enriquecida en 
dendritas. (B2) Señal de TH (azul) e inmunoreactividad de V1b (magenta) confirmando la expresión de V1b en el perfil dendrítico de 
las neuronas noradrenérgicas. En (B3) se puede observar el mismo campo visual con la asociación de MAP2 (cian) y V1b (magenta) 
confirmando la expresión de este receptor en compartimentos dendríticos. (B4) corresponde a una magnificación de las cajas 
presentes en B1-B3. (C1) Inmunorreactividad de TH (azul) y la señal de transportador vesicular de glutamato tipo 2 (GLUT2) (cian), 
marcador de dominios presinapticos en sinapsis excitatorias. (C2) Muestra el mismo campo visual, con la inmunodetección de TH 
(azul) y el receptor V1b (magenta). En (C3) se observa el mismo campo visual, con la asociación de la inmunorreactividad de V1b 
(magenta) y VGLUT2 (cian), esta asociación apunta que el receptor V1b se expresa en sinapsis excitatorias. (C4) superposición y 
magnificación de las cajas en C1-C3. (D1) Inmunorreactividad de TH (azul) y el transportador vesicular de GABA (VGAT) (cian), 
proteína abundante en las terminales axónicos GABAérgicos y glicinérgicos y utilizadas para identificar las presinapsis inhibitorias. 
(D2) Exhibe el mismo campo visual con la señal de TH (azul) y el receptor V1b (magenta). (D3) Muestra en el mismo campo de 
visión, la asociación de inmunorreactividad del receptor V1b (magenta) con VGAT (cian), lo que sugiere la expresión de V1b en las 
sinapsis inhibitorias dentro del LC. (D4) Superposición y magnificación del área representada por la caja en D1-D3. En (E1) 
Asociación de la inmunorreactividad del receptor V1b (magenta) con la proteína de anclaje para los receptores de GABA y glicina 
en las sinapsis inhibitorias gefirina (cian), en específico el dominio postsináptico. (E2) exhibe el mismo campo de visión con la 
inmunodetección de TH (azul) y el receptor V1b (magenta). (E3) mismo campo de visión se muestra la señal de V1b (magenta) con 
gefirina (cian). Escasa colocalización de grupos inmunorreactivos para V1b y gefirina. sugiriendo una incorporación limitada de V1b 
en los dominios postsinápticos inhibidores, con estos receptores ubicados muy probablemente en los compartimentos 
perisinápticos. (E4) Superposición y vista ampliada del área encuadrada en E1-E3. Barras de escala (A1 – A3) 20 µm; (A4, B–D1-D3) 
10 µm; (B–D4) 5 µm. 
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7.3 Evaluación electrofisiológica de los efectos de AVP sobre las neuronas 

noradrenérgicas del LC. 

 Una vez determinados los componentes del sistema vasopresinérgico dentro del 

locus coeruleus, más los antecedentes de que AVP modifica la excitabilidad de las neuronas 

de otros núcleos (Lu et al., 1997; Raggenbass et al., 1988; Zhang et al., 2016) y dada la 

cercanía de los componentes inicialmente mencionados con las entradas sinápticas en el 

LC, decidimos probar si la activación farmacológica de los receptores V1a y V1b alteraba la 

excitabilidad espontánea de las neuronas de este núcleo mediante el uso de la técnica 

electrofisiológica whole-cell patch clamp en rebanadas agudas de cerebro que contuvieran 

el núcleo de interés. 

 La identificación de las neuronas registradas se realizó mediante el uso de biocitina 

contenida en la solución interna, con la finalidad de verificar su localización dentro del LC y 

su identidad neuroquímica. Sólo aquellas neuronas identificadas como inmunopositivas a 

TH y dentro del núcleo fueron consideradas para el análisis (Figura 10). Se registró un total 

de 50 células provenientes de 15 animales. 

 

  

Figura 10. Confirmación microscópica de la identidad molecular y localización de neuronas registradas. (A) 
Muestra la inmunoreactividad para biocitina, contenida originalmente en la solución interna de registro 
durante la configuración whole-cell, la inmunoreactividad se presenta en una sola célula marcada con la flecha. 
(B) Ilustra la inmunoreactividad para TH dentro del mismo campo de visión de (A), confirmando la localización 
de la neurona registrada dentro del LC. (C) corresponde a la magnificación y superposición del campo de visión 
de la célula en (A, B) confirmando que la neurona registrada es inmunopositiva a TH y por tanto una neurona 
LC-noradrenérgica. 
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7.3.1 Actividad de las neuronas noradrenérgicas en presencia de desmopresina  

 Para evaluar la influencia de la AVP en la actividad eléctrica de las neuronas del LC, 

se utilizó desmopresina (200 µM) un análogo sintético de vasopresina el cual ha sido 

reportado como más resistente a degradación y ha mostrado alta efectividad como 

agonista de los receptores V1a y V1b (Jurzak, Müller, & Gerstberger, 1995; Saito, Tahara, & 

Sugimoto, 1997; Sawyer, Acosta, & Manning, 1974). De un total de 20 neuronas registradas 

bajo estas condiciones, se observaron dos grupos de neuronas, que mostraron un aumento 

o una disminución de su actividad en respuesta a este fármaco.  

  Se llevó a cabo el análisis de las diferentes propiedades asociadas a la membrana 

de células excitables comparando los registros antes de la aplicación del fármaco (línea 

base) y posterior a la aplicación de la desmopresina. En la tabla 5 se resumen los valores de 

las propiedades de membrana correspondientes a las neuronas que presentaron un 

incremento en la actividad (N=9). Siendo el parámetro de la frecuencia de disparo (FR) el 

indicativo de este incremento en la actividad, cambiando significativamente de 1.7 ± 0.1 Hz 

a 2.9 ± 0.3 Hz, con un valor de p= 0.01 en un análisis de prueba de t de Student pareada. La 

exposición a este fármaco, también reflejó una disminución significativa en los valores de 

la constante de tiempo de la post-hiperpolarización (AHP tau) de 65 ± 6 ms a 53 ± 5 ms, con 

un valor de p = 0.005 con el mismo análisis estadístico (N=8). 

Tabla 5. Resumen de las características de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron 
un incremento en la frecuencia de disparo seguido a la aplicación del agonista de V1b desmopresina. Los datos 
se presentan como la media ± EEM 

Parámetro,(N) = número de 
células 

Linea base Desmopresina P (prueba de t de 
Student pareada) 

Frecuencia de disparo 
espontanea, Hz (9) 

1.7 ± 0.3 2.8 ± 0.3 0.01 

Potencial de membrana en 
reposo, mV (9) 

- 49.7 ± 0.9 - 50.2 ± 2.3 0.83 

Umbral del potencial de 
acción, mV (9) 

-36.0± 1.7 -37.0 ± 2.8 0.72 

Amplitud del potencial de 
acción, mV (9) 

68.0 ± 1.2 64.6 ± 3.0 0.20 

Porcentaje de células con 
potenciales de acción 

espontáneos (9) 

100 100 - 

Resistencia de entrada, MΩ 
(9) 

0.30 ± 0.02 0.31 ± 0.01 0.71 

Constante de tiempo de la 
membrana, ms (9) 

37.6 ± 4.6 41.7 ± 3.7 0.10 

Constante de tiempo de AHP, 
ms (8) 

65 ± 6 53 ± 5 0.005 
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En la figura 11 se observa el incremento en la frecuencia de disparo de los 

potenciales de acción espontáneos después del tratamiento con desmopresina (A1, A2), así 

como de manera gráfica se puede ver la disminución de los valores de la constante de 

tiempo de la post-hiperpolarización (A3). Asimismo, podemos observar los trazos 

representativos del grupo de neuronas que presentaron una disminución en la frecuencia 

de disparo (B1, B2) y el incremento de los valores en AHP tau de este grupo. Posterior a la 

aplicación de la desmopresina, ninguna otra característica celular mostró un cambio 

significativo (Tabla 5). 

 

  

Figura 11. Efecto de la desmopresina en la modulación de la actividad neuronal LC-noradrenérgica. (A1) Trazos 
representativos del patrón de disparos espontáneos antes y después de la aplicación de la desmopresina 200 
µM, de una cohorte de células que respondieron con un incremento significativo en la frecuencia de 
potenciales de acción espontáneos. (A2) Cuantificación de las frecuencias de disparo espontaneo (Hz) de 
neuronas del LC antes y después de la aplicación de la desmopresina (Simpson et al.) (A3) Gráfica comparativa 
de la constante de tiempo de la post-hiperpolarización (msec) de neuronas del LC antes y después de la 
aplicación de desmopresina (B1) Trazos representativos del patrón de disparos espontáneos antes y después 
de la aplicación de la desmopresina 200 µM, de un grupo de células que respondieron con una disminución 
significativa en la frecuencia de potenciales de acción espontáneos. (B2) Cuantificación de las frecuencias de 
disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la aplicación de la desmopresina (Simpson et 
al.). (B3) Cuantificación de la constante de tiempo de la post-hiperpolarización (msec) de neuronas del LC 
antes y después de la aplicación de desmopresina. En las gráficas, los puntos representan los valores 
individuales de las células, las barras rojas largas representan la media de todas las células del grupo y las 
barras rojas cortas representan el EEM. *p < 0.05, de una prueba pareada de t de Student. Las barras de escala 
en (A1, B1) la barra horizontal corresponde a 1 s, la barra vertical 10 mV. 
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 En otro grupo de neuronas, las cuales fueron registradas bajo las mismas 

condiciones, la aplicación de la desmopresina disminuyó significativamente la frecuencia 

de disparo de las neuronas del LC de 1.4 ± 0.3 Hz a 00.9 ± 0.2 Hz con un valor de p=0.02 

(Figura 11. B1, B2). En esta cohorte de células también se registró un incremento en los 

valores de la constante de tiempo de la post-hiperpolarización de 67 ± 8 ms a 167 ± 44 ms 

(Figura 11 B1), con un valor de p= 0.03 (Figura B3), así como una disminución significativa 

en la amplitud de los potenciales de acción de 69 ±1.8 mV a 45 ± 9.3 mV con un valor de p= 

0.02. Todos los datos corresponden a la media ± el error estándar de la media y valores de 

“p” corresponden a pruebas pareadas de t de Student con una N=11. Las demás 

características celulares no presentaron cambios significativos para este grupo (Tabla 6). 

Tabla 6. Resumen de las características de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron 
una disminución en la frecuencia de disparo seguido a la aplicación del agonista de V1b desmopresina. Los 
datos se presentan como la media ± EEM 

Parámetro, (N) = número de 
células 

Linea base Desmopresina P (prueba de t de 
Student pareada) 

Frecuencia de disparo 
espontanea, Hz (11) 

1.3 ± 0.3 0.9 ± 0.23 0.02 

Potencial de membrana en 
reposo, mV (11) 

-50.4 ± 0.8 -52.0± 0.8 0.12 

Umbral del potencial de 
acción, mV (11) 

-35.3± 0.6 -26.9 ± 536 0.10 

Amplitud del potencial de 
acción, mV (11) 

69.0± 1.8 45.5 ± 9.3 0.02 

Porcentaje de células con 
potenciales de acción 

espontáneos (11) 
100 100 - 

Resistencia de entrada, MΩ 
(11) 

0.36 ± 0.02 0.37 ± 0.04 0.79 

Constante de tiempo de la 
membrana, ms (11) 

42.1 ± 1.9 45.1 ± 3.2 0.46 

Constante de tiempo de AHP, 
ms (11) 

67.0 ± 8 167 ± 44 0.03 

 

  



 

49 
 

7.3.2 Efecto de antagonistas selectivos de los receptores V1a y V1b sobre 
la modulación local de AVP en locus coeruleus .  

 Dada la actividad que presentó la desmopresina, siendo un agonista del receptor 

V1b, modulando la excitabilidad de las neuronas del LC. El siguiente paso en este trabajo 

fue determinar si la liberación de la AVP local contribuye en la frecuencia de disparo de 

estas neuronas, mediante el registro de éstas en presencia de los antagonistas específicos 

de los receptores de AVP presentes en el núcleo de interés. 

 En el registro realizado con el bloqueo del receptor V1a con su antagonista específico 

[(d(CH2)51, Tyr (Me)2, Arg8)-Vasopresina, 30 nM] se obtuvieron efectos contrastantes en 

la frecuencia de disparo del LC. Con un 62 % de las células registradas que presentaron un 

incremento de FR de 1.6 ± 0.2 Hz a 2.1 ± 0.3 Hz (p= 0.0016), el bloque del receptor, también 

tuvo un efecto sobre AHP tau con una disminución en sus valores de 73 ± 9 a 60 ± 6 ms (p= 

0.0185), el análisis se hizo mediante la obtención de la media ± EEM y los valore de “p” 

corresponden a una prueba pareada de t de Student (N= 8) (Figura 12 A). El resto de los 

datos analizados se encuentran resumidos en la tabla 7  
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Tabla 7. Resumen de las características de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron 
un incremento en la frecuencia de disparo seguido a la aplicación del antagonista del RV1a. Los datos se 
presentan como la media ± EEM 

Parámetro, (N) = número de 
células 

Línea base Desmopresina P (prueba de t de 
Student pareada) 

Frecuencia de disparo 
espontanea, Hz (10) 

1.6 ± 0.23 2.1 ± 0.2 0.001 

Potencial de membrana en 
reposo, mV (10) 

-50.0 ± 1.2493  -51± 1.1 0.5411 

Umbral del potencial de 
acción, mV (10) 

-32.3 ± 3.7 -37.6 ± 1.3 0.14 

Amplitud del potencial de 
acción, mV 10) 

59.5 ± 6.89 61.9 ± 2.9 0.746 

Porcentaje de células con 
potenciales de acción 

espontáneos (10) 
90 100 - 

Resistencia de entrada, MΩ 
(10) 

0.4 ± 0.01 0.4 ± 0.01 0.114 

Constante de tiempo de AHP, 
ms (10) 

48.57 ± 6.1702 41.42 ± 2.7478 0.257 

Constante de tiempo de AHP, 
ms (10) 

73.0 ± 9 60.0 ± 6 0.018 

Figura 12. Efecto del antagonista específico del receptor V1a [(d(CH2)51, Tyr(Me)2, Arg8)-Vasopresina, 30 
nM] (Antg.V1a) en la modulación de la actividad neuronal LC-noradrenérgica. (A1) Trazos representativos 
del patrón de disparos espontáneos antes y después de la aplicación de Antg.V1a, de una cohorte de células 
que respondieron con un incremento significativo en la frecuencia de potenciales de acción espontáneos. 
(A2) Cuantificación de las frecuencias de disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la 
aplicación de Antg.V1a. (A3) Cuantificación de la constante de tiempo de la post-hiperpolarización (msec) de 
neuronas del LC antes y después de la aplicación de Antg.V1a. (B1) Trazos representativos del patrón de 
disparos espontáneos antes y después de la aplicación de Antg.V1a, de un grupo de células que respondieron 
con una disminución significativa en la frecuencia de potenciales de acción espontáneos.(B2) Cuantificación 
de las frecuencias de disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la aplicación de 
Antg.V1a.(B3) ) Cuantificación de la constante de tiempo de la post-hiperpolarización (msec) de neuronas 
del LC antes y después de la aplicación de Antg.V1a. En las gráficas, los puntos representan los valores 
individuales de las células, las barras rojas largas representan la media de todas las células del grupo y las 
barras rojas cortas representan el EEM. *p < 0.05, de una prueba pareada de t de Student. Las barras de 
escala en (A1, B1) la barra horizontal corresponde a 1 s, la barra vertical 10 mV. 
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El resto de las células registradas bajo estas condiciones, respondieron con una 

disminución en la frecuencia de disparo de 2.0 ± 0.2 a 1.4 ± 0.2 Hz; p= 0.017 (Figura 12 B1, 

B2), Sin embargo, no se observó una diferencia significativa entre los valores de AHP tau 

(Figura 12 B3) (64 ± 4 a 69 ±10 ms, p= 0.512, prueba pareada de t de Student, (N=6). 

 Las demás características de las células registradas bajo estas condiciones no 

mostraron ningún cambio significativo bajo el análisis estadístico (valor de p). los valores de 

la media ± EEM y los resultados del análisis estadístico de todos los parámetros analizados 

para este grupo de neuronas se resumen en la tabla 8.  

Tabla 8. Resumen de las características de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron 
una disminución en la frecuencia de disparo seguido a la aplicación del antagonista del RV1a. Los datos se 
presentan como la media ± EEM 

Parámetro, (N) = número 
de células 

Linea base Desmopresina P (prueba de t de 
Student pareada) 

Frecuencia de disparo 
espontanea, Hz (6) 

2.0 ± 0.3 1.4 ± 0.2 0.017 

Potencial de membrana en 
reposo, mV (6) 

-49.7 ± 0.7  -48 ± 1.1 0.0.0143 

Umbral del potencial de 
acción, mV (6) 

-32.32 ± 3.6961 -37.55 ± 1.308 0.14 

Amplitud del potencial de 
acción, mV (6) 

65.5 ± 2.0 58.3 ± 2.7 0.28 

Porcentaje de células con 
potenciales de acción 

espontáneos (9) 
100 100  

Resistencia de entrada, 
MΩ (6) 

0.4 ± 0.02 0.4 ± 0.0 0.16- 

Constante de tiempo de la 
membrana, ms (6) 

39.2 ± 3.0 44.7 ± 5.6 0.2425 

Constante de tiempo de 
AHP, ms (6) 

61.0 ± 4 69.0 ± 10 0.5117 
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Los resultados de los registros electrofisiológicos realizados con la aplicación del 

antagonista selectivo para el receptor V1b TASP 0390325 (Iijima et al., 2014), mostraron un 

comportamiento similar al de los dos fármacos anteriores, con una cohorte de células que 

manifestaron un incremento significativo en la frecuencia de disparo (2.2 ± 0.1 Hz a 3.2 ± 

0.3 Hz, p= 0.01 de prueba pareada de t de Student, N=8, Figura 13 A1, A2) o una disminución 

del mismo parámetro (1.7 ± 0.2 Hz a 1.3 ± 0.3 Hz, p= 0.03 de prueba pareada de t de Student, 

N=6, Figura 13 B1, B2), no obstante, en contraste con el efecto de la desmopresina, TASP 

0390325 no alteró significativamente los valores de la constante de tiempo post-

hiperpolarización tanto en las neuronas que presentaron un incremento en FR (65 ± 6 ms a 

58 ± 4 ms, p= 0.3442, N=8, Fig. 11 A3) o las que presentaron una disminución de su FR (78 

± 13 ms a 72 ± 10 ms, p= 0.3442, N=6, Fig. 13 B3), los valores de “p” corresponden a una 

prueba pareada de t de Student y los valores de los parámetros obtenidos se expresan como 

la media ± EEM, el resumen se presenta en la tabla 9 para las células con incremento en FR 

y la tabla 10 aquellas con diminución de FR. 

Tabla 9. Resumen de las características de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron 
un incremento en la frecuencia de disparo seguido a la aplicación del antagonista del RV1b. Los datos se 
presentan como la media ± EEM 

Parámetro,(N) = número de 
células 

Línea base Desmopresina P (prueba de t de 
Student pareada) 

Frecuencia de disparo 
espontanea, Hz (8) 

2.2 ± 0.1 3.2 ± 0.3 0.01 

Potencial de membrana en 
reposo, mV (8) 

-49.6 ± 1.0 -49.6 ± 1.2 0.87 

Umbral del potencial de 
acción, mV (8) 

-35.2 ± 1.1 -36.2 ± 1.0 0.06 

Amplitud del potencial de 
acción, mV (8) 

60.9 ± 3.1 58.8 ± 1.0 0.63 

Porcentaje de células con 
potenciales de acción 

espontáneos (8) 
100 100 - 

Resistencia de entrada, MΩ 
(8) 

0.334 ± 0.03 0.33 ± 0.03 0.43 

Constante de tiempo de la 
membrana, ms (8) 

53.1 ± 10.5 42 ± 3.8 0.88 

Constante de tiempo de AHP, 
ms(8) 

65 ± 6 58 ± 4 0.34 
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Tabla 10. Resumen de las características de membrana de las neuronas LC-noradrenérgicas que presentaron 
una disminución en la frecuencia de disparo seguido a la aplicación del antagonista del RV1b. Los datos se 
presentan como la media ± EEM 

Parámetro,(N) = número de 
células 

Linea base Desmopresina P (prueba de t de 
Student pareada) 

Frecuencia de disparo 
espontanea, Hz (6) 

1.7 ± 0.2 1.34 ± 0.23 0.03 

Potencial de membrana en 
reposo, mV (6) 

-50.3 ± 0.8 -51.4 ± 0.8 0.10 

Umbral del potencial de 
acción, mV (6) 

-34.2 ± 0.6 -35.1 ± 0.6 0.07 

Amplitud del potencial de 
acción, mV (6) 

67.2 ± 1.4 60.9 ± 3.0 0.08 

Porcentaje de células con 
potenciales de acción 

espontáneos (6) 
100 100 - 

Resistencia de entrada, MΩ 
(6) 

0.34 ± 0.03 0.33 ± 0.03 0.39 

Constante de tiempo de la 
membrana, ms (6) 

53.1 ± 10.5 48.1 ± 5.1 0.35 

Constante de tiempo de AHP, 
ms (6) 

78 ± 13 72 ± 10 0.40 

Figura 13. Efecto del antagonista específico del receptor V1b TASP 039325, 20 nM (Antg.V1b) en la 
modulación de la actividad neuronal LC-noradrenérgica. (A1) Trazos representativos del patrón de disparos 
espontáneos antes y después de la aplicación de Antg.V1b, de una cohorte de células que respondieron con 
un incremento significativo en la frecuencia de potenciales de acción espontáneos. (A2) Cuantificación de 
las frecuencias de disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la aplicación de Antg.V1a. 
(A3) Cuantificación de la constante de tiempo de la post-hiperpolarización (msec) de neuronas del LC antes 
y después de la aplicación de Antg.V1b. (B1) Trazos representativos del patrón de disparos espontáneos 
antes y después de la aplicación de Antg.V1b, de un grupo de células que respondieron con una disminución 
significativa en la frecuencia de potenciales de acción espontáneos.(B2) Cuantificación de las frecuencias de 
disparo espontaneo (Hz) de neuronas del LC antes y después de la aplicación de Antg.V1b.(B3) ) 
Cuantificación de la constante de tiempo de la post-hiperpolarización (msec) de neuronas del LC antes y 
después de la aplicación de Antg.V1b. En las gráficas, los puntos representan los valores individuales de las 
células, las barras rojas largas representan la media de todas las células del grupo y las barras rojas cortas 
representan el EEM. *p < 0.05, de una prueba pareada de t de Student. Las barras de escala en (A1, B1) la 
barra horizontal corresponde a 1 s, la barra vertical 10 mV. 
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7.4 Determinación de la presencia de axones vasopresinérgicos en contacto con 

neuronas noradrenérgicas y no-noradrenérgicas del LC en proximidad a sinapsis 

excitatorias e inhibitorias  

 Los resultados obtenidos de los registros electrofisiológicos con la exposición a los 

antagonistas de los receptores de vasopresina V1a y V1b, son un indicio de la actividad 

moduladora de AVP y sus receptores en los niveles basales de la actividad del locus 

coeruleus. Para que esto suceda, la presencia y distribución de aferentes con este 

neuromodulador a través de este núcleo debe ser extensa.  

 Para dilucidar un patrón de marcaje específico de AVP dentro del LC, se utilizaron 

dos anticuerpos anti-AVP (AC39363, IS20069) y la región cerebral de PVN como control 

positivo. Ambos anticuerpos proporcionaron un patrón de inmunoreactividad en el núcleo 

paraventricular consistente con trabajos anteriormente publicados (Zhang & Hernandez, 

2013), sin embargo, el anticuerpo que desplegó una relación señal/ruido superior fue el 

anticuerpo AC39363 (Figura. 12A), por lo tanto, fue seleccionado para el resto del trabajo.  

 Como se puede observar en la figura 6 B y C, la inmunoreactividad del AVP dentro 

del LC se manifiesta como plexos varicosos y como grupos individuales, además se puede 

recalcar que la señal se encuentra distribuida a través de todo el núcleo, tanto en el centro 

del mismo, así como en la región dendrítica también llamada pericoeruleus. No obstante, 

no se detectaron neuronas inmunoreactivas a AVP dentro de este núcleo.  
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Figura 12. Confirmación de inmunoreactividad de AVP en el hipotálamo y LC. (A1, A2) Exhiben la comparación de 

la inmunoreactividad de dos diferentes anticuerpos, en el núcleo paraventricular del hipotálamo. AC39363 es el 

anticuerpo obtenido de Abcam y IS20069 s obtuvo de ImmunoStar. Ambos anticuerpos reprodujeron el patrón 

de expresión de la AVP esperado en esta región del cerebro (Zhang & Hernandez, 2013). (B, C) Muestran 

comparativamente los patrones de marcaje de estos anticuerpos anti-AVP en el LC, utilizando las mismas 

condiciones que las usadas para el tejido hipotalámico. (B3, C3) Muestran que dentro del LC, la 

inmunoreactividad presentada por AVP es una combinación de plexos varicosos y grupos individuales en contacto 

con la superficie somatodendrítica. Las barras de escala en (A) 100 µm; (B1, B2, C1, C2) 50 µm; (B3, C3) 10 µm. 

III, tercer ventrículo. 
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Cuando se realizó la inmunodetección detallada del contacto de las varicosidades 

de AVP, se determinó que éstas contactan tanto con células noradrenérgicas (Figura 13 A1, 

A2) como no-noradrenérgicas (Figura 13 A3, A4). Asimismo, fue identificado el contacto de 

esta varicosidades con perfiles dendríticos muy semejantes a la distribución de los 

receptores V1a y V1b en esta región (Figura 13 B), por lo cual se evaluó la inmunoreactividad 

de AVP junto con los marcadores neuronales y sinápticos utilizados con los dos subtipos de 

receptores V1.  

El resultado fue una gran asociación con los grupos inmunoreactivos 

correspondientes a los transportadores de glutamato (Figura 13C) y con el perfil dendrítico 

(Figura 13B) dentro del locus coeruleus, y con una asociación menor con la señal 

correspondiente a los grupos inmunoreactivos de VGAT (Figura 13 D) y gefirina (Figura 13E).  
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Figura 13 Perfiles axonales vasopresinérgicos nativos en contacto con células noradrenérgicas y no-noradrenérgicas dentro del LC en 
proximidad a sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas. (A1) Inmunoreactividad para TH (azul) y HuC (amarillo), indicando la distribución de 
las neuronas noradrenérgicas y no-noradrenérgicas (flechas gruesas). (A2) Muestra el mismo campo de visión, con inmunoreactividad para 
TH (azul), AVP (magenta) con perfiles inmunoreactivos en contacto con células noradrenérgicas (cabeza de flecha). (A3) Mismo campo de 
visón, AVP (magenta) y HuC (amarillo), confirmando la asociación de AVP con células no-noradrenérgicas (flechas). (A4) superposición de 
(A1-A3). (B1) Inmunoreactividad para TH (azul) y MAP2 (cian). (B2) Mismo campo de visión con inmunoreactividad para TH (azul), AVP 
(magenta). (B3) Muestra mismo campo de visión, con la asociación de la inmunoreactividad de AVP (magenta) y MAP2 (cian). (B4) 
Superposición de (B1-B3) con una clara cercanía de las varicosidades de AVP con el perfil dendrítico (cabezas de flechas). (C1) 
Inmunoreactividad para TH (azul) y VGLUT (cian). (C2) Mismo campo de visión con inmunoreactividad para TH (azul), AVP (magenta). (C3) 
Mismo campo de visión, con una gran asociación entre la inmunoreactividad de AVP (magenta) y VGLUT (cian) (cabezas de flecha). (C4) 
Superposición de (C1-C3). (D1) Inmunoreactividad para TH (azul) y VGAT (cian). (D2) Mismo campo de visión, con inmunoreactividad para 
TH (azul), AVP (magenta). (D3) muestra la inmunoreactividad de AVP (magenta) en asociación con pocos grupos inmunopositivos para 
VGAT (cian). (D4) Superposición de (D1-D3). (E1) Inmunoreactividad para TH (azul) y gefirina (cian). (E2) Mismo campo de visión, con 
inmunoreactividad para TH (azul), AVP (magenta). (E3) Mismo campo de visión con una asociación dispersa de la inmunoreactividad de 
AVP (magenta) y gefirina (cian). (E4) Superposición de (E1-E3). Barras de escala (A) 15 µM; (B-E) 10 µm. 
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7.5 Interacción de perfiles inmunoreactivos de AVP en asociación con otras vías 

neuromoduladoras aferentes dentro del LC 

Como se había mencionado con anterioridad, el LC es un núcleo que presenta una amplia 

variedad de péptidos moduladores (Schwarz et al., 2015; Sutin & Jacobowitz, 1991), no 

obstante, hasta la fecha no hay un reporte claro de la posible asociación de fibras 

inmunopositivas para AVP con fibras que contengan algún otro de los neuropéptidos 

moduladores reportados dentro del LC. Por tanto, se llevaron a cabo los ensayos 

inmunohistoquímicos pertinentes para determinar la posible colocalización de las fibras 

vasopresinérgicas con algún neuropéptido de los que se tiene reporte, contactan con las 

neuronas del LC, alterando su excitabilidad. Estos son, la sustancia P (Guyenet & 

Aghajanian, 1979; Pickel et al., 1979), encefalina (Van Bockstaele et al., 1995), orexina A 

(Hagan et al., 1999; Horvath et al., 1999) y CRH (Valentino et al., 1983).  

 En la inmunodetección sólo fue posible observar pequeños subconjuntos de 

substancia P en colocalización con escasas varicosidades de AVP, la gran mayoría son 

mutuamente excluyentes (Figura 14A). La asociación de vasopresina con encefalina, orexina 

y CRH no fue detectable en ninguno de los casos, como puede observarse en las figuras 14 

B, C y D respectivamente.  
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Figura 14. Asociación de AVP con sistemas aferentes neuromoduladores en LC. (A1) Inmunoreactividad para 

TH (azul) y sustancia p (Sub P) (cyan). (A2) Mismo campo de visión, inmunoreactividad de TH (azul) y AVP 

(magenta). (A3) Superposición de (A1, A2) mostrando colocalización aislada de la inmunoreactividad de Sub 

P y AVP (cabezas de flecha). (B1) Inmunoreactividad para TH (azul) y encefalina (ENK) (cian). (B2) 

Inmunoreactividad para TH (azul) y AVP (magenta) varicosidades (flechas). (B3) Superposición de (B1, B2) con 

ausencia de colocalización de AVP (flechas) y ENK (cabezas de flecha). (C1) Inmunoreactividad para TH (azul) 

y orexina (ORX) (cian). (C2) inmunoreactividad par a TH (azul), AVP (magenta) (flechas). (C3) Superposición 

de (C1, C2) mostrando ausencia de colocalización entre AVP y ORX. (D1) Inmunoreactividad para TH (azul) y 

la hormona liberadora de corticotropina (CRH) (cian). (D2) Inmunodetección de TH (azul) y varicosidades de 

AVP (magenta) (flechas). (D3) Superposición de (D1, D2) mostrando la ausencia de colocalización de AVP 

(flechas) con CRH (cabezas de flecha). Barras de escala 10 µm.  
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7.6 Efecto del estrés agudo sobre la interacción de los sistemas LC-AVP 

El locus coeruleus se encuentra íntimamente relacionado con procesos de estrés, 

manifestando un incremento extracelular de noradrenalina en las regiones terminales del 

LC, como resultado de la activación de éste núcleo en respuesta tanto a estresores físicos 

como sociales (Abercrombie et al., 1988; Chan & Sawchenko, 1995; Kollack-Walker, 

Watson, & Akil, 1997; Rusnák et al., 2001; Smagin, Swiergiel, & Dunn, 1994). También se 

sabe que hay una activación de las vías vasopresinérgicas reguladas por PVN, 

específicamente hablando de las neuronas parvicelulares liberando AVP sinérgicamente 

con CRH resultando en la secreción de ACTH en procesos de estrés (Engelmann, Landgraf, 

& Wotjak, 2004; Rivier & Vale, 1983, O'Connor, O'Halloran, & Shanahan, 2000). Por ello, se 

decidió explorar la posible modificación del sistema LC-AVP por efecto de exposición a 

estrés agudo durante 1 hora (Buynitsky & Mostofsky, 2009). 

 Los tejidos cerebrales correspondientes a la región del LC de 5 ratones control y 5 

sometidos a estrés agudo, fueron examinados mediante inmunohistoquímica para la 

detección de los posibles cambios en la inmunodetección de los receptores V1a y V1b. En la 

inmunoreactividad del receptor V1aen tejido de animales control versus estrés (Figura 15A) 

no fue detectado cambio alguno. No obstante, se observó un incremento de los grupos 

inmunoreactivos correspondientes al receptor V1b, principalmente aquellos localizados en 

la superficie somática y el citoplasma de neuronas noradrenérgicas (Figura 15B). 
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Figura 15. El estrés agudo modifica los patrones de expresión de expresión de los receptores de AVP. (A1) 

Muestra la inmunodetección de TH de un ratón control. (A2) Muestra el mismo campo visual, con la 

inmunoreactividad de V1a. (A3) Superposición de (A1, A2). (A4) Inmunodetección de TH en el tejido de un 

ratón expuesto a restricción de movimiento 1 h, sacrificado 1 h después. El procesamiento del tejido y la 

obtención de las imágenes se realizó bajo las mismas condiciones que el animal control. (A5) Mismo campo 

visual con la inmunoreactividad para V1a, con ninguna diferencia evidente en el patrón o intensidad entre 

las muestras control y estrés. (A6) Superposición de (A4, A5). (B1) Muestra la inmunoreactividad de TH en 

tejido control. (B2) Mismo campo visual con la inmunodetección de V1b de. un ratón control. (B3) 

Superposición de (B1, B2). (B4) Inmunoreactividad de TH en el tejido de un ratón expuesto a estrés por 

restricción de movimiento durante 1 h. (B5) Mismo campo visual con la inmunoreactividad para V1b, con un 

notable incremento en la intensidad de la señal, tanto en la superficie como en el citoplasma de neuronas 

noradrenérgicas. (B6) Superposición de (B4, B5). Barras de escala 10 µm. 
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8. Discusión  
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El locus coeruleus es un núcleo pequeño, sin embargo, es la fuente principal de 

noradrenalina del prosencéfalo y la única fuente de este neurotransmisor de la corteza y el 

hipocampo que son centros controladores de la cognición, la memoria y comportamientos 

complejos, asimismo es un centro de control homeostático, que aseguran funciones vitales 

de muchos animales incluyendo al ser humano (Valentino & Van Bockstaele, 2008). 

Asimismo, es considerado un núcleo altamente heterogéneo molecularmente hablando 

debido a la gran cantidad de receptores, péptidos moduladores intrínsecos y foráneos que 

llegan a él mediante fibras aferentes de una gran diversidad de otros núcleos de sistema 

nervioso (Guyenet & Aghajanian, 1979; Hagan et al., 1999; Valentino et al., 1983). 

 Si bien la presencia de arginina vasopresina dentro de este núcleo se conoce desde 

la década de los 70’s (Buijs et al., 1978), no era claro el papel que este neuromodulador 

desempeñaba dentro del LC y la presencia y distribución de sus receptores, hasta el 

momento eran desconocidos.  

 En cuanto a la anatomía del LC relacionada con el sistema vasopresinérgico, 

nuestros resultados determinaron la presencia de los receptores V1a y V1b en diferentes 

tipos neuronales dentro de éste núcleo. Localizado en la superficie somatodendrítica tanto 

de neuronas noradrenérgicas como no noradrenérgicas, la señal detectada mediante 

inmunohistoquímica del receptor V1b fue mayor, contrario a lo que podía esperarse, ya que 

el receptor más ampliamente distribuido en el CNS es el V1aR (Huber, Veinante, & Stoop, 

2005; Ostrowski et al., 1994), lo que sugiere al LC como otra de las zonas de distribución del 

receptor V1b junto con el septo lateral, amígdala, BNST, la región CA2 del hipocampo y 

algunas zonas corticales (Hernando et al., 2001; Salome et al., 2006; Stemmelin et al., 2005). 

Este es el primer reporte de la distribución de ambos receptores en este núcleo. 
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La distribución de las fibras vasopresinérgicas en contacto con neuronas 

noradrenérgica y no-noradrenérgicas, también resultó novedoso, además de la correlación 

con otros péptidos moduladores, en donde los axones que contienen a la vasopresina, solo 

mostraron una escasa asociación con la sustancia P, proveniente de otro sistema aferente 

que inerva al LC (Pickel et al., 1979). Lo que sugiere que la vía aferente de AVP es 

independiente a otros péptidos neuromoduladores. 

Determinar la interacción del sistema vasopresinérgico con las entidades sinápticas 

del LC fue importante para entender el papel neuromodulador de la AVP dentro de este 

núcleo. La distribución de las fibras vasopresinérgicas y los receptores V1a y V1b mostraron 

un patrón de distribución muy semejante con respecto a la inmunodetección del VGLUT2, 

en donde se observó una proporción importante de fibras vasopresinérgicas y 

principalmente del receptor V1b en cercanía con este transportador, sugiriendo una función 

en proximidad a sinapsis glutamatérgicas, así como la cercanía del sistema vasopresinérgico 

con sinapsis inhibitorias, la cual se detectó en menor proporción dada la señalización 

conjunta del sistema vasopresinérgico con VGAT y gefirina. Estos resultados pueden ser un 

indicador de la posible participación de la AVP en la regulación de la excitabilidad neuronal 

dentro del LC, la cual ya ha sido reportada en otras regiones del sistema nervioso como la 

amígdala central, el septo lateral y dorsal, PVN, SON el tronco cerebral y motoneuronas del 

hipogloso (Bailey et al., 2006; Hermes et al., 2000; Kombian et al. 2000; Ramanathan et al., 

2012; Reymond‐Marron, Raggenbass, & Zaninetti, 2005; Van Den Hooff & Urban, 1990).  
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Respecto a la modulación por parte de la AVP en las neuronas del LC. La 

determinación de la identidad neuronal posterior al registro electrofisiológico, señaló que 

todas correspondían a neuronas noradrenérgicas. 

 El registro con los antagonistas de los receptores de vasopresina arrojó efectos 

contrastantes sobre la excitabilidad neuronal. Los receptores V1ay V1b, ambos 

pertenecientes a la familia de los receptores acoplados a proteínas G (GPCR’s), 

específicamente a las Gαq/11 que activan las vías acopladas a la fosfolipasa C (Koshimizu et 

al., 2012). Sin embargo, estos efectos contrastantes por este tipo de receptores no son 

desconocidos. Existen reporte de que un mismo receptor GPCR es capaz de activar 

diferentes cascadas de segundos mensajeros, esto gracias a los diferentes estados 

conformacionales que adoptan una vez unido su ligando, que pueden ir de la activación a 

la inactivación (Kenakin, 2003), así como la capacidad de formar homo- y heterodímeros, 

que deriva en variaciones de las propiedades farmacológicas de estos receptores (Park & 

Palczewski, 2005) o bien la localización de los mismos en microdominios de la membrana 

plasmática como las balsas lipídicas o caveolas (Guzzi et al., 2002). El receptor V1b es el 

ejemplo perfecto de esta variabilidad en la transducción de señales, ya que es capaz de 

activar simultáneamente la vía de Gq/-fosfato inositol y Gs-cAMP (Jard et al., 1986; 

Sabatier, Richard, & Dayanithi, 1998) o bien cada una por separado (Orcel et al., 2009). Sin 

embargo, a partir de nuestros datos, no es posible determinar si alguna de estas variables 

es la responsable de los efectos obtenidos con los antagonistas o bien con la desmopresina.  

 Si bien podemos atribuir la dualidad del efecto de estos fármacos sobre las neuronas 

a un estado metabólico determinado de las mismas, también es importante recordar que 

aún dentro de la población de las neuronas noradrenérgicas existen subpoblaciones 

genéticamente diversas (Plummer et al., 2017; Robertson et al., 2013). Para determinar 

esto, aunado a los registros electrofisiológicos y la identificación de la identidad neuronal, 

sería necesario determinar la identidad del receptor para AVP directamente responsable 

de los cambios en los patrones de disparo neuronales, así como la interacción de estos 

receptores con los componentes sinápticos cercanos en estas células. 

  Específicamente hablando los perfiles de distribución del receptor V1b, nuestros 

datos los ubican también en neuronas no-noradrenérgicas del LC, las cuales tienen 
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características neuroquímicas de las interneuronas inhibitorias (Aston-Jones, Zhu, & Card, 

2004; Corteen et al., 2011) En relación con lo anterior, el cambio en la frecuencia de disparo 

también podría ser atribuido a la modulación de los neurotransmisores canónicos locales, 

dada la cercanía de estos receptores con las entidades sinápticas glutamatérgicas y 

GABAergicas que observamos en este trabajo y que ha sido reportado en otras regiones 

cerebrales (Raggenbass, 2008; Rood & Beck, 2014) 

 Uno de los cambios en las propiedades de membrana inducidos por la 

desmopresina, fue el cambio en la constante de tiempo de la post-hiperpolarización, 

característica que se encuentra directamente relacionada con la repolarización de la 

membrana y la capacidad de la célula para disparar el siguiente potencial de acción. Un 

efecto similar ha sido observado en la aplicación de otras neurohormonas como la CRH, 

siendo modulado por las conductancias de potasio (Jedema & Grace, 2004). También 

mostrando un acoplamiento diferencial con diversas proteínas G, el receptor para CRH 

activa cascadas de diversos segundos mensajeros resultando en la activación o inactivación 

de canales iónicos específicos (Aldenhoff et al., 1983; Grammatopoulos et al., 2001; 

Rainnie, Fernhout, & Shinnick-Gallagher, 1992) Sin embargo, la aplicación de antagonistas 

de CRH, no tiene ningún efecto sobre la frecuencia de disparo de las neuronas del LC (Page 

& Abercrombie, 1999), lo que descarta a la CRH como responsable de este parámetro de la 

fisiología del LC. Por el contrario, en este trabajo, el efecto de la aplicación de los 

antagonistas de los receptores V1a y V1b por si mismos afectaron significativamente la 

frecuencia de disparo del LC, lo que puede ser un indicativo de que el sistema 

vasopresinérgico tiene una influencia directa sobre la actividad eléctrica de las neuronas 

del LC. Otra diferencia que presentan nuestros datos, es la capacidad del sistema 

vasopresinérgico de modular al LC de manera bidireccional, los cual no sólo marca una 

diferencia con CRH sino con otros péptidos neuromoduladores que provocan 

selectivamente un incremento o una disminución en la frecuencia de disparo (Zitnik, 2016)  
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Con la disminución en la amplitud de los potenciales de acción de las células que 

mostraron una disminución de la FR, es tentador asegurar que estos efectos se encuentran 

relacionados al cambio en la conductancia de iones específicos, no obstante, dada la 

ausencia de un cambio significativo en la resistencia de entrada de las células, cuestiona 

cualquier atribución a los mecanismos de compuerta de los canales de membrana. 

 No obstante, el efecto de la vasopresina mediado por sus receptores, en el cambio 

significativo de la frecuencia de disparo en las neuronas noradrenérgicas del LC, representa 

un impacto sobre la liberación de noradrenalina en el sistema nervioso central, dada la 

correlación que existe entre estos dos factores (Abercrombie et al., 1988; Korf et al., 1973). 

 Tras los experimentos de exposición a estrés agudo por restricción de movimiento, 

aun cuando no hubo un cambio en la inmunoreactividad para el receptor V1a, los cambios 

en los patrones de inmunodetección para el receptor V1b, fueron drásticos. Estos cambios 

parecen indicar la internalización de estos receptores dada la amplia señal correspondiente 

en compartimentos citoplasmáticos, siendo la internalización de los receptores acoplados 

a proteínas G un indicador de activación metabólica (Dale, Babwah, & Ferguson, 2002; Kelly, 

Bailey, & Henderson, 2008), este fenómeno puede ser un indicador de que esta vía se 

encuentra implicada en la respuesta al estrés en el LC, lo cual no es del todo impensable, 

ya que en otro estudio se demuestra que la administración de antagonistas selectivos del 

receptor V1b, bloquea los efectos inducidos por estrés tanto en el eje hipotalámico 

hipofisario, así como en procesos de recuperación de la memoria (Barsegyan et al., 2015). 

 Las neuronas del locus coeruleus son altamente sensibles a factores estresantes 

tanto físico como emocionales, respondiendo con un incremento en la frecuencia cardiaca, 

siendo el CRF responsable de este incremento (Valentino & Van Bockstaele, 2008), por ello, 

no sería sorprendente que la liberación coordinada de la AVP y CRF del hipotálamo en 

procesos de estrés (Kormos & Gaszner, 2013) ambas vías de manera independiente estén 

participando en la modulación de la respuesta al estrés en el LC. 
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9. Conclusiones 
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 El locus coeruleus se encuentra inervado por fibras vasopresinérgicas, las cuales presentan una 

distribución muy semejante a la distribución de los receptores V1a y V1b. 

La administración del análogo de AVP, desmopresina, presenta un efecto tanto excitatorio como 

inhibitorio en la actividad eléctrica de las neuronas del LC.  

La aplicación de los antagonistas para los receptores de AVP presentan un efecto semejante al de 

desmopresina. 

La exposición a estrés agudo incrementa la inmunoreactividad del receptor V1b en los 

compartimientos citoplasmáticos de las células noradrenérgicas del LC. 

En resumen, este trabajo sugiere que la modulación de los patrones de disparo del LC, se 

encuentran íntimamente relacionados con los componentes del sistema vasopresinérgico presentes 

en este núcleo. Nuestros resultados sugieren una vía cooperativa de AVP con CRF en las respuestas 

adaptativas homeostáticas y de comportamiento a procesos de estrés modulados por el LC. 
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t", ,,, f", le 11<UL11i1l .. ~tw.y N1ót:1 l ¡ , t ... " lluJuklt"" 1' ,.,,,,, "~'''' 1'I>i»Í<:1uyi<:aI 

u.d betortiorlOl re"P"'"""'~ eMmtiel fa .U .... TI¡a! :lr.e ",eh LC a 'ferent ",,~\em wt1ch 

;c p001.,. .....oor.:lood con!: .. "" Iho nEUfO"<>fmOfl<> :rg ......... -vaoopr.....,¡., (t,V?,. Hefg W9 

provrn m fi",1 rnmn.-... tr~l"", nI 1m rroF."llllr ;ni Im"IOMI c:t".."",,'>Ii..-i<'_,, ni 1M I C­

AW sysl!YT. bI,' ch3tacleflllf)(J ~5 receptor-spea\lc rrndlJlGtlon 01 idootmw Le; neLfOffi 

>J oJ ¡j""lio.;ily ¡ I r"'V.)I"'" tu ~t"",:; , Hiyl l ~l ~u lfcx.:<l ,,¡c:r""'-"'PY re"""""-J li .. t 
;mmurKYcool;';t)' lar thc A"P r:x:c~tor l b (Vtb) woo Iocctcd Ofl pIooma rrcmbnnro 
01 ,"""oc'renerge aoc ocn-r>:oradrene<g¡c lC ,..,....0'-". I~ cor;trast, ;mmuro'eaclr..Hy 10" 

!he 'Ila receptor was !'xduSMlly Iocé.ted Ofl LC ncrahnergic "!eUUlS. No ~ 
51glal. eIt!ler a l !he mRNA O" plo:eln 1eveI. Ylm delected lar !he "2 receplar Ir ne l e. 
C1u5l= ;rnrrlIMCoredCli.., lar V1 a -o' were Iocalec ;n pmxirity to prof1e~ rrmtnareactive 

lar GABJlggo ard glvtam:rtEorgic !:'j'mptic roctkw proteiflJ . • \V'F rTrn"'Of"x:itiw 

w .... n.~ "'""''' " ...... ..,,,,,100 $'.m' 10 "'N>I"'] fr, ",rll " .... "pl ",IWYi<P.rl<, ~­

cet pateh Ca"lV eecUOphysiokx¡y reveaed Ital !he pha~ a::tivalon :JI Vl:J 

' '''-'''t'!lJor.¡ "Y',;[""""lly ¡;u~ ~., 'V" 'l .. ,,,,,,-,,, >telw.y uf 45% (9/2q uI ,tJCUOOJ 
w'adrcocrgic ",,~rorn. 'Nth 1"" rcm:oining 5M (11120) 01 ccb cxhjbitng n "*;¡nific,..,1 

~a"" in 1heir basal fino;¡ patlems Bbckade 01 V1a and V1b receptors on theór 

<Mfi SÍ(Jli'ÍCanty altered LC OOJ'CIlal e xcitabiity in a siT~ar tEterooeneous ma"tlff, 

deTlOOSlTaltl\l ttla1 endoQe'lOUS AVP seIS !te b3sa1 Le oeuuoal OOrQ rale!i , Firlatl. 

eJ<j>O&lg animal. lo acule streS5 Í'1CreaS<>j V1 b, rut oot V1 a recq:lor e><p"'s"bn. 

wt;ilol docrcming AI/P irrmur=ti.;ty, Th" ":ud>' I<:vcnb !te AVP V1 e b l'J'''lcm ro 
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acoreijerllble ..... ' ipVoeI( of n.o Le ~~.u regult.tor of LC IliCtMty. 
S nce AI/P pm.art,. li.nctior.s ... a ¡eg¡ ¡Iatcr 01 horneo>tiGs. lile dóita -..ggesl a ncMI 
palhWa)l ~ TtJduaYQ !he hrcto""inc 01 a bao re<jo1 !tal is n:eoraI 10 meóarJno 
toO.It¡Jj .... ,~_. 

K.,-" "_'=+_,,,*,-,,, T~ImOl:II., __ 

INTROOUCTION 

no. Le ¡, • duol<, al "'''IO~' local:<! wilh,,, iIw pc'" 
dillin[Ui5heol f:v;n nnoon:lllltl «I1IPJUfS ~ 1~1r prlll'-U<ti"" 
of 1M " ... rnt,,,,,rniltOf ""....:I", .. l ... (NA) (DUl ___ and 
Fu •• 19M). Dc¡¡Il< 11", c~'''I ..... l .. '" ...... ,l ... ,,"""" .. dI< 
~ri"dpal .... """ projods \O a11OOS1 IIn n:ki:w.s of iIIf ~ .. iol. 
....d lIJ'Íoal card. lhO<tby 1I<f\'Í"I '" ~ ... pril1l"'Y ""e",", o : 
SA (01" :M .:vIro! lleJ\'O"1 i)'$lim (SchWllil'l a..,j U», 201,), 
TI ... n .. ,.1I il • 1 ("~N~ ')~'"''' ,tu, I"V"otI. b,p< """" ,,( "', 
IDO..: .. I,nl iUpod> of br';" f.",I;" • • ",b .. . "' .... .1 ¡Ca .. .." 
.t al, 20W). anooüon [l iste! el ,1. 1999j, I IId rner.>or)' (Sara. 
2015 ). TII<5< "",,,,l ?~ <re a>rnbincO 10 mc<!iato a <oro 
re'pon.lbllty or lOO Le·NA .yaem, 1h ll1 bel.n, Ih. """'Jlt Uan 
.. f .. br1,w ""i"'''''' In r""""'",I , .. ,1 ¡>ft),inl<>j!i~,1 ,,,.,,,,' ..... 
w\i,h ;" • rro< ........ r.' i. 1 fo • • u,,; ... 1 i • • n <ver drn . ... i' 
"wkl (V. It"joo '00 Van Boctslifle, zocn "fh.s il ¡,¡;ronlpliVlOO 
~ a hishly Jy"'ntic H<'i, '¡'¡ity rrofilo el Le "I/'JlOr.' , ,,'hio::h 
"",,:ts Ir. tie ,nnSi! ofNA In l"t(\se 1)l-I, Iowrnponlaod braJn · 
R.l ....... iiCI"Uml1 H~wever. l hil cor.tnbl liol ofl~ LeNA 
.,. ... m 'o ho"'''''' ........ nd. bo)CInd ,~ CNs, indw.! dun, .. 
In Ile a<tiTilf of Le neurou h, Vf I>f.m _ial1'd ,..¡m di'""", 
,....ipbont p.l)'i~il 010''' . OI.IC~ a. iM"'i' .il cor" .-..;Iil'1 
:W" .... d. d. 1997\, .1 .. , ... lu w.....J J.II .... " . ,eu.h •• 1 d. 
1\l9.!), bU<!dtr cootract.li¡y (Ria:enNotM et al, lCOB) .l1li Huid 
:..Ianco (Gc>ciro '" al. Xo». l1ictcfon. ,he roe .......... lI<'"",m 
u: .... JrorW ",CiubiUl, ~al'l1 IK poItnllill 10 lnip;w:t on a V"lS! 

u ·u n( ""~ r ......... _ .......... "Hr .Iwo o.. .... od io • 

nmi,..,. of moj<>r """"hnAl ....... ' b '-Ioh .... d 11 ....... . 
Tht pnlKital oo-adrtn.!1¡tk MUIOU 01 lIw Le t.a .. Ih. 

.obili:y lo fU actioo p>l<'nIiol • .,....,11Il0<l....,. .. ..., i~"""'ntl1 
of Sf1iaptli: Ir.ptIU (Wlltur.l f' ¡l .. IW: ). Ho""",,". mm 
¡¡ rin~ (""'1, .. ..., k '''''''lh ......... ,l"".¡ ..,. .... 0 ...... naol 
..... _1 ..... (a,.nob,rJ f' 0.1, 1;188; Son.-U 000 
pt.~pu. 1991'. OIttl CJH1:IRSIN "'¡t. GA!V.er.oti< and 
dl.hno.lo'l!i< inpu:o ..... . " .... n..-, or.........,.¡>ftdo;i ..-hiel> 
<lwr "" .... 4'«1 e:fKU ro u: iltllro~ elCbbl}IJ (W I"IOdul.otf 
:M .&ct. of!ht co- rrleased nearol'"UII1~'m • • l1li I .t ,hUI 
,o",¡d.rod u n«:,orr.odul.,ou (l;'n;k, 20161. J. aln,"", 
:IP. f~ of .noe .... u: alfe.en syslen, dist.npi~ 1»' m. 
",!,,,,",ion of ,h. n",rohor.-.. AV? IR.ood .1Id Do v ..... :¡(11) 

'" ,.l~U",¡) 1 .... '1r ",.J .... u.ol i" "",1> uf JI> "",~ il>.tj¡¡" 'J te 
fu~ction , 

n.. pri .... ny ,","'Iu" of AV!' i. ,~ 0(. hc>.mo.~ . ha' 
.ru o~ ... m", of ptyllolo¡¡kal !)'lll'llU l nd 1$ inl~l 1m 
,1» m,i.t. n .. Yp nf hn"' ..... "';' I'r>", .. ilr ~""I"r...J h) th, 
hypoth.Io"' ..... i" rnul,i1uclo of fu"C~OI" i"duJ. <~ ntri~'in~ '0 
1m .. ""bl.oo ~l l uidb¡J.,,(f (Blnlcir iI al .. MI 7) blood p,,",u r. 
:1.0';< <i al . 2018), t ... ""O"~.I.lion ,: [).I.«)k~ <i 01, 20(7). 

, 

" ..... (ü,liv"¡I .. , • 7117) ", _11 .. ..,..oritIn, l .~ ......... 1 
bdo.t.rio, {W ... ..L. lOl"l. Alu.ouah ..... y ",. that fanclio:i. 
"¡rro, tI:"", 01 me LC-N.' symu dÑ.i1O'd oboYt. roidtOCf I~r 
th~ <OOp" .. ~ al ,"- t-. h~",_.tic 1If'I<I ..... jo ..,..,... 

¡ 1r.UM. Th!!;!!; dUl' 10 ' Ilo ..... .nh o(lnformailOn on 1H moI.K'J1U, 
Cf'UWI' nd bebavior:oI wrroblelllÍ L-.e AVP sySk.n wilti~ bnin 
palh ... .yo . ""h .. lh< Le. 

In ,lit moose. AVJ'· ,.,.,~">n'aCtyt u~~al pt'Ofi.el llave 
I-n d..tnc>n",.tod in 'M 'YOn oi ib. pon, oocuriod by 
di< LC (R<MJ . ... J [k Vii ... lUlO. H"", .. <,. 110 •• i,,¡k 
w..t.nl <loor failed lo d"",~r .. lr.I:e !he aiSOCJllion oi lI."h 
,1>< .. with id,nti'N te """. ono o, ooha Le ac.roliKldulOlory 
,If ... nt ')"St"", •. U .. '" .mport ... t boca"," lile U..: 15 rorrpos«l 
of ",ml'holo¡:iul y <li"""" n~ .. ( . m"EÍ<" ("""v.J'1 ""rl 1.un . 
lO:5 ' '".,,] , ...... , ..... I ... d....:Jly oli, .. "" " ... , .. ,u, ..J . ~"~r, ,~ "nI ' u:!. 
(COr .... n <t al. 20[[ ) !'urt.'>ornt"",. tM sreci11c r«tp!otl.. 
mrougl> wIokh AVP rruVoi <~rr.mu.i'oto ";,h 1.c "nI'O'. 
.en"n 10 bt ident.iied. 11" ... AVP ml!pi<lf SilblYf'E1 have 
t-n in....ili..-l. mm .. ., Avr 1I'<1'f' n< la (V la~ Ih (V 1~) A.,I J 

(VI) (T1.oo,"u.... rl ¡J., 2IX'1~ Úi"""""" uf 11 .. Vtl> , .... cvt'" 
,1 ,he 1r.R.'!A lII' .. el ~'"' tK>m ,.".,rud il Ili. pon;. bUl ~ 
on i.ko.lfuod LC """rono Iy"",,& "" .... :!006) [';d,,,,~ b .. 
m. _alon of AVP .... th LC .. "",re de>elored ¡¡ lht 
' ,nrfi<oo>, llPwL Rpconi,nr f ...... .,..,,""'. in ,'''' 1 r ;ñ~vo>d ... 
_i.o.o .. <ff.d of AV;> in Frl>il lape el. 01., 1M1) ...,<1 •• , 
(Btr«<k·et al, 1981). vhihl lh. injpdion 0 1 AVP I.to tht te 
....,pt-, "'" o~ :dmlikd u: , ........... of c ..... ltond po ..... 
rnd .... tbdo.pOll ,dIaa (!mlJ"l' ti: al. 19t2). H"...<!"'ft, IUCh 
offtcts ~o LC ruiubiity!m ... )'l'Ilo "" dorr.o:IS".rtt«l ln OIher 
""",in wIoi.::~ is •• 'mpo ..... 1 <ovn' • ..., tbc d.mon>twtd 
!pK1rS ddft>m:us of lIw LN!> AVI' SJ''''''' (lnxlltt et al, 
1!1981. Fin>IIy. alth.ou;¡h !loo a>IItrit...1i.o. .. .. f AV? In 1M 01r«' 
'''''l'''''''' 1.., """" J...,,,,,.>Ir;o!.,[ i" ....... r .. >Ir"", "¡"u.' • 
(H.""an udT..,u,. WI61. 1~ Idi""lio. d Iho Le A'IP 1rS\eIIl. 
du'¡.g Itrao,. ha. yd lo be dolOO~",r.;I""'. Jl~..., ..., J'I'O"I ..... 
Ihe tint domon'tntí>. of 1110 moIKolu ilIId phyJlolopcal 
,h,""' .. ri<lic ...... AVP . ..... .,.'n. ")"1'''' wilhin ""' ..... ""ni ... 11y 
<k{,...,j ",l uliU ,1tt .. u,L ..r ~,~ R""'''' LC. W •• hu .. ", .. 
Ñ' elPOSÍll~ mke I~ •• bfl6e rpisoJe ~I SI.", <lII.olilically 
<.1 ...... "" ""pr=iol of..., Le AVP ""'1''''' _ ".,. """';di., 
wldmCf' fer ,be d:,e<1. 1Jo1t=~"" of two ml)<lr OOnIeoS"Jllk 

')'4""'" 

MATERIAlS ANO METHODS 

All proc ..... u, .. inrol ... n~ o"im.l uperirr.n' . .... " , .rp,,,~ by 
ih. An Lrnal Well ... and Elbkal Ror,"itr ... Bod r .. 11t.e Uni"e:sity 
of I'eru"w\h In~ w<r' ""nom'N by a F"'""""11i"' .. ..., \0 d ... 

.---"" .. _" I""""'V 
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unde: > Hmne Office-ilSue<! projea ~ctnse, in .cwrda.lce wilb 
,u Animol, (,d""ti!ic P'rocedur",) Act, 1986 (Unl1«l Kin,¡doDlI 

al~ ass.:Jd.:e<! proa><lm .... 

Tissue Preparatien fer 
Immunohistochemistry 
Ad,,1t m:d~ C57Bl.i6~ .. woll .. VI •• nd Vlb '<'C"Pto. <p«:iIi, 
8"",,-<lriel.e:l (1ano~e el. .1, 1004; Kosrulllim el al., 20)(61 nice, 
2 Inonth, o/ ' S", " ,,,e ...ro 10 d."',min. th> n>liv< AVP 
a1~ .~Yf I<'<"Pto, subtypt ""P,e",lon p. tt..-os, ac<mdlng te-
• 1'" ..... ""ly r"hli<h..-l pml .... d (n,"",n el .1 . )011 ) ~ nply, 

uLld~, 0'-'0110",1 .. uÍJ'..J, ., .. -"~ f""[L>ttl ~all",a,,1i.t11 " jtlJ 
09lb sali"" ",Jution ro, 2 mino folhwed by 12 min finti"n 
"il], • (¡""ti" 'UI "¡. 'j,,~ ul 1'jj, fa,..Ju",WJ,h~o.l, m.l 1,,. ,/ , 
.. ,."ttd pid< >cid ir, 0.1 M poo.ph.t, buffer (PB). pH 7.4, 
Th. b,. i., ""re p<»l -btd o ... ", nWtt . t roorr. ttnrer.'ur. in 
Ibe sane pertusio~ lua~w, se<tioned wi:h • "tmorr.o a,d 
sto,..! in O.t M PE . 00 o.O''lI. .00""01 ariJ . until furt~.e, 

P"":f.,.flI.:· 

Immunohistochemistry 
l' on "p"'i!ic bim' ie g 01 Ihe SKondary .,l00ci .... -as m.n :rr.i72<l 
by j nc~b.tin8 ti>.> "",tío •• i. TBS_Tx <ont .. n.n~ lQló no:m:r.l 
ha, .... mm IS·l1)(J). veao, Laboworle:l InL) ro. ! h. SKUm, 
"p,p irc . .... t><1 in • r...-\:hil nf prim,')' . ntit.r.li"" ""f!T;~ht 
al , oe (S U~f, I .... ,nt. ry 1'.l> 1~ Sll. T]" "ni J.~. ~J~ ""- ~ .... " 

"ere wa~K1 with TIIS -Tx fa, ~ min .ft., .. ,hiclt th"l' w .. . 
inc-,h..,¿ <1 room trnv<r<1ul< in • ccdt.il of .n '?propri.t< 
mÍlturf 01 ..-coOO'rr an:lMi ... co.ju~.ted wittt Aleta FluO! 
431', inkeorbocyaniu (Cy31 ond iOOocul>oc¡--anine (CyS;" , 11 
provld,d by J",b<Jn Immuw.«sro,d •. fcw ! h, 1'1 .. ..-cUm, 
"cro ",,,,h«l in TBS r. ¡O: 30 min ofI .. ",h.eb tI><)' W<f< 
mOO"Ie<! on ~ .... diJ"" >ir úied ond rowrshp;>«l using 
V""",dlidd mounting rr.<><Ii.", (I-! - IOJO, ViKtor L, bontor ... 
[.c. ). 

Image ACQuisi tion 
Seúiu". "~l " ",",,,,b..J dlr a w ,J!'-"'Il 1 ,,,, , - ,uu1Ll iu~ 
mÍ<rosco:><, (l'<;'\!710m lSM gro, z..¡ .... Oberkocbn. G"munyl 
u'¡n~ , P:"a Apochrom.t.1Í< 6J x Die Dil ~bj"",i '(e (NA 1 A. puel 
.izo Q.l3 "m". Z-.t,dc5 "ere u..-.J 1m rou~n, .vtlu.tion o: tIt. 
lob<ling. ..... i"'"f:"" pro,.ent<cl "'p''',"! o ":nt,l< optiu.l...,don, 
1 ....... ,U~ "ere a<Q'm.-.J Ustfll.: ""l~ .... ~al ac", .. ,~cn of tIt. 
d i/(o",r.l d,,-,"cls to ,vod c:-o,.lilk boI,,«n Auornrho,O<ó 
"j!h Ibe pir.MI .. adjusr.e:l lo o •• Airy un.l. 1maf'" w ... 
proc.....d "';!h ,h. ;oh>=. Zon :woo ü¡;l.t Editio. (2e~ 
Oberkocheo, C .... ma.yl ond elp>rted tnlO Adobe PhJtoshop, 
Only bri"Hr."' • .00 cont" .. .. <r. adju<tod ,,-, "'" ",MI. 
I"u"., m.l llu va,t uf o 1,,,-,,,,, wa, .. ",., .. .,.] Ul IILwi.i..J i" au) 

"~r 

QU3ntitative Real-Time Potymerase 
Chain Reacl ion (qPCR) Deleclion of V2 
mRNA 
Far '"'''' F kle n:ethod .. pI •• ",..., S .. ppk m<,," 'Y I "formo! LOn. 

~ n ... .....-.-.. 1 _ _ "'" , 

WhoIe Cell Patch Clamp 
Electrophysiology Recordings in Acule 
Broin Slices of the le 
~ .... r,.1;re< ,,'ere p<',/m",..,j in jnvp,i 'p (l""'tn,t,.[ ,hy 1~_ 
JOI mjee iC<o:din~ '0 p<eviou,1y publi .... td p<otoc~t.. (>l<inny 
rt.L lllW). Bn.fiy. animil, ..... roridly ¿e<:apitatoc .nd 1 ..... 
betd plocod in Í<e-.ro¡¿ <»y¡;ena!od ,ucro",-cuttiq¡ ",blo, 
colt .inin~ (m.\1I: sum"" (2)<1',. Kel (2, ,), NaH,PO. (1.25',. 
N4HCO, (M). deX'J_ (lU). M¡;SO. (10). C.cl, ';051. Tbe " .. in 
..... ropidly "''''''1'00 aud block!'d to ioato!he onin,:em ,~an . 
-:ñe trimmod Oroh w .. alfutd to , \% .. ton", "Iuiw«l "ith 
> "'''II1i: ht.<Ie ar.d ,ub,ml\lKl in ic~ ",Id oxy.e .. :ed 'u,,,,,,, 
<u,tin~ ",,'ution, Horioon·...J ~O) "nI .tite> of tbe hr';r.,tt", 
colt .inin~ th. LC .... ,e cut .nd p~ed in • oolJi n~ ,,¡.l 
«ntoining ''' ' ilCelkJ...- ""lution (ECS;' <on'i.Í.i_g (rn.,n N. CI 
(1261. KCI (29S~ NoH, PO, 11.25). I'aHCO, (26:. delt,,,,,, (1 0',. 
M¡¡SO, (2), C.cJ, :S.¡;t>l.1 ro.- 1 h .. yr c. ~fie, .. hkh !he-y "",re 
l e,t . t room lem['<' .. tu,e • .oo tra",rl'1"rro ono .1. timo ta 1 ..... 
re<ordLn~ .h ' <-Iber. 

A ,i n~lo> .~ct " ... pl.,1'd i. the ",,:ordin2 ch, mbo, . nd 
<o~tJnxu'¡r .up<rfud ,..¡th ces at t rnllmin .t J2°e. 
u.; neuro .. we:e ".u.h,"'¡ USlflI.: .n Uympt:S B'>I.I 'Jrn,:llt 
rnÍ<roo<op< t'o.t«l with a .¡fu """," i",,,,,, .. ion oojc,tm, 
d¡f'ere.,lal üu>rferonco mntr .. 1 ..,d ¡nl,are<! tiltH. R"co:d¡n~ 

pif"l'l« w ... f~<hio...d from """" [¡,,,t. ¡;l . .. e. pil"Y 'ubinJ 
(12 mm o,d,. 069 ",.m td.; W.mu Insr.~Jr:I"""'1 ',sln~ 

, N.r.<hi¡;oo I'C-IO ntÍ<Topip>11e pub, . Plp>t .... " ... fiW 
wi.h I-'-'Ia""iu", ¡¡lJUt"al" ilLt, .. ~llula, ",lutiulI cUIIL,iJ. ,o¡¡: ~­

"I 'lffi" 'P ("i01. Kn (701. HFP I'S (t O), !'(;lA ( 101 . MeC1, ()j, 
c.d, (1). ATP (21 (M.guh et 01., 2e (4) and 0.1 JI. biocy'Jn (pH 
;.3) lo aBo ... post-Iv< ident:lK.tion oi !he ",lL 

A vi.uli....t cell wu o?p"""h, d wilh 1M •. e<trooe, • eo 
.... 1 .. tJb~,hl'd .. ,¿ the con nmnrono "'plu,td L> rotalo 
< wxk dI =C4"din;; ",ino: ' MultH.rnp ¡O)E ompli5<T 
(N.o',-,<ula, lJetlCes, Unrtl'd ~tat",J. Mr'" "",sr.""ce .. as 
rnoni16,td th",uglrc. " tho ",,¡>Orimont. [f th~ ... r .... ,eri.,anCL> 
of 1'Ie .lKtrro. "''' unnoble e, eta>«ltd Iou, 11m .. lit¡> 
.t""trodo .... ¡.I>.o"" oIKtropb)~blogiCl.1 d. " from lhe coll _'" 
dloardl'd. Th, mnn crlltrla fo, 3<ctpUng , ,eco,dl.n;; .... .,. 
'" ""Ii<., "" .. nt;,1 .mplitoole of ",_7ft mV. act 00 pot.n'id 
,1,,1'" .lldl iKtui.lic "f al! l e lI<uru;r 0"<.1 l~~"'¡'''¡¡'' ]JOt"'li¡J 
botWE'<'Il -so and -60 III V. Ir the <ell ,el oinro , SlObl, b"",~no 
.n~ r .. i>lmce and diJ oot d.p;>loriu "'"'' l im •. the cell .... 
,I'tainro lo, an :r.l)'$i~ Si,nolr ""re djlitiud by D.&id.t> 1320-­
.. ri"" on.log-to-dipulcon'(ert<r oc.d .I~rffi ""li", u.in~ pO.",? 
y ;oh"""o (N.o',-,<ula, LI<'Vl("~ (Jnl. ane C!'ll pe, ,bce .. as 
,,,",,dO<!. Tho 'xpc,i:n,ntol p,otoml invclYO<l r.ro"'in~ h",dno 
cel charoaeristics i. cu,renl <l. rnp, indoo.ng FR tHz), lnpUl 
,,,,iot~:ICOI Id>riv..:! from tlo lin .... rortio~ of. ~~t>j)O_" .... nt 
plol o/ ~,ype:p>lartz!n! current mp. (MD ). , .. Un8 ",.emb"no 
poto.,tw (., VI, rlmi> .. netimo ro •• l>.ot : ' . ""), ..,.jon po1tnti,1 
'ULI':;t.><!~ (u V) ,",J J UlOtiC'1I (."') " ..t AHP o"'Vli.uJ, (,uV), 
m i AH~ 1,:> d"",lio, (m ""~,,...-I !mm ,h. l"', k of tftp AH~ 

b holí ,~. iIl' plirude 01 tht AHP. in m':I . Al", de",nninin~ 

b .... 'ine charac"'ristic .. the dm¡¡s "'<'fe oolh-'rpliro ro, . t 
le .. 1 1) min of\<r "';'ich 1M cell duucle,i'·.iar "<r< m .. ru.-N 
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agailL DOlO 01 .... mal)7.«I " ,th Oampfit IOftwa •• (Mol"m'al 
D<>vi< .. ). 

FoUo"tcg lb. rerord"" II\¡> ppet'. " ... ¡;rody retra<ltd, 
rh~ <lio' '~moVP<1 from t'1~ .. 'mr<l;"'~ , h.,..l»r ano ,,,hm,,,~ 
in • oi.:l w"I"; "i"g 1'" 1-",.r~, ,,,.:I"~,)J< rll'~ " e ",~".ig~ ,1. 
R>llowin, 'Nashi_& h TRS -Tx buf .. , tI\¡> ..ruom ... '" th.n 
inc-,hiOC with 10lb norr .. 1 hone .<nllll fo.- 1 h d rocm 
I.mpemur,. I~Uo,.ed by hrubation with aa . robad)' .~.io.t 
TII <IY<r ni¡¡lu d 4' C. rolkwin¡; flri't« ,....hing with TBS-Tx, 
lb. 5o'(tlOm .,u. mUOO/N Wlth • ,treptavJdUl COl\lu ..... OO te­
Al"", Fluo, 48S s..."IDnd>ry .ntibady (t ,1 000) (Mohu'", Prol>.. .... 
Cnil,d Slal"t, ln addiooa to ... appropri . l. socond . rf anlibad) 
'o ruu.liu TH. for2 h .. ,oom wr.po"'.", >«;110", _'" th, n 
Im.gtd on • eonfoxal ml<:.",rope (ZI>tlS LSM 710) h ord .. te­
cod i.,m th.t .... '''<ordtd e,U w>. Ioe. M wit~ i. !ho le ~od " . ., 
i'''.'.'lU¡ou>Í~.e tU, TH. 

Drugs 
A11 chornicol, /01 .... I",ord.n~ oalwo,," ... or. obt>inoo Ircm 
S.g:nil lNsmopn:ssllL [d(C:-Il), l. T}T(M.)!, Arg~l ' \ ';olOp .... tn 
",oi TA,P m<lOn'i w, .. ohuir>Hl fmn Tf"<'ú Uni,..! I('in¡:<1o"U, 
•. ,u J i....,[,«l i" ECS. 

Acute Restraint Stress 
A to111 01 10 ('i mntml.,o' \ ,,"'_,,) ""l.> mw-e. ' effl) m"'lh, 
,,~'" u",..J iu llti, Iw l y( 11", .luJy. TI .. . " iu .• h .. ". I,I", .J iJl 
a rodent PIell21a'l .. ,troi", .. (Harvard Appara:m) fo, 60 m.n, 
Th. ..,im.t. " 'ere ,hen ,tlu ned t~ th<Í' oom. "'~" lo, , 
IUrlh.>,6O [lh .• lter wIlictt th>}' " .... kiJed. u,i02 tt.' pulmion · 
llution pro'orol 01>0", . nd !he ti",,. u .. d fcr qu "tiutiv< 
1 mm. noh 1I1oct .• mtstry 

Quantilication 01 AVP and V1a-b 
Receptor Immunoreactivity in lhe LC 01 
Tissue From Restraint Stress and 
Control Mice 
0"" hou, .fl .. ,I\¡> res.ation of ,h. mi'S> ptriod. ani:nal, 
"QI. hiJo¿ by porluuon fintion . nd lh. ti,... puparod 
fo • .Il'n!-<pantilUtv. lI1a1yse. "f AVP .00 Vl . -b '''-..''f'IO' 
imal.no,Q",liv.ty " . bo"lQ TN q o .. ,M,tí ... Q molhod ~., l-n 
"' ...... i'-' ''''I r J<"'J lo«l (GUJJJJ tt .t .. 20tl) . ,H1 ;, ú .. il....J UJ 
Sll rt~~n,"n1...,- M"H od 

Statistical Analysis 
A1lqu n timi .... dm are p ' .... 'Il'd • • tho "",. n ± SE.\1 Staljgi<al 
d i& .. r", .. bort"""" I1lQUl< '"or ...... , ....:1 u""II GI~phJ>-.d m,m 
soft" ..... ,,1th IN RIme-> of " all,t!ul 1"" u.....:l !ndlcated tn 
,h~ ~~_", 't< ....-1;"'n. A p--VlI,,~ 1>., Ih.m OJt'; " .. , «"<Í~ 
,1.ti,jUllly,i!ltir ... u" 

RESULTS 

n .. ~..,all.:. ,,,, ofll ", pwie<-I .. ". lo iJ .. ,tif~ ~l< AVP , ... ""f'I<l' 
,ubt)'llf' ,xp .. ss.e<I by Le n,uron .. tt..1oe>1Xla of th .... !'I'<l'pto" 
"ithb !he .. Jlul" net ... ",h d the Le. th.k ron,rib,MIl te 

• 

,'W_~"'LC 

Le n<'Uro,,"1 .n::tab;li!)' ud ",h.ther th,y . .. ergogtd by .mle 
d .... 

Verifica tion of the Specif icity of AVP 
Receptor [mmunoreactivity 
A k.,. d<t .... inont of a di""'l Avr infl",n ,. en Le f" nooon 
W<lukl be lhe PII'Si"."'. ar.d •• br.)'Ilf. ~I AVP '<aptors in thi. 
b .. in ,o¡;ion, Sine< th,,, .. cn.Io~", for lhe o' p ''''''io .. of all 
A~P rtaptor .ubtrr" In th. brna, from th. 0"""1. '" ""u~]-¡; 
lo id".ti:" w~"Nr <?""iic AV? ' ''''Qf'br <obr.l'P" or • • xpc.....d 
on id.nlifil'd le n."ron~ In ti",u, ¡ro ... 'o'Ü:l typt (\-',TJ miel', 
Vla "': <pIO' i:n:R'Jn<n>cthi17 p,,,,,,nt<>.l •• individu l d~.",,,, 

on r!<h..:l on tho "'.'1111. ar.d dead,!! .. of Le f.oritd"""1)(1< 
n."mn .. ;oi~"t ; ¡; Hll-.y il1Y11O,nnr~>rti';ly '0 ' I;,e NA <y", I» ... ne 
mqJlle lyn"ilL~ " ~o.lr "")l"",, (TH) (Fi!u,~ 1 Al) tu l i","~ flOu, 
Vio ,Ktpto!" koo,k01lt lIlie •. no .\lKh s;>«i'X '{la ,<,<opto!" 

Lobel.n¡¡ ?41ttrO ,.. ... d<tectille. "'¡!h mo>1 of the .i,,,,,1 eoriche.! 
in " ocle; oc .I<alterN diflu!ely .ho""¡n~ na ,kar :r;social;on "i!h 
<ny ~1I~11Ir profil", !hu. ,on~ ... ;n, !h< >p«lfidly 01 Úe \' t. 
.norody u..-.:l ( Fi~" rt tAl ). tn WT U!SIII'. Imnluno:e Ktmt¡ 
,,, !ho Vl~ '=rt~r .1"" 1'",,,,",0<1 as du,t.,oo oignal on 
oom.loo.ndrili<: ror:trarlments 01 Le oorad,.,.ne,gic n.",on~ 
Howo,·.~ in roo,,,,<t 'o '1la. ,;~'" for Vlb .pp<ar~ mor. 
wld'-"r"CIIl . nd wasUke!y coruatnoo en Le non-•. oritd"""1)(1< 
owron. ~, WQ1 : ¡:;¡JIU'~ 1 BJ) . Thi. laboling p"tom w .... b .. nt 
in li",j~ (",m yt ~ '''-q>lur l.J •• J<I..'-'LI mi",. Ibu. lUll¡U .U.Ug 
m. 'J"'CÍf.-i'Y nf Ih~ Vl h .n'i>OOy ,,¡;¡>¡[ (FiO"'''' IR l) loIn 
'pocifi, I~be~n¡¡ fu, !he V2 'ecepto, ,..as dcteclaHe in lh, Le 
(Fir.. "" I C1.C1). W. fJrth" Vl'rifi.d I~ Jan o/ \'2 ,<,<opto!" 
"'pr<";on in tlle Le. a1 lhr ntRNA k ... l. by ¡><rlor:n.n! 
q",nli:. tiw RT-PCR en tilSU.IrO.'11 lb. LC aad another ti .. ue 
át< 1"",.... to ""pr"", !his r"",ptor. n .. ""ly!he kidn"l' :1\' _ 5 
a",e). \\ h1st robml V ll<'<>'pto, mJ{.~A . X'> .... lon " ... d ... "'ted 
in "'dn.,.. ",mp'.., onlr noglig'b'" ~:noun" "'., •• ';dent in 
Le salllpl,s (figure l O), \V, t .... l'I'fo .. "",<lud? lhal Vh-b 
IO<Qpton aJ"q tbQ .... jo. ,uN)'p« ."".Q.-:! '" ,~-" 1'llO\l" le 

The V1b Receptor Is Expressed by 
Noradrenergic and Non-noradrenergic 
Neurons of the Le in Close Proximity to 
Excit3tOry 3nd [nhibitory Syn3pscs 
w. , ... t .xaminfd th. elp,""ion profileof lh. VII> ,,,,,epto. as 
~ . pp.,,,e.! tn he m~", w.d<lj' Ji"rihu'oo thro~ghout !he le, 
<ompllrOO to th. Vla ,ecepto~ ",,;1 i. po,,; "I~ """",i.t,d "i!h 
bo,h no:-adre"",¡;;, aod ,.o" - norad.~~ ... ¡;i, rrofi' .. komp>r< 
Fi ~urcs 1,1. I,BI ) W< ha,.. ,oown t.la! tht le i. rompo"'" el no! 
onl)' nondrmorgi< ",,"ron>, bu' .t"" ~ ron!;o ~I """,odom.,"'lf 
J" ... ", ooa - n~rad .. n"'>:I( n<u."OO' (Fi~urt:lA t ) (eorti'f'll el al" 
lOt 1). lo oro" to pin n iruQJ"'~v, ;>«.¡>«:Ii.-. ~f th. rol. 
of!he AVP ",..:.m l<ith;n , h. ""llulal .. t .. ",b ~f ,a. l e . 
'NQ "",¡¡'t 10 eh>r""'."'. ' h> Ioe,tíon of !hQ Vlb r' '''plor 
lhrou¡;h<>ul Le el['(utlf}'. HI¡h ' '''''.",ten Im'gI"" r< .... ole.! 
m'l \'Ih "''''pI''' irnm"n~rP,",~v i1)' w", m;,hM nn ,.., 
pl"'lL", Il",u,br .... " ,,¡; l e "'"lO'" ""lit .iVtir ... "dy u~· .. 
iewh 01 .;.noJ loc.J.ttd in lb • . , rytorl .. mk """'putm .. aK 
eh .. ilCt.ri>ti< "f. met.>.bo:.-opie 'K<ptor (figu ,~ 2.\2). Signo! 
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'VP...-.. ~ "'" LC 

C3 

í~m í1 ~1!i" 

~r] I I 
" K"mey 

FIGUIIE ' C:>rmalOO"'1h>~" ltG y, • ....,Y1I> """"'" 1rtIXJ(j1_ ~ trIO Le 1"'1 """'" ~"'" b __ (IH!""'" 
r<l'-~ VI. ~ _ ~ _l<>TIW, mlUIO 'H ~ "'" 0flZ)rn0......-.. 1<f ror~ """ ...... nI"'" """"""' .... _nouoR! "''''' ~ 
Vl. sO'" "~<=lCaod"'" lH~~ 1A2I _ ~ Ior 1H (bQoIoOO'l1. ~ lf<Iboj n -... ron. \ '1 . 
in'd<ou cnJSO, <W! __ 001\_ ~ oaIIII iI_ oorltriro ... ~ '" lhI; VI. ____ . lBl l S...,..,.~ Ior 
_..........-(lI1(h1 .. _""VI~""",,,,_ ~_" ..... "rr ... .., Vlh ....... _ ... _......."........-...~ ,.. _ ... _ ... 
.......... ,. """'-YOpdbL ~21 sn-, ~1 "lH!bU<>: _ "' "..,.,,.,.,. ~ n -.otana . , . ~ """""-"" Ch>Jw>*. 
.... __ .. """""""""'"" ... -""" ....... '0 _ '""*'< ......... 1011 '"""'" ro , ~. te'! """""" " ... ..., ,-"' dio U"" 
di _ • ...-¡¡ br "'a-ttolf ~ trIO V2 -,O'. 1'<> ___ lO'~ fC3I """'" 110 ~ <!.-o .... V2 -,01"-" """ 

hoLe _lho kKh>I"""'" iI m....:n -=Iho~:>r~. ""'* r:Jtur _ ..... \MU,_ <Io"<Id"" r ~.~ __ ..,.. ...-. ~ 
le ... -.-po.. 11 . 5...-rndo. w!h :no bn_~"" ....,..m ho"", bIn Ih> SEM. Salo bnlAllJ, ! ) . '" ICl ro .... 

w ... also k>.:aled OD tI-,e so",a:' ~! non-OO,.drtnerlic Le 
nruroB' (Figuro 2A3). id"""fiod by in"'l'Jr.OIQ",~v.ty fo, 
lhe pm-".,uronal ffi lfk ... proli'l" HuC :Ok",~ ond Dom,n 
I<N~) (Ti"" ... 1,1.1 .\4) 1n wl<l i r i~~ lo -",m, '; , I .""~ ,,," . Vlh 
,~,~?Ior "a, 01"" loc.leJ oro dendritic rrofib. J<-i""""d br 
imlf.Ul<1"eoctilil-¡ Ior microt"bul. assod.:ed prol<Ín 2 (MAP2) 
(FiIlU .... 2 ~ ), 

• 

Thi, dmll'l"«l dimibution otVl b rK'p:or immuooreocliny 
><10 .. lb. >un"" ... ef Le n ... ron. owrl . ?po>C ".ith ,h . Io<a~o~. 
of pfe"~U5ly de"",mua¡,.,[ GABA .. ¡,¡C (Ülrtem et iII. .. 2-)]) 

m ,j ehll'f1,"~yr (<;P,ti <1 .1.. :>fIU) inp"", F",th ... ..-m •. 
,ioc. Avr hu wa ,ho,.n le mooul". ')TlIlpli<: ' u mmi .. ion 
100t .. ¡:a.>rd rI al. 2Ht). we i~v .. li!(3.t,.,[ th, prori",-~y 

ef \"lb ,oc.,.to,_i" D1"no .. ~. __ 1iv. d u,"'" '<l OIoit"~ry ud 
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FIaURE , I 1'1" JOaI!XCf ,,_ Ol ,o ...... ", .... ..", .... ~ le """"",",,,",,,,, .,-..:y1O,.,.....,....."," In< ~iIC __ .... ' ) 
_~ t<ffl~, a"""'" <1 ,aaJ .... "" tl<llInO ond l-l..C (e¡1ri, a,."..,........ rnn.oo- ha, i1 '" br.., "'IP\ ~ _ 
, ... a1r .... ct; ~ rnrorHu a1ru .. Qi:: ~ """",,:JI tilo L::. 1o\2I """"' " tilo Uf1I 'IoIl <1_. ~ for m lb! rnVlb"""'*" 
"'_~"~"LC ' <>"""",""""'_. "' b """","", ,,,,,p..-1''' __ ''"--'''''''''_<n'''''''''' _ _ " .. , .. __ ............... --"",......."'.~~. 1oUJ_ ..... __ ,,_, ~joqt<V'b~_ 

.-<l...c ~ ca ........ . " t>COpO'_"- , ~ le lCIH ... "' ...... """"",os __ . .... ) ,. In _..., __ <1 "" tIOX<iO _ ~ 

1/io'~_ IB') _~torm~, nJ t1icIoGtJIóo--...~"" '{WII'2',~. __ t_ !112i _ ,,"" ........ 
_:JI '!rON.~ t.-ffl ..... nJ \I10RDOJlor tnoJ«Ql. "'"'" _"'0 """""'"'" O1 .... d1>oOO ' ... ~ ... ¡" I8l1 S'>:>o1s. t tt.> ...... _" 
_ ,""_,<i-.....-""V1b __ 1.UP2~oormYQ'I" ____ ... _~ _ _ .(a"I ~.,-..."'" 

~_"' ... "'-' ..... ., (81"""'_ lC' l """",~ ..... ", 11 ' _ ..... _,.,......- ... __ .. 2 1''''-'-''''': "" ..... . _ """""'" 
~ __ a>:ool>ttTO""_="""'lO ___ "~",,-~_ nno""",_"_ ~"'ll1 
_ .... :lVlb _"'-"'1_ ¡C21 sro.... n h; """'_ ciV9«. h>-=<iu , '" ~ 10r V,~ ftICOID~_1'GLlJr.' ~ Tho 

~ 

• 
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·_· Ic.. ....... 
rnoo...........", __ ........ v 'o """""" ~ u; """""".,..,....., n rno. PD>ml\"o_ory"""""",.~ "r.-.., _"-"..,..aI .... 
_ .... n ';: \ -<:31. (1)119>000> ~f« TH _ rn~ G/OilA h ........ ,VGOlj.,.,..; . • .-un_ n G.OBAorX rn ~ 
______ ,_ ...... TI ..... .,. ..".,......., ............. "......,. __ (n7I""-. ...... _ ....... ,_ ,..............- ... rn,. ...... \II ~ 
_00:- (1)<0 """"'" ~ !h ........... "''''- Iho _ , .. nn.-""""""",,,,, ,, " __ va.o.r ~ n.o ..... """-,, ,"4P'>""" ", . 
un L;O .... u ~ .. -..-.J . ,,,"- " """., .. . , ...... , ... _ .. _. IDOI ~ . ,-..-Iq .. " .... ""'" _ .. lo. """"'~"'" Pt-03l· ('-'1" ...... 
~Icf TH ~._ ~~, a~:IlII m:f>:nGoll.Vo_~ ~ n i"tbIbr¡ _..-d ~ h<H>lOóoriIty 
pooI __ al Ifflf«v _. lE.2I SI-.-., n """"" fiokl d __ ~ kf TH _..-d V'b ,~. 1131_""" __ 
", ........ _ ._ .. ,.. -.....-.,. .... "'> _~ _"....,..n".,.. n.... .. ....,.", lo do . ,,,,_ -.~" .. V"' .... ~ 

_ . _ ''''4''_' d " . n_ory """"'"""' ........... , _ k...,..,."" _ ""'" _ on __ ....... ', ..... 1"'1 a "'''''''''' 
.. oJ ' ... _ ..... --' J ~ """"-J "_0' (I! ' -D) """,, :..o . \A 1-Al) 2'l ", ,, I, .. U ' -D'-<q ",,0: _ ' !"" 

ioMbótof7 <ylloptic IOl .. ke, prot,in .. elooteo. immuno. "'::!lV< 
for!he ws,col .. ~tamO!. unspo",,' 2 (YGllTZ) ront<.ete<l 
,h~ ",;""íe ""d dH>~ritic .~n",,,, 0' TH_immunopo<it1ve 
...... ,om, {hl>reJY ld.mlf,1ng gluarmt¡> rflea ... si, .. on lh ... 
"""ro", (FiS ..... lC I). Evilwüon of i",,,,uMe.""lvity jo., 
Y<;VJf2 .J.;"9-ol, ti., Ylb ,"'-<v"', ,~,~.I..J • l''''I''-'JtiJIJ 
el c¡-""ly .Pro ..... c~, .. "'" lo, .i,h .. "",1"CI :lp. " 'U"'lint 
,h"" • propu~m o, Vlb ,tc<pto.-. fonc~on i •. pro.imity to 
~""-1llt"JÍ< 'Yllar- (fiJU1" 2Cl,C3). 1-10 .. "' .... tlH>r .... . 
aI... a ""ta.bl. prorortbn o, ",'lb ""ep,or-- immuno. <O::!lV< 
clmu" IO<lttd on <ell '\rbc"" .. híe~ ...... d",,,ij 01 VGLUT2 · 
imm"""r",~ü", contact, (Figu<'"S 2CJ,C4). Immo"",ea<ü,itr 
fo. th. v<""ul .. liA~A uan,rort .. (V[jAn ... . UoN to 
iJonüfr tilo dooruic .• of i,.h.bitory '}"'ptic input. , YGAT 
s;¡¡nal ... "" wid?ly d..'ltribmed ¡e,,,,,, 1h< S<lH" .• 1Odrodriti< 
<un"""" o, LC n""ron. (Fj~ur. lDII. 1m o .im.l,.. noan""" 
a proronkm of Vlb rea>pk>r ImrnunoreKllv. du'ten ..... 
.. ij ,<pct jo el",t"" ;mm ..... ,p>C!iVP foc V"A T ,hh""th "'"'" 
J7dltÍ<uIaJly ~""" U" ,.,,,,,ti. "" .. "Lo"'l<> "~,,,e "ut a""-"Ja!e<l 
mth VGAT ú~ml (FlWu .... 2V2-[)41. Sir." YGAT an~ 
Y<;VJf2 iden"'" F'<>)TI.pti, oompolrlnunl>. "" u"'¿ ~'l'hyrin , 
a prol.in !hu a,mo" GAM .. an~ ,ll'On. '<'<<'Pro .. in tht 
postsyr .• ptic comportrr .• o" of ic.h ib~<Jr}· "Y".p_ 1.1 <>Id .. to 
a ...... ny """dlmmt of Ih. V lb fl'G'pto, ,. poS!Slll' ptJ< 
j. ocüon~ .\ ,dati.·dy sra,,,,, osa><iolion cf V{b ond ~<pbfl"in 

immu""' .<.eli'itr .. as evidm{ [Fig . ... 2 E), Ho,,''''', a{ !h. 
li¡¡bt micro«o.?i<:o1 10,'.,[, ,t 1. no' ?,,"¡bl~ to drt ... min. the 
prediO locatlon of lh ... rKfI'lOB or o!h", protolns. I n prolIlmltr 
10 pr<><yn.ptíe. p,,,t<:m:optic . po:i<yn. ¡>tic 0' ut"' l'napti' 
w ml'a, t"",,,!>. l1"'I<fu,e, (u,tle, ult,.,tlUdu,,1 . ual,,,,,,, ""¡,,~ 
imm"nnh;,t.--.-hP'll',try and """,ni,,;"n .IKtrnn mi.-m<.T('T 
i> ' '''lui,td to un<'<loiYOC~11 Je".enr.ke ,he loulon of ,h .. e 
••• "ptar. in r.ox:¡¡-jtl ro ')llaf".ic jun't:m~ 

V1b Receptor Activation Has Contrasting 
Effects on Ihe Sponl~neOlls Firing 01 Le 
Noradrenergic Neurons 
li'Yen ti" do ... proI1m,ty of V lb ""'"Pto, Slj(f.al to 0ln. ptJ< 
iorub, "'. nat in''''''I,'>.to<l .. b",h ...... pl .. , ..... ,oIo¡;kal 
a'lV>lion of VJb """?lo" ,h ... {he 'po.111neo", .xct{abi~tr 
of idon,ifiod Le o~u ron. by U<Í ng .mol.> coJl polc~ cbmp 
. 1e<uophf*Jlogy l. K1110 b,aln sll= comalnln, th, Le. In 1I~, 

el ,"" Le mmi .. ;n!'. fi f ...-.T><l' ...... ~r ""d ""n .nm, .. I'''''''I,.k 
,","'Y'<>,.Ji ...r,. ...... Joo.J".1 witb ~k''ltiu J01Í"& {he ,,,, u,ol¡',~ 

.. o,dor In vdfr !he:! loc.tioo "itbio the Le and !hei. 
n.urod",rni<al ¡j.mi{~. Only al!. po;itiwly id,ntilied as TH ­
"'mu_~i'"" aod loe>'od within tilo Le COI"<!, w~re iodude:! 
.. m. ona.t,.... (Flguo .H~ Ta. 'roman ... u, firtn~ r:lUs 
t~lt) of 1M r""ordo<l n.mon. '" .. o indininguiü.bl. from 
p,eviou~1 l· u~I;"I J .,.,] >l.uJ Ít'>. \OHh th. '-""'-'J ± SE.\l fR u, 

1 -; + 0.1 H7, "n0n~ fmn O) H7. 10 U H7. /oi = 'in 
",,'h Ir"", I ~ ' nLITt.lt. (Sul'rl<",~nto ry T.bl .. S!--s7). -:he 
.sso:i.lro memb .. "" properti .. o.f tb. n""rom .ro al.., d~:a;I .. ~ 
.. Soorrlem<nta.,. Tableo S2-S7. h w .. ..,tic<';'l. from the 
outse! tba{ Vlb ,tc<pl.or >ct ir.l{kn, by '~rlyin~!he Sjll{Mi<: 
T<1""1'"""in " ",10, de'rnop,,-,,sh (3JO ¡LU1, whkh ",,1, .. an 
.~.., .... t v lb ""d 'U rl'Cl'pto" . .,th<, 1OC"'...oo, or decre .... d 
th. <p<Inta""",. FR< o.' Le "..,:-on ~ We th ... ofCO". e'''8-oriOO t ho 
,ero,diod ""uro", ¡mo. j¡fOllps .. hi<h ... h.biled l'i!h .. a. irKrea ... 
o.doc.o", in th.,¡. acti";ty in ''''ron .. 10 1'" druS- D<><r:lop, .. ,in 
,lfn~ficaoty Ir.cr~,...d th. FR ofLC nfU.'Of\O fro", 1.7 ± O,l Hz 
Io )Q -+ O. ~ H,. P = n.~I. r,i. xl 'tn.-I>nt'. I_t .. t: ¡¡ = Q epl l • 
tFigu"",, J81,B2). D"""I"Jpe"";,, L>o >ign.,,,,otly J" ,~...J ti., 
.f\.rhyp",polarbui<m (.l.HP) tim <omu.m frorr. 6, = 6 ms 
lo ~} ± ~ m" p _ 0 ,005, puro StuJ<nt". /-,,,,t, N _ 8 ",11.. 
IFiwu'" l E31. n., ......... ne· . i~nihCl/11 di~.'m< .. in my o!hu 
",,1 da,.<t"l<tic, "-Iown, the .pp:i<ation o, d"r:I~p .. ",in 
t~3rp:...,. "l ary I . ~l~ ~! J In . """.,,,te collon of cet:s, ".;orM~ 
ond .. ido<.tical <onditioo .. do~p.=i •. sisoitico<.tJ, d",,,a=[ 

m, FR of Le r.rore", from l.~ ± Q. ' H, 10 O,OJ ± n.! H:, 
p - 0.02, r oir..:! Srud~nú ,_"'<t, N - II edl, ( F¡~u ... JC I.C1 1. 
In tbl, ¡;;roop of e~n •. d"""'P, ... !n al", ~gnlfic.ntJ~ decre .... d 
th. >ction p<>,,,,I;,1 .mrli'uJ~ ('9 ± H mV to d,.' ± 9.3 m"l. 
l' = 0.02, p,"",l Stuu,,,t', I- . ."t, r; = 11 ,<lb. F;go« JCU >"J 
.. ' .roa ......... A l-lP li". (O" .. " t fmn ~7 + ~ m. 'o 1.7 + 4t 1l~ 
, _ 0.03. p.i,ro Stud,nt'.I -t .. t, N _ 11 , ell> (Figm·. Xl ) h thi> 
Iroupo.f RlIs. tl ... w". ao s~Dik:.!.nt dif ... ,,", .. in.ny o!hu 
",,1 da,.<t"l<tic, "-Iown, the .pp:i<ation o, d"r:I~p .. ",in 
IS3rp:"l,.nl ary Tobl. Sl ¡ Th us. th. ¡eti""lb •. ot Vlb rea>plo .. 
hi d,,,ctionilly ",oo ul" .. tilo ",dubilitr cHe C.co,o"". 

w. the!! elplo,ed wh<-th" Loa.llt " 1 ... ...:1 AV P <~mnbut .. 
lo th. 1.":1 FR of Le """'0"" by ' o>.::ordin¡¡ !hQ fR cf Le 
nruroo, follo";r.g {he hlo<hd, ofV lb rKfl'lo.-. in {he pr .... "ce 
of th. Vl b '<!Copto, .. loctiv •• nt"f!on ," TASP 03903J5 (lijinu 
n al, 201~). ID ' !!Imbr trud (o d.mmp.essln, TA.'iP OJ90J25, 
10 nM ";1;"'" in.-e,"",,-I (J.) -+ n 1 l-l7 lo 1) -+ n 1 l-l7, P = O 0 1, 

pai, "" S{ud~IIt". i - t<o.(, N = 8 ,.lb. F i~u"." )01,D21 ur u""de.,.,..1 
11 ,7 ± 02 Hz to J.3 ± 0.3 Hz. l' = 0.03. Fair .. ~ 'Uúnt'. ,-(¡>sI. 
N _ 6 celb, Figu l~' J E1 ,El) '~.e . pmta<-"""U< FR of netlron~ 
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lncc<l flo ..... "" ........ 1m< po!t<m c< In 1: no.JOI"II boó:«_oIIorlho..,pic&Jon ~ InoVlb~ qOsI MI",,_ zx: ~ 11. -..00l0i el 
00<L'<'Il1tl3l-,,> __ • ~.- .. th>~ 01 ~ oejon ~ !C:\~'" <JO tI1o>llOfll....,., ... fwi"'<l""" (Hz)aLC 

~ __ """' .... ~ '" _' ...... _ ,. IC'I a.....-...o.- '" "'" _ """"""""""""'" Imo~~) '" .E """"'" """"' .... #0< .... _""''' '*"_ . (D1) __ "' ... <pmt,.,...., ............... "'..., l C ....,.,., .-.... _ ... _ "' .... V' b _ 
__ .....,.., :oJOl25. "' .... tcm . oct"or1" ~ .... ' ....... _ ...,.~ """""., .... ""l..<OrOC! <J~ <CIOn P--' (D<I 

au_, <J"'~ tr,¡ rillUt1>I <J Le """""bohg om _ ""' ............ d TI\Sf' J3I:l25. (1)3:, ~ "'1Ilo a"t~ 
tno=-artl..-) d Le:-= bohg om _ ... ..-. <J ~ J:II32S. IEI) ~ fncoocj ho ........ ~....., >01...,. <J .. Le "'-lOO 
"""" ...., _ , "'...,...._, ,, ... V1b ontq<m1.''''' <II'nI2'5. 7J ..... 1oon . """", "'.,..,..... .... ,......,. ..... _ ._ ... __ n .... ~ 

"' __ "'-" _"' ........ ¡Gj0u0rl_" .,. ..................... "' .. t<oI d Le......., -.. ..... "'" ..... _ d """ nl''''i 11':1;, 
au........,." ... "'~..." no. """""" ~"'LC rv.rors """'"_ .... "" ......,....., ,<JITI.SP = . Fa ~ .. (I.-G. .... _ 
....-nI1ho _1:>" l'I<Mia -. 1hoOO;¡ ~ bn -'"' I'lorr-.I:>"'" co-to _ 1hooI~. JO:! "",.ron r<d bao< ~ hoSEM " < 0.0>. _ 81-.. ;1<& Sc* bIo. ¡-.tA2I iO ~"" IAlI 20~"" 1B1.C 1.Dl.E1) _bor , • """'" tw tom'l. 
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HON"'''. io conlrilSlln desr.>ep,...m. lA,P 039(J3¡S <lid 001 
.igni~<>n1lr 0.1",. \he AI-lP lrr.e eo""UnI ohlt« in those ,,,n. 
lhal !ho,..ed ln ln("......J lM ± b ",s lo >1'1 ± ~ . p = lU441. 
p';r<><l Slud, n!'. I-,",t 11 - S ,~1 •. ri8U .... JDl) o, d",,,"""¡ 'R 

(;8 ± 13 ms lo n ± 10 rru.. p = O.M42, pairi'd Slud.ms 1-1"'1; 
N = 6 eoll" Fi~ü" JU). lhis ?""ido< ~,tid""e~ th,,~ndo¡;.>..,.,. 

AV? .00 Vlb rta'plor acUnlion contrlblll" kllN> b.l3Il", ... 1 of 
1,,,: .cfi ";ly 

lhe V1a Receptor Is Expressed 
Exclusively by Noradrenergic Nell'ons 01 
t he LC 
In <mtr . .. to thQ VI b ,o''''pto •• Vi> ,o."'pto. i",,,,~no .. ac~viÍ)' 
"';,, r"miele<! 10 LC lH-illlllluoopo>itiVl' ""uro .... bOIh 
00 """'1lC ( r igu,~ dA) and do'.dritie ( ~ iB"'" d ll) 
(ompanrnenu, \<Ith lH tnrnunootg.lllv. c .. 1, Identlfi¡>¿ by 
HI Jf: immoTYl,~",:thilJ dn<li<l d .ry 11-1 <tl"aI In mm"",n 
",iÚ, Ú .. n~ ,,,,,,?I<,., <fu.tm i.,.,u"J'~'"-ti,e ", VI. ~·,,~.boJ 
¡,. ... tf<l. on """" be. in l'm,imityto p,nCl' imm,-",,,,,,.-tiv. 1m 
VGUJT2 ( ri~u", 4C) ~"J V(;AT ( Figu,~ ID). 

V1a Receptor 8 10ckade Has Contrasting 
Eflccts on thc Spont;lIlcous Firing 01 LC 
Noradrenergic Neurons 
In • slmilor lr,nd lo th, Vlb I'l'«'plor, blockade cf IN> VI. 
,,,,.plor w.,h loo aJlllgod<1 l(d(C.'-Il )'I. TyrlMQ12, .1..88) ­
V....,V,.,.,i,~ JO IlMlln = 16) at..J 1"," ",nl,~>U,,~ t1l",,, U1L le 
FR In .......... ';1'1\ of 1),,> r~l1, ,,,,;><n~M wilh .n iro .. """ in Ih,.; , 
FR (1.6 ± O.¡ Hz 'o l.1 ± 0.3 HE., P _ 0.001" p';,«l S'udon!". 
1-1"'1. N = 8 crlls.I'i¡tu,.,. ,A tAn Hn,...,..e,. in roou .. t to 
,he elfect. of Ihe Vlb on:o¡;onm. Vio bl",kad, did "" ull in o 
s~ib(lnl dI"' ..... in AHPot lill' ni'lll"~m 17! ± 9 "" lo ro ± 6. 
P _ O.U1S5, pu«l Stud. nr'. 1-'''''; 11 _ S 0<1' .. figure SAl). 
11>0 ,e"",o,n~ "lI, r .. pond«l wllb • dK ' .... In thm Jo!( 
(2.0 ± 0.2 Hz 'o l .• ± 0.2 Hz< f _ 0.0172. pcir.<l S'ud,~!". 
1-1"'1, N = 6 nlls. Figlll?'l 5Bl.1I2). Eo·~·,v". in 1'- ,.mI 
01 ,QI •. \h",. ""0 no rib".r., ... , ditW ....... c .. botw",n .... AHP 
(6l ± 4 ro"~ ~9 ± 10. P = 0.,117. ¡>.>IrNl Stuj",,¡'U -l .. l: N = 6 
con,. ~ Íflu" 5BJ} Thi. p,ovid~ .vid.ncQ ,b .. mdog""o,,", A VP 
anJ \' l.-l.o """?Iu,, "",l,il.ou l~> I~ tl,e b....t b·.,j uf lC ,",U.i' ,. 
n.... .ul. ". ",mm,ri7f<l in S"l'l'l.>n ... "I..,. T.hl« "'" S7 

AVP-Conlaining Axons Contacl 
Noradrenergic and Non-noradrenergic 
Neurons of the LC in Close Proximity to 
Excitotory ond Inhibitory SynDpses 
lb. ·na ·b 'Jl~"i,l d,Ja .bow p,ovide evidmc:e tba! AVP 
wi\hin tI>< lC ,,¡;uld .. ,~ .• b .. ':l l<v.!. of ",uron,l ..,Uvity. 

lbis oruld iÓl'nUty a !Ia""l pathway lhal mOOul.l'" ixlt.avioral 
statos~ooocioIDd with chansos in both AVP p.oouction (CddwoU 
el .l.. !1Il1l, and Le neuronal acU\m (Mct....all el 01., ltJl~), 
<ue~ .. p<y<h>oo<ial dn><i. 1'<>, .. U •• AVP to ""0<1 • ,i, nifiL",,1 
comrol <IV" LC-roodi .. ed bra.n function,. lhel"l' wockl Dei'<! 
10 ¡,., • <m,;o.nH" ¿ i.t rb.lio. of .tr ... nI. coc,";ni"ll tlti. 
n""rohorrnor.~ throug.l~ut IN> le. St1<e prevto"" "'ron. 

• 

provide oDI)" lo ..... soluUoo irn.~ .. 01 AVP·immlloo,eactiw 
p,oftl", willtin tlt< '''I!ion of 6" 1'0'" oc'upiOC I>y tht lC 
(I{ood and V. Yn.., lOll~ w •• nd.rtook a hlih r"",lullon 
eh.,,"ori7.:0lon 01 th. n,liv • • """,i, lio •. of AVP<onl:Ln.ng 
proftle, \\ilh iÓl'r.tified lC KruroO " 

Tt", .!""Ciooty of lru. ~C AVP lx..lh~ r.tt....n "". 'Qplic.~ 
""In~ 1"0 dlrkrent AV? .nllbodl .... ud th, pari ... ,mrl,ular 
end.", (PV1\) '"' • [>Cl,itiy~ <oolro' h",in '''fu,n lI<>,h 
",LlLudi." 1", .. iJ..J ~ I'.t"'", uf iIlJIlJunu. -.tivity "':!hia ~'" 
PVN lhol 1<3.5 alnriste.,l ";Ih r"viously publimoo repcrt, 
(Zh..,~ rnd H.m."d .. ,. 2Un) ( Fi5",~6A 1. How ...... . ntibodr 
AC3B6! procu<:<'\:l • sup¡>IÍor ,i, naJ lo noi", "lío .00 ...... 
tt. .. <fer< mod fo, , .. ",.indo, d , It., dudy. Wi"'in ti.. lC, Avr 
ll1muoo:e. ctlYlty 1" .... [100 •• • mLlltur. 01 varlrol<' plen .... 
,,,d i n~ivi<luo.l eluo'<r. conuoticg lC nouron, (~igures 611.CI. 
I"..,..naDlly. AVP inInuoorea<ti';ty w-.... dimituled tt.roD¡;;It lhe 
<nli", .JCtQO' o/ tbQ lC. oo,h "';thi~ tbQ nuel"". oo.", ..... 11 •• in 
tt.. re,k;""nJeu, dondrltlc "g'.on IFlgllres 68.Q. W. IOJr.d 00 
<Vid. nCQof <p""i;;e AVI'_i",rr.uxr<,<tiYQ nouroru ,..¡\hin th. le 

Uron <kl .. Impeal .. n. AVr Imrnwn .. acU .... . "3rtcosllles 
conl>e".M both .... ,.a .. ""'!lk (FiS"''' 7A I,",-1) ,ni non_ 
"",aJ,"¡ ... ¡;ic (Fit; u,,,, 7A},A4) lit'''''''' uf ti., Le. In 
:wlditi<ln'~ thi< • .....-i>1inn wilh ",m,tic cnrn¡»rtmpe'~ ~\'P_ 
i:nmunoruc:iYe vo,k .. o:til" •• 100 ro~t.octNl dendrilie profik< 

(Fit;." 71\). \h"" ckl ... ly mirro:in~ tbe c;'l rbulion of Vl.-b 
"'~rton in tb;. ¡'"in ",~m, Unfonu natdy. bot~ ontiWi .. f<lr 
AVP aJd \'l . -b r"eplors ",or, .. i.ro in tbe ... m •• pe<i .... tbu, 
p,,,ludiag ro """" .. tio., .'udi .... N<."Vcrthd" ... wc ."..t.,,.,,,¡ 
lh. a5S.XlaOOn of A ~ P """'""J",a::tVlt)' aloni,de till' ''fmrl'' 
"" ..... , prol,i •.• u""¡ b, tbQ VI. _h '""oplon ,<,<opto, uoif"", 
e, an "''''''1'1 lo <'Itrapol31. L'" cogrN' 01 mh ... """, fúr their 
~,iw loe. 1om wilhi~ tb.,... ".",on<. A\"P·immooo,q",tiw 

proftle, ... ere "",ngly ......,.1 .... :1 wIIh YGUJ":"2 Imm"oopoúUw 
<In""" fFie"'" 71":) HolW'''''', n 'p i.,.,n"",~,rlivitr ,ho,....,[ 
,..t. ~,..ty b ."""i,lb •. "iJ, lh~ iDl .:L';lu. ~ >P"l'1Í< """tu,,, 
prol,ir.s VGAT rFil/U,e 7D: ..,.1 M'byrlD :l1I/U'" 7E) -:-hu"­
AYP-immunof<""ti ... ilXO....t profib ... diotrihu l.d ... "",~hou; 
lh, Le. ,,,,,~e,,in~ • pool ot ltú, nrorooormJr.' lhal bao lhe 
potentw lo i",~oct m lC r.~uro",. 

AVP-Immunoreactive Profiles Show 
Sparse Associalioll With Olher LC 
Neuromodulatory Merent Pathways 
11 ,. eU"Qo'ly uo<~" ",hdbQ, lC AVP_i",,,,~nor<><ltivo 61:.0 .. 
wat.i. u~"J ,",u,ul"'~'IiJ"" l ......... I~ V""i"" a""'¡~hlu" 
hp"j I~ Ihi, nOló""" W. t .... pf"'~ . ...... .ro Ih. Jeer"" 
of roloc..li, . .nb •. "-tl<e<n AVP·iOlOluno .. KIi ... proftb md 
uri<mities immuooJ'O'iliw for tht rr«lorunanl !ll'uorerlid", 
ttut h ..... bun >loown le de"fftly rontoct Le n .. "on. md 
all" thrir ,xdtabi~tr. namdy .ub5t.n", P (GlI)'onet mil 
Aghojonian, 197;); Pidd ,¡ 01., 1979:'. ".koFhlin (Valentino 
md \\'mby, l~~; \lan Ilocks:ari • .t al, 1'1'10). orulO A 
(llill"n" al_ 199Y; ;'¡ornth ... L 1\19\11, ~nd CRH (Voi~ntino 
., al, 19~}: Van Ilo<lm ... :.. 1'1 al" 1'l9!i). 0.11r sub ... :. cf 
AYP_immuoo",xtiv. ""ri::c.iti,s .bowNl <oJo<oli .. ,io.' "itb 
",b'la",e P-lmm"oorosltv, puneta \0111 1lH> \"" majo~ty 

Doa>nOx<""'8 1""""" '2 1_0'0 
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''''_n ''''LC 

FDIIRE ; 1"'- hoLC, hl V' a~<Y iI.,.,........ "'"'''"''''' on I aa.1ig .. UC......,.... ¡AI I SI'o<o5~ 'tJrTH ~ rol ~ 1'1"'1 _ti¡¡ 
..........- oJ6d"~"""""_"''''' ' '''''''''''''''' ' '' (~_~ .... --.. ..... "'~ '''''' ................ TH(N) ........ V, ........................ 
~ .... "" ____ , . ......, ... J:J. ~ «<*Cbod'o , .. "" . .. "" --=>ond ~ ~ ""'_ '"' """~ .......... __ ¡MI b .... __ ..,"'\A'_ "') "' ..... ...... ..-- ... lH,...., .. oJMAPl (...,.. . ... 'h ~'c""-.I ""..- ... • ' .. H ... .... ~ .. '" ...... "' .. _. (IIZI ~.--. " 
Ih>,...." iOI:l" _. ~ br Jt-~!nd 111."""""" ---... ...t>:oI\ <::<tirsV'. _ ...... , '"' ~p-_ oro ~" "'" on 
rm-."Id .. __ ~, .. h., """"'" el /81-B:1l.lCInJ tDI _1h> _ tu ,,111. ~ Hit> = .mI>GO.T_ 
.........,....."".. ..... (O) , ~"'" ,'R-fl! n . ,..-

apf'N-ring rnulu. 11y c, dm.iyc (Figu.> 8 .\ 1. TI .... w>s ~c 
d"i'<'I iibl. asso<iation betw ...... prof,l ... irnrnuaor.Wi,e for AVP 
~,d on""Phalin (Fi¡¡ .... ~ B » o,oxin A (Fi ~ ..... I C), . nd CIU-l 
( Figuro ~D). An ob,l~", ,a~.lI ¡. ÜUI whr" AYP aod m. .. 
otho, ""urop>p..iJ ... m. y b> cOfl .. i~oo in th. <=10 >xom, tho). 
mar ,,~I ¡¡"-"'"-.... ,iI ~ ¡.., "". t«l ~ i~Jitl ti., . ¡Ul., ''-'\I,Í'J' .• ui ~'" 
. m n. ,h, < ",p<ln.-l i n~ , ... , r n'i"",t " O nf tM, Ci>_><p,p<.<;nn 
u,,; o~ roJoc.oIi ... loo a"':r>i" N,,,,,rth,k,,, I~.e d.l. , u¡;¡;e.b 

!h.1 A'¡ P <oo'",;oio& aIf«m ls ,,,,,Id r'p,,,,,,al" disM:1 .:IOnd 
pathw.y w;lhin th. l C 

Acule Slres~ Engoges the LC-AVP 
Sys tem 
lo ~P)" fOntrih'.;f>n oi th. T f: I~ h-"¡n fnnrt " , ;. , .... """,,,101;'-', 
yf W .. ,ju, ILa l . II-J ..-' fy, ""¡'V-"l.iuu ly V>1']¡y...,u.J . 1,.", 
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ba''',n" VI 3a113QOO$1 jf ~ 1t 

»J I ~ L~J~~I JJ~tr~~IJ{+ 11,,=: ?""";. 
• 

:s..", 
t ::::¡ -

" " 
-, 

bG.clino V1a ar,tegorl st ¡ ¡ .. 101 

..., 
_ '1 .. ".....""..~ _ ~Le ""'~""""'" ~ 1"'1"'_ ..... _01 .... __ 'Roo"""'" "' ., Le 0&100 

-.. .... If!g-"",_, el ... .. " _"'_ ~', ~, "'II'II-"->:'_' :lO rM, NTi. ,.,...,.. <JI """"' .... "'V' _ _ • 
~_ n hofnq.>irqol~ .-.p<l<Int .... 1A2l ~ '" ho~ JrTg"" tl1I '" G ,....,..,. -....-.:1_ t .... 
..-, <l IhoV1. 00Cl0-"'~. ICI OuonIfr.:XJn<lIt<l_I ............... ooIi"loC<J"Slllri tn!<Q'" G noIImS_ inl ",,,Iho_iorl "' ... 
v,. =q<oo ___ {D'l _""""" "' ..., _ , ......... ""'" ~"'.., LC ........., """"' .... _ fu,,-, d hoV1. """"'00 ..-_ , ..",._"'".,.". .... ~_. ___ ..... ~d~""""_. f"'l 0u0r-.0I .... 
"I'«UnI>XJs ........... f"'" el Le.....,..,.-.. ..., ..... ............ ' <JI '" " ' 1IICOJlD" ___ f"OI c.o..-..oolJl .... ....",.,. ...... """" I tm> 
~ tno<Qd LC -.umII bofm>on:1_ ho_ , d IhoV1a ""'1101 ~ n"'~ tno _ "'I'fW'IOI ""_ Ior _OOb. "" 
tn:Jr<Id tJon ~ "" "'"" br 11""'_ 1h!o!<JC"Ul. ard "".te.- "'" _ ....- ""SUJ. 'D , O.ffi. _ stLDlnl' 1·""'- Sallo _ 1l1,B1l _ ,- ,. _ 0- '0"". 

(YoI • . ,,,no ud ViUl lIod<>l4<le, 2(08). TI •• •• ·Jrobo,......,. 
(oni<otrop~b r<1 ... sint horm~[e (CRI-J) (V ... <'1 aL 1981) 
... I .. ..J fmm alfe,,"" o rigin>t.n! fron 11. orny¡;dal. (V.., 
Ilod" t ..... I't 01., lIIUn IS !be pn",ilr)' en ... , of the ncrea.oo 
",tivily al Le nrumn. ,hol ~r_d<r~'" tIu ¡"''''''iC4"aI ,e,po"''' 
(Yale:lImo PI al, H~3; M<Cll1 el 01. WIS). Ho.,.",'i'l", Avr ¡, 
aI.o ,oIo>Ud, tc>¡;Qthor ",ti. CRH, fro., thQ hrroth . lornm, .. 
pllt ef lhe hlpolhala:n!( -pll"jU~{-¡dr""a1 m .... nls (0'00"00' 
'" .1. ¡OOO). GiVHl th. ovid.n,~ Ih.t boIh Avr ~"d CRI-l .. o 
cu'.I .. '....J j" ¡off,,",,!> IIJal td[~d Le ,,,,mum ."J 0011 h ... 
MW h<".. ,h.".,n bah .... I ~ """mn.] , cH';tr uti. ",,<11 1m 
AVPl, -"t upJon,d wheth ... m'. "r ... ..,~~ th. LC-AVP 

~l.m follo"i">i elpo!ll" W 1 h af ,<'SUL n! n .... (Bu¡n.tsK)' 
. nd Mo.tot.ky, 2OffiI), 

Th. int.",itl'OO p.¡t¡>m 01 Vh ,<'«'ptor immunJleacliv.t)' 
,,,,, iocistiojfJi.rnllc i. ,i""", f",nI. ,mtrol..,;I " ", .. ~oim"'~ 
proc...oo .nd ,ma,:N und" ,d""uc.l ron:ll~o", IH~~ ... ~", ) , 
S<rni .qu:1ntit>tiv • • m.lrú< of lh. d ..... r:o- ( .... .,¡,.". "f dml ... 
P'" . r",,) e¡ n . r''''pk>' immux rro"'i,,, do.'", rewall'<l 
no .i¡¡nif.nnt di.1ú.",,,, 1>oI"· ... n ro • .trol md .lr~<s •• 1:;""" 
(",ntra: 57~2 = 4Q9 do.1l' .. pi'r 100 " m' vm .... tr'-""' 
4,'IM + 7'" cJ",,.,, ['!P' 100 l' m', {I = O_lft';.l, "nl" irPd S, ....... t', 
H.~~ N = S ;0.1;'''''],) . 

In eomr .. !, .... d",<,<'«I a si¡!lific, nl ber"""" in lb. n" mbe, 
of Vlb re:q>tor .rr.rr.uoo,".octiye d~,ten, '-"p"'iollr wi!hin 
C/'oplam,k dorr . i", I F i~" ... 9B), ""'i-quanlilati"" naly,i, 
of th, d.mi ty ( •. urnbe, of duol," 1''' mal of VI" 'euplO! 

" 

imrnu~.ctiYe <luol .... r<V<,.'e.l • >i¡;Jlixao' i",re_ i. 'i ..... 
in .Ir ... ,wji'cts (rontro~ 94, ± 173 dut ... ¡><'l" 10) Ilm' """ ... 
,1 .. "" 446! .l 3-Y! duot ... ~r 1(Jo) • .,'; p " (Jo,OOOl unpei:e.l 
5,.d"nlo H,,~ N = ~ an.maIs~ n ." drarr.a1K O1r ... -ncucN 
dl,,,oon ,n VI" " "'-'?'-o, imm.,..,,=ctivity "'''' ,a:Q<r.pmieJ 
by • ehan&" in ,h" AVP imn~nor?a::t:vi'y pa11 ... n. Ir. ti .. "" 
from <0.,,,01 .dmol .. AVp i" "",..o,e.d,ily 1' ..... 01«1 .... 
I1ÚXru", of vartco,", pl,u ... and IDd!vklJaI d",,,,,,, ¡hrru&J>oo! 
.... lC ( Fi~ .. " ,. OC l _Cll. H",."".r, i~ 'i<su. from ,tr ... 
,uloj«b.. I-" ........ ....J .,rJ i,,"grtl .. ,J~, ctnrJilÍ<!t" rJ." .... .:I lu 
«"l rol, lh,..., wa<" "", i." .. ,~lp rIo.-T".", , ~ ,hp ir lpn,;1y " f AV!' 
imrnu~.ctiYÍty .... hin ,h.lC, .,.¡th. ru,;", l.t<k 01 >aria»< 
pJ.x."" (Fie ...... 90I-Cli). Bec,.", AVP Ii~nal pr ... ntoo as 
• milItur. of varieo .. phu .. , ud indi,·Í<lu. 1 e'ml .. " ,.,.. 
perle,mt<I Ih< semi -qmr.tit.ti"" ,,-,oIJ"i. ulio¡; ¡llor_"nce 
in'onsity ,.hid wil1 inrorporolc both p. l1Om, ,,¡ .i~noJ. Strc .. 
Uldocro a modera: •. thoulh stallsu<ol y ... j(D,icant J"' ...... lO 
oh. AVp f1u""",,,eneo ,""'n<ll}' Icontrol, 3, '" 1 am.tr. ry u. i'" 
(AU) . "".s str"", Z7 '" l AV, P = 0)).1. unr«i rN Stud",,¡"s 
' _1><1, 'l.' = 5 .. ,im.I.1 . Thi< ''-'BSl'''' tht n ..... '''II'II''!he lC 
AYP-rK<p!or 'l''''m. 

D ISC U SSIO N 

-:-he currrot .tOOr provid", !h. fir>t d,roonstnooJ o: lhe 
UJO<i"ion 01 AVP-in"nunopo>Íli..., ilX~'" wi!h .dmtii ed 
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'IOURE O I C<mrno!"" cA "\'P " ... " 'noo",",,, ~!too~ ..... Le 1A1,o\l!1 """" "'~~""" --. '" __ _ 

..-.-. n .... _ """"" JI .... '''''''''_, ... ,~ s"'" _ """"""..,., Nx:on ...., """'-W ~ "'" _OO/ano:! tom 
~-. ,.;e- Mt...- _ ~., .. ~ ... ... Ib!) _ S1, _...-.- "'" """"""""'poli"" '" A\P ............ , ~ ., lJ\is brIi1 
"IP'Ill""1l.-.:l Hor_ 201~. ~,C!"."., '"' ~ -... p>!VfIII '" tlooo rM''''- n hoLC, ""'" l.<IOd ..- <»r<WionI dnica' 10 
~ ... _ .... ' ic -... ¡m,el! sw....kI wihl:hi; Le , ~w ~~ .... «lI!Íirl<ful d """"- _ ..... r<MkJII <b!Iooi 
~""' _dox _. Scao _ VoI ' OO .", (111, .... ct ,C2l "'.m (11',"" ".m _. ____ 

no<~(l!~n~,sic aod I\()n_M,.dr-ro<rJ!k .~,,~ •.• oí th Le 
n...,., A'{P-cu. I;,.i";¡:¡¡ • ..,u • .:J,u ... ,,] u.,11 ' ' .... ",., .. ""-i.ti~,, 

;;ith .nolh .. ~""ror<'t'tid •• ff".n! 'y,tfm ,,'i,hin Ibi, br.in 
~on, ~amol~ .th,to~« p , Thi, <uuosts ,hot .\\'P input 

:0 tht Le "p' .... nt' a pat~..,.y d.stin" \O !he myri3<l 
" f flj>j ,mM>liJ. <y<1pm. th, j mnol"b,p i, fOl"n"i<ln ,,.,,'é 
t<> Úi, n~cJ,u., Funht,mo~ . .. e i~en'.fy tho 'p"'cfK AVP 
' '-''''I'to" witl1in llw Le. by IOCllilÍn~ Ih. V1 •• n~ Vlb 
""opto" to l,o ",",otcdonJ"tio ",rf=---s of """" difforont 
Le (dI ~ The modul,!!on of both ""plm slbtyp<'S 
n';,.-...-I h.t'"'!l"n>ity in ,he ""cij,h'lity "i 1(" "m. d,m"ti, 

" 

.... ro ... , manif",tbS .. ';,h., .~ ¡",r.a .. ~ d""' ..... in 
d'';l ,?JIl(a'''·U,\b FR. Ghe" di< ,Il" ,,¡¡ ."",-,,",~u .• 1><1"""" 
Le FR ¿nd !he ¡,..,-o of NA ,ele_, lh.' OU'oI, .. 1< Ih.! Ihis 
in¿¡viduol mu rohOl"mon< is ,,,p.b'~ of "",h in<r'''~''II ,.d 
d¡n¡~¡,h;n, CNS NA I",cl~ Fin¡lIy, >I'e provtle .vidtnU' 
Ih,t eTI"'<in~ rn KP 10 • hrm nf <1,,"" whi,h tpn",.lly 
¡"¿u<e, .od.pti .. bd. ... b ,.J ~nd p~}~ioIQ¡;i<"¡ 'e_n .... """" 
in mMU.", ph.:idtr in '.h, AVP-,,,,.ptor sy<lem. Thio 
poto.tially id~ntifu-s AVP as .n iot,~,.,] <o.'lll""'<nt of the 
"",Iacular ", .. hin .. )' uül1,eo:I ID le-media:"'; oomro.:aU( 

'P«>fOn"" 
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"""-_e ....... 

rrulm' , I """" AW-<rrlon-u -"""" ,.-""',.." ....., , •• ~ ..... Jo .... <rn- ........ .,.;._'" ,...,.... .. _ """"""''''''' ....... «rT....-r~ 
.,....-. 1A· )_~""rn __ """_. -.. ... _ .. ~ .... .-..,.,. __ ......... :_""""" 
)A>I "'''''''" ' ' J~ _,~ ..... el _. ;,,,.., "--.- .. Tt1{l>uoO ~ >J AWI'_ ¡,,¡ . .. ' u ... __ ""_ ........... ,, Le , .......... "" ... '-'~ \O oc-..1 MLO) 
).03I sr-c-. n!ro;¡_!oH" , .... ~ br ~W ~ onIlk.c [U<:>o!. ~ !ro;¡_C<' o' __ Le rofH"'''Ú_~.....no 
"' ..... ia""ow.!l lA4l ~ '"' """ .... d (..Il-A!11. )Ill)_ ~br rn _._ Wl'21c\Wo). IE2l Sl"!ows. n!ro;¡""""Iod .. _. ~ 
bT~ __ ~'P~ jIlI)_n ... __ .. _""_ ... "..........-br~W __ ......, __ """' .... _ 

... _ o" Ito """_~ __ ... _ ...... _. jI!-4) ..... """"'" of ""--OOj. (e' ) """"" ~ "" 1H"'" 

.-<1 '1<11.'" ~ (C2) """'""-. . IIt ... """",,", of _. ~ ",rn_ ..... __ , ~ """""'- n .......... _ ()" __ ... !t"'"!l 
-na", .. ~ k< AVP 0nvrUi ,.;e,.GLlJf2 P.lWf 1oT~ 1C"I", .. -ayof¡t:l -C3). [01) sro"" ~ '" Tl1)1bi, on:I 
VGN {cyn (lXl) SItows..,tn. __ .. _ _ ~ brffl lW oro __ . ~ Sll<w>. i1 ho....,. ti*: .. __ 11\0 _n, cf 

__ '" __ 01_ ' """ VGlT_~ ... -. ~_ ""') " "'-"""'11'1-00) . 1" ') """"'" ~-..d""" "lb"" ..... 
~1"..... (U) &"""" .......... ""'''' __ .~''''1H_'''' ___ IUI '''''''''''-~'''_''''dv_.h._....,.-"" 
...a:Iifi'n '" ~ '" AV? __ """""'''''"'' 11'<1 .... """""" "' I" I-D) ""'"" >In 1"1 ,. ~m (~ ,o~"'-

" r..x-...- ""'" I ...,..,., '" tI __ J'J 
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FIlUR[II~cjlM'_LC~I""""~ ~1 1 ~;1orTH,-",¡.m~P{Si>~~ ¡' h.wno_CI 
_ , lA2I ~« TH MIl AYf' 1/<3) lo., ~ cj ¡A,1,oU1 >I>:wi>:I .... <d ~ CI_00«"""",,--,,1o' ~p rd _ 
__ ~' 1cr TH ..tIl (IIll _!DII<. tel ),..., A 1OfW ,.-,j (D1) :Rt""" ~l1<t'i;ttrooa ~ cj...-" 
(IIl.Dl). ~=D2I SI:»w~ty«TH _ ,yo iI "" ooc...-.r.o1\otlo« _ . ... ,_ ~_ilol litJlIId,lOdtw....,.~ iI 

_ (11''''',01) ""_ ",¡a,CP' ,D,! -., "" '"'" '" _ '" A\IP --" _ ... "'''''00-"''' .. .. .......,.,..,._. "" ... _ III ..... 

" :looorrtJor 201B I \tUno 121....-~1~ 



 

16 
 

 

__ 1 ____ 1ho.W> .,. b_ ... k Le. \1111 _'" ~..., ........ L: mm. __ ""'- 1A2I """"" n ho..",,,,., 

,,_. ~"" .. \',, _ . ~1 "d,~d \A1,,", .... ~ m~_"' ","LG"""""''' • ..,.,...._., 1 hol 
__ rnss_ -. ",rn.r_... . '''''' "-' ..-=-=tMlI"" o: ""*"""*""-~,.."... ~ ""....",_ '" ,_. ~ 
lJr '11~ _ ro <b:>o _ <IIh-<ra> ~ 1ob<IIrg _ nj~ -.t -. __ 0C<bd ""'*"" lA5I ~ .. ~ <1 ¡o.4,.UI. 111 1) staw> '" 

~"' :!lO Le i<n o oorWrTJ<U». 11111 staw>, n •• "".'" _oI_.i"mJ.ra<Iod.w. "" hoY1b """"",. IEll Is,..,CN<IfIly:JI (11',.1121. 11;.4) 
_ TH ~ ... II» L:; mm -... .. . """"" _lo . hol_ ........ (mi ~ ... __ 01_. ~ lJr '/1 b 
• ___ ............... ""'-<> ~ ""_' o' V1b_ .. ""' __ "" "","",,,,,,,, "" _ ~ ,,_'" ' ........ , .......-.. o 
_ ...... __ "~~"'..--..~ .. ..,~o! l .... Br;¡. __ ._ ... .-.. __ ... .............,, 

>"''''' ''' " ..... '" .. ........ _,.-. (C 11" """ "' , .. . " ... --' ... ~ "" ce 1ou"~'-'-'W ........ (C2:j"' ''''''' " ~ ... ,'" 000IJ '" _ , "" ..... __ ..... , .. 
AVP. (C3I .... ~ .. "' (C1 ,C2:j _"'_AW _ :rt.<lOd JUo.., 'f'/kJN ........-. !"<I _rn ~11"" Le 1I<nO ....... " . """"" 
~to 1 h d __ ord ~ .. ""'" _ , ~ iD!.--I"- 00fdi0ns n _anr:oI d!ods IC!i¡ _ """""" 1oI:l,,_. 
~""AVf'AIlr.......-a= __ .. II»_oIAVP><nI . ~,",woI ... Iho __ d~~. _il 

"'A"_ 'oo PI ....... ...-- " ICII ""'" "'" 1" ,111 lI"l ,n" "'1,m , m 

On, of Ih, mo<1 in,rill'.i ~f findin&< m ,h. 'h.-lr;' ,h" VI . · 
~ .. cep'o, li~""cl, h,d <:ont....,k~ d«" en "'~ 'p.ntu><cu> 
fihn~ >CtJ\lt~ of LL n<uroDs, "",1 ¡IIr nru,oc:hmlKa! nalY><" 

_ n """""""" 1 ....., ~ .. 

moti , ..... ", ,ha, . 11 ,...-CO"M' n~·.mc< "'0" 1o.-00M wi'hlh ,h~ 
Le ",d "" ,.., nondr<n«¡;;c. :1-oen cou'd be • r.uDlber ~f 

.. ason. ",hy, r,e;urn. tJy, th. >Ct,nUO.1 of 3 ",~I, ' '''<'P.o, 

""""'""*- ro,. """""''' 1 , ....... 0.0 
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'YJN', on , ,['",d;e ,"'1 tn"', iMue,," mntn ,tine p;f ... t, an 
e~lIu1ar . ""i!aMI:!}'. rir.tly, ,ontn"tin~ down""a", "apto! 
.il:Jlo.lin~ ca,,,,d .. could be inducf<l in dm .. ..,1 populati~m 
of le no .. dron .. " c n~·J'-:>r. .. followimB ¡¡,.,¡. ~,tiv::"ion. ÁJ 

""~pto" c~upl«l to G proteln (GPCRI) . .,1. and YI~· 

""~pto,, <onVl'~tional ly wuplo I~ Ihe Gq aod phosphalip.¡. .. 
e (PLe) p.th .... r with th~ V2 .. upt<>< engllf¡b~ Ih~ G, and 
odenylal< cydase (Cj,-eAMI') P.lbwal (.""stllmL"II 1'\ al., liIll), 
Ho,,· ...... ioci":d ual AVP '''''opta .. ""S"si. S diff.rins ""ooo>ry' 
JJ""."'~g" '-">L~~'~ Í> "01 UILV¡","'¡""I.,..], 1I01 • ....J. lL.ukipl. 
mechan; .. o, It.1.v. b ... n id,nlEied 'Nhich '5ult in !he ditfmntial 
.cth .. ~m 01 "",onJary ""-='n¡;<T roth"'ays by i.divid.oJ 
GI'CR~ Ti'I<>ie ir.dUile "(fpt~rs .c~p1I!~ dilfe"ol octi1e and 
n><1i"" ...... Io"",tinnal "a .... "h.n hmnd 1(, lie> r,l< (Km.kin 

looJ), h ... i,,~ ¡he . loilily lo huu,~- .... ht.1~IUJi:""r;"', ¡"aolirr~ 
t~ vari.ti~m in the.' pJarF.la,oIo,kal p,oper'j .. ( Park and 
Palcuwoo, 20(5) a>d tbe l=>ti~nof """piolO wi"'-n sFe<ializcd 
m .• rodo,,,,lns of lile phsm. mermrllf.' 'lrh as raf.s o, C.VfO'a. 
:"m7i PI .1, JOW). !\r.-h wr<atiWl)' in ,it ",1 t"n';"ctbn ~., 
b«n . x. mplifi, d ~y lile YI~ """'ftor whi,h hu wn oho",n 
lO ",I;"-ale <'ÍlIle, Lw lP {)f eAM? rothw.)'1 IJ",d el ti" 19S6¡ 
Thil:oDni~r " .L. 19\17, s.b.ti.." .. 01, t998 1. F~rth .. """,~. !ho 
Ylb rtaptor lo 'ap""lr;> of s:muh:lOOtilr . at>a!lllí\ oolt. !h. 
Gqlll-i,.{)$il~l phosph.t. (lP) "xl G!-,AMP pllh" ars (Orce] 
el 01., 10)9). W~ a .. "noble ,& Jioti. gui.h from our doto .... hid 
oflt.e aboTe v¡rilbl .. coul¿ contrioote lo !he dif .. ..,e .. in !h. .tt..ct. of d><mopr ... in o •. 1'.0 ,,,,,o,d..! .0·Jron •. A f~nd.m.n{oJ 

qu."uorr ¡, .. 1r~J,er Ú,,, ú , ,,, liu,,o.IilY uf 11., AV? ' '''1'<'''''" 
d.".,~d, O" tb.> activil}' e, met. boEc ,uto of t"" n<uroo, or it 
,. • ""otral fro'uro of "p«ifc .~ popul"io ... of Le neuro.s, lf 
tI>? k>rDll" , Ihi, cOlJd idenlify , ,d. fo, ., VP driYi[g !.C .eti'ir)· 
,0w",,1 h_ r~,.1'i< fnll~wi"i'. ,~ri"" triu"" "hieh PI"">!e 
exdubility. ,ueh ... t",,,. (cli .. n»«I klo,,), ~. th""" .... hid 
decre"", le . eli';I>. lU,h Ibe ,eIeast 01 opioid" thJ' in k<><l>in¡ 
with it, uni""rsoJ r~1o of a homro~lÍ< "'guh'or, If th, Iot"', 
'Wl!"" thls (()IJld be, me<:h>n!.m fa: magntfylog Ibe dlv<rslr)' 
" n .e: nnr.,j ",,,,,r\~;'- n ... mn <Dh .poprla1lO" In<lPRl, th Le: ~., 
b«n ,úow;¡ 10 ¡,., rompooed of ~e.",ically diy", .. r.orod,m"!!Í' 
nruroas .... ftkh are collSid .. e-:I lo repre .. nt dJI .. onl <el lfl><'S 
:ROO..rt", •. .t ::01, 20B; Plum""r ~, 0.1. 16171. Fu!'"" high 
"""Iu!loo rr.olerular, phrs:olo~caI lllIi beh.\1oro.l wmhtlv. 
,ludie. ore , ... ~i,e<l to .dJr ... lh ... qU5Iions.lrr"r",tiv., and 
6Í""n!he colTelalion M'we<n Le rR onJ NA ",ka"" ,he", d . .. 
,dmlily tho AVP-V 1. ·b . e:"PIO'system as poos:bly bei~~ <apabl. 
ofbotb ""hlKins &r di;n iniU.i"ll NA r"¡',... witbin , h.o brain. 

Pr<oioely how AVP re<ep'on ,h"'ge the .pontoneou, FR 01 
LC n ... ,oD'l is und,ar. nj,c&uld l>t m iooi:",t ,,,,po •. " lo !h. 
moo..lollon ~f local n<urot .. ",rr.itto ro, l!Í1"" tht c]"", """",i.tbn 
oftbese re<eplors wiLl GABA and g:01am'le SJnopli< mct",ula! 
m",hinpry rl,,,,,,,,,.,t..-l in Ihi, "",j)'. ,n,1 ;;r"><1io",1 P\;,v.,.u 
moth .. b .. i~ legi~n, (~eob...., 20:18; Rood ud 1lKk, 2Glt), 
A.hou~h "ie 'KOrded lmlO only norodrn..-;:ic nturo.'S 01 !h. 
Le. our irr<nunohiotoch~",ic:ol ¿.,. ronhm ti.. p .... "'. ofYlb 
""~pIO" tn aon -oorul re .... :g;. LC r .... ro"'" Tb ... nrurons bu! 
,t.;. n",,,omm,;c, 1 ~ allm>r" nf inhihHory int .... """",,,, (A<fnn . 
Ton .. <1.1., 2001; Corl«n el .1, 201 1: . [f oo •• ppli.J ."''''''pru.in 
coold lf.do"" lhe .. lea .. of mm nrurolfL1Sm ll]¡>, mnl.~t 

• 

LYally .• hpr"¡-'y i'\lp".-1in~ on {, ... ritoh:lity oi .... r"",rrl..-l 
no".,J'<I><'~' ""uron. l'aire<l ,«creic!!" l><:w«n id~~th.J 

blffilruron-p,irn:ipal «JI pai" .. 001<1 be essenllal ID ~nde .. tand 
!h .. ¿ynom" of 1Il. AVP_LC ' l"'''rn. 

Ho .. eler, basro 00 Ibe change. 1~ ""':\lb .. ", propenll'S 
beua;] b)' d"IDO~, ... in. AVP coold OliO óf!'dl)' :JI" Le 
neo,onal exdlob~ity. In .dd~i&n ta .hugu in 'po,.I.noo"s 
xho" po]¡>nu>1 fr"'lU""}'. d('SJllopr""'" also all..-ed tbe 
"",mb .. "" th .. ,on,t.nt f~r tho AHP. Ibu, imp>.etins on tb~ 
ti",,, laMII for th~ "ewulI lu r.rolar;"" .,01 11m J.. "j1d[¡]. 

~f initiatifll Ih, nol acUon P<Jt.nti.tl. n i, </fKI o~ !he Le 
¡"". spilo:e inte"aI. by ~thtr ncurohormoao • • ueh os CRH, 
has befll shown \O be mooulaled by pol>.S!iml mndlK1ncl'S 
0"-1"",, . 00 "-::OC1'. MAl. ~n .. h..,."",,,,, e:IIH, h ,lif .... pn' nll 
In"'" ha. t .... " >hO~· 1l I~ "Jg~ J i!kre¡.l ><'to . ..!~¡y ",e_"¡;er 
pa!hwoy, (Gram¡n¡topoulOl et L., nOl), ""u l¡jn~ h dh" 
!h, octv.tion o. i,,-,ihilion of "¡>Kili. ion ebaocel> IAld,nhotf 
El ti, t9ll); R¡Jnnll' el al., t'l92; Yu aod Shlnok1-Go.Ilagh .. , 
lWl\j. ~in . l ly. ""'ICop, ... ,in . 1..-. "enili",ntlr ,h", .. -1 t/'" ><fion 
po"'nt;.] Lll?IÍlu<k bt:t o.lr in ,hol< o<lb "';'kh ""li~i,.J 
• d", .. ase.J FR. lt i. \h¡>,do .. ",asonable lo ,pemute that 
AVP d;.octiy .1",,, le activil)' vio tbq do"mt .... m roodd:otion 
~f len d .. ~n.:. ,,,,,,Ialoo wl!h """ntanrou, FR. Howov .. , 
d .. mop'tsSÍn did not aJer th. ;cput , .. imnce of Ih ,nti re a>lL 
!hu, .. ~uin~ .g.oi." any pot<"'i.! imp«t o., :nfmbr.n~ cbnnel 
gati~~. F~lUre S1udw. in",.'j~a¡¡n~ LC neuronal e.Kilabili!}' in 
AVP ' !'C'P'.o: .ub'rPO-'p"",fic l:ncxl ou, mÍ<Q will hop<!tuly 
",.fu r. ~r. r"'-"v .or ""Lln>< >ig1L.Jirr¡¡ ,~,,-.J""] ilL inu"Ju.l le 
n ... ",,,," 

A no",,1 di>covory w>s thc d-.."S" i. tI>< rottcrm of 
AVP ,:><1 Vtb '''''p1or irnmuno,.""tivity k>[owt,~ ,xpo>ure 
b ""ort. <1T"'-' Tml"'rtan'~I. VI> T".-~~tor imm"n~r>"-h'Íly 

",n4Ínoo un,h",.~od , An indi""ta, d n><hbotropie r<cepto, 
ilctÍv>IXln is ,oceptor inunah>lXln lrom pl",m. IlIl'1Ilb .. nl'S 
,nd incorporatioo ,,;th in Cj-.oplosnu ro'"rortrnen'~ Th"" 
!h. d"matk: '1, ... -IOOuctd t.I<,,,,,l!z.tlbn of Vtb locollzallon 
qrlV"1< e"i'.'I'PmPrt af ,t,.-. <i~ak "'¡' h t~i , TK'pl'" 'y'tpm 
>nd a pol<ntio.l p. th·" .y m"¡¡otins tI.. LC ....... "'po .... ['uture 
lunction"¡ ond beh"imaJ studil'S are ..... mial to idenlity tbe 
und..-lyi ns rr.o<h.n"",,, W. J~:i~",.",lr ,ho ... n :..-u •• 11' ... 

p ,oloml ¡hOl ls I!kI' I~ 10 '1I¡}i1~e lI1apllv. <>< t.Ollli'O'UU, pa!hwa)'s 
lttrou~hout la. OOcly iflduclin~ !he Le. This ha b<.t>n widely 
d<Dl&mtr. te<l ..-ith th .,ul< "'po'u" 'o ... 1rll.n' ,t ..... >«1 
i.1 Ihi, stujy (BuYDi:sky a"d M ... to~, 1OC9: . !.C n<'lltons 
.ro <Jl'lu i.it~ly .. n.itv. 10 I:oth ~rootio ... 1 . :><1 ph1"'oJo,ie. 1 
str<..ol>, "'rondin¡; wilh ." in: ... ...J F~ (Valentmo.OO Y.n 
!lodm ... lo. 2(08), lh. prindp;ol medial<>< of thi, sl:e,,-inductd 
!.C '1<Íhbili:y i. CRH, orisin.tin~ Irom , l'arÍ<t)' &f bratn 
«,nlers f{aleotioo <1 0.1" 19'Jl). Allh""f)t AVP ,<1" • .., trom Ibe 
~ypoth,¡'mr" minoo .. with th., nf e:~H .n.-l,~. ,t""" r"'pon ... 
(K&'IrlM .nd G.uz...,-, 2ClJ). il> .nrolY<ment in L'>e Le .11' .... 
palhwoy, ha,)-.t to be docUF.l..,1I'<I. :-Io .... ,·.~ litis wou ld nJt 
bo <urrri,;ng, ¡;i",n 11>. ov.rlor of tb. Le, ~nd AV? m g'n>ro.l, 
L, rr.<>d!<.tl"g ad. p1tw <>< hom .... ' atlc ... pon ... to n rlous 
r<fcM"f:Í<.1 .,( rh:r<in!oeiClI ehalL>oe<'" (V,¡.,ti"" .n~ Y,n 
!lod",..,¡", 2008, Koohirnizu el 01., 2011) E oo. ,~j , «>u~d .i~ ... 1 
. ...... 1 ranneru.p "lIh CKH ].1 ,e~uI.:r.r.j( Le KU\ltr dunOj( 
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tim ... of <Ir .... Proci...Jy how 110"", 'J .. t>m. rr.i¡Jh1 coopor". i. 
~<.d,..-. A. impor.ul d .• lnction """lJ b. Ih<ir conlmulbn 
to r .. tin, LC FR CRH anta..,ni.ts d~ 001 .1I"r ",sti"" LC ¡;~ 
,ltus ir.dic"ing llal lb;, a'Port ofLC rhrsioloJ!Y ¡" nol mtd:atOO 
by Ih" CRH system. In OOOU"'l IDis slOOr do>F.loomaud !hal 
",'...-tivp VI:.-h r"'-"PI", ,ntal1'ni,l<. on ,~pir own. <ignifonntl¡ 
.h"rN ~a",1 u:: F~ ind.ath~ tul .nc!c~,no", AVP ..... th, 
to.'" 01 LC activity. Aool"'r ditl .. """, w:>Illd bo It... dlility 01 
,It. AVP_ VI:>-b roc.plor ')"10m lo bó_ai,,,,tio..w.y mOCu¡'" LC 

.Cll\11~. Thls d.stln{Úsh .. AVP-VI il-b ~'"'" nm only fmm the 
r:U-l h", .-.,~p, IlPI,m""pt;<1. <f"t,m< Iml irfl .~. Ir . rthil¡ 
by •. th .... I«tivdy ; " """",n~ or d,cr ... inE octlvity. but r.~..,r 

bolh (lJ:ruk, lOl6;. 11 woUd be Lntn~1IR lo ""pko-. ,,·ht1he, 
AVP \oroU1d i"croa .... or d"" ... ... th • • cthir,. of lC " ... ro", 
In a bth. vIorol or phy'IOo,;kal stal<>-dq, .. nd""l manr .... CRH 
]S ca/loo U¡>oll d"rin~ th. st ...... 'i'S¡>oIlse lo eleYate LC .cthit)· 
.nd •• h""". NA r~l<_ lIo"",,,,,r <nl ... 1 'o O" «Iopti"" o r 
hrolth:< m ... , 'y'lem i. Ihe "pprop,üle """'tion 01 Ih. "._ 
""pon .. ono. !h. orsni,m h,. ~lW<tlv.:y ror.l""clOO w.lh 
,he ,hoIl<ng<. lf AVP diJ ....,r. in "nd<m l<ith CRH in !h¡' 
Pro<l'SS. il eould provid. a cocn: .. rnro ...... by .. w"in~ an¡ 
me .. ..., i •. lC oolvity, ,h«.by <muring .If",t,.. r_Itirg of 
bYlC octvil.y Th ls eoo'd p rmide u~iqUl' opportunities 101 
V I ~_1t ""'Pi'" Ii¡>;,nd, i" Jl"Y'"hi,lnc rl;..-, .. 1.> ... ,,,,,.-;,1..-1 wlh 
.n impoli.red .. r .... re'pome ma LC dy>rq¡u]"nm ••. ,.¡, ., 
• nxreto .nd d.p' ..... lOn (liD] aJKl :;U;;Jmoto. !UlU). lr.cl..-d. m 
~~nun .. 6. d)'u,,¡;dáion of brai. ~r.d CS~ AVP 1",'01, >ro 
.ssoclHed w.th • number of arujety dllOl"d" ... (Neurr.a.n and 
Land!(:af. 2Il12l. ~urtl .. mOle, 61' pharm«:ol.,p:.J bloáade 
of <itber tlt. Vla er Vlb ,~?te" . hoWN .nx,oJrtie ancl 
.ntlde~r""'AI a<tlo", (Kmhllflu el al, ltJU; c>WWI'II el ti .. 
101,1. n.. act", • • of !hu" rocopto", o. 'u<h <!mOlo .. l <1:., .. 

h.v. L-II • . hi!>ul,.] lu d Jallg<> im ~'" lu;"liu", u[ a u"ge 
of b r';n ... ~br.s .ueh as lit? ¡'ypol~-"lamus, th b«I nud .... s of 
,he >lna 'er",i. alli> onJ <",ygcl.l .. with Il~ LC la'l><I)' ifl'ortd, 
Tbe cUl"leol d.l. suuest ¡h. l Ih. lC s.1cukl b. oon,id ... «I ., 
•• ilo of lCIion oor ... eh .!!Or.l. h ~I",rilljj .oeh 1"Y,hi;I1ri, 
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EL"iEVJF.R Je urna l hom ~ ~ a ~ ~: wNW .• lu v ·"'.<omlloca t,,',o ~Ieon 

Co no rfamide-Sr3, a structurally novel specific inhibito r of the Shakcr 
1(+ channe l 

E1b ol Colm p-os_Lin ' , EliS.J. C.J.rr illo · , Molnuel B. Ag'J ilolr ti, JOolnnol Goljew i .J.k ~, 
Frnylán GóIllt'Z-LlgUllolS ~' '' . Es{uardo López-Vera ' . ' 
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_ ......... _ c.n .... _ '''", QO_ """._ 
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A R T I Cl E IN. O 
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-""'.""'''' '""'"""" ... ' ... 1 ' ..... ..,,, 

.".-" 
,,~ .. --­""""'~ ..... 
"',"~ ........ ,,, 
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~~ 

A O'TRAe T 

Coo.xú.-... (eN") . ", ""'n, ",,,,.I~ du~ .. ri"'" t-. ti>< vr..,.. "U" ..- ti>< v"" .... .. m.,i.., 
~..a c... ... '1'''''' r ••• " .I~ c...: r..- """iw ... ,1";. e ...... ,,; ... e •• "" ""¡,,, .. " •• oOJ .. ,.¡ " .J 1 .. ", 1.i¡I. 
"",,~IIC< "mJ;ny w"" ti>< mol lt<k,n C."'''''''''''101)' __ ptJd~ I"t~ ........ ..... ,"'. "", I' MKt .. 
,.a, o, ~Rf.) .. d 011><, F .. f.F ..... L1~ prp: ..... (FtRi">., 10t111d i" ti>< Iv< moll","'" d,."", .I1Id in 
" .h .. im.n~ I:I ~.,j ..,~ .... ,;f~ ply"- n-.....prptid .. _",ti>< i n! F.I RI'!;bmd to" p=<n' ir.ay 
""nlRl. ,,,. "'" '''' bioI."k ..... <ti .. in mu, li,,-. , ndl..- f, .. ¡"""' .. r ""¡I~ Ibw~'.-..- 11>< lID' 
1truLI., '..-.:"" "h~ m,.,.,n C~Fs (CNf-Srl , nd (NF-:':,l r" .. e .... .. j] . .",¡ con_Vd li-om e "ct""') 
.. "",m .. nid .. ,m..,t Y~'Y ......... Iy ,h_ .,"'dmm" ,,,,<V- ...... . _ n ¡, .. i tn "' ..... Ut~ ,¡". n"' ..... ' 
.,¡ .cid ""''''" ion "" .... k. In 11< .. W<>O'k. _ du" ... , iz..d , "",,",1 """,""..-.id .. ""._1,) 
(A= ' MC\VlJ'\oOVRI'-N'1,). "'''''-'-1 .,¡ " .... . no " id ... iiu",,1Id w ilh, ' p«O'k bbdci", ,",<MI)' 
¡" t I-., S_, .. bty,r .r ,1-., voltav·¡.o"'¡ pcu »i, .. du • ...,b, ";tI>out .i¡ni""n' eI'«t ... tI-., Shob , 
'"""', ,.onl mj f Qf c ... _I, Th~ ¡rpll<lr .. '''' Illrj typr.f d""IM,-Ir .. <DOO<OXO>' IIloI' "" '""" 

"""'''''''' 10 ... 'i" • ' c '" n ""So 

• h<>l tI", n mo", lh.J n 40 y"' '' ,me. lhe ~I"\t biochemie>i 
clLo ,x ,";"rinn el .. [W'plO1p 'n. in ~nI>'''' rmm tI» ... nnm el ,Iv> 
m.lIi", ",';1< I><lo",i n, 'o !he ¡en." G>I1'U (Cruz <t >l., 1978). Since 
lI1en . , pl<'to .. of th,, >< teNm (t..< , .. known., conotOJlim) hu 
bo!en ')'!tml..JI "~U~ cLI",rie~ U1ll ..... 0 blo.a Iy~ of e..:epn .. 
b.l<fd on Ihe "'o....-ul ... LJ'1II'1 thfY bind tíI (¡I/w" rn.tcokll[ic>i r..,, _ 
~ i ... ) .. n~ Ih. ~mil .... iIy ('Ir",p <it",1 ,",qll!'nN' nr ,I» i, ~"""Mt'I" 
((ene OIJp< rf,,";l ie ' ) (Om .. . L. 1978: T<,h u "",d Oli"" .. loo~: 

romph>ru.. rn"'uhki n~ ...,d conorlomi""~ .among _ .. ...,d 
mose Ih~1 COnLlU1 mLJitlple d'IIJllide bOM~ WhlCh ,"!,,,,,enl' Ihe 
rn.Jjorily or m, "lenOltl l'''IIIide' (Akondi el . L. 2014: lfbbe "",d 
lyvI' . 7fllli .~ In ..... l""' .... nrly nr ",p,," c¡'«i fbrinn, ITOl", ... dn, 
""e beco",e h i,hI~ ,.>I u.DI. molocol.1l" pr:ol>os I!I d~, in,lP-li'" 

di fle.-- sut<ype< of G-~<in--<ou¡>l<d ""'"pIOr ' ''' "",1 ., Ii¡¡ ... l _ 
4Ild ", l~e~e:l ton C1tJllnel ~ Une ()f them (,.,«lIIC>t<lJlut .. l' l A) 
1\;1, be<n dPllr<n>ed kl , lI1e I","menr of c!tror;e p.ain ( Eling,dm 
.. , 1 7mn;. whil. fpIV ni .. , ffiIV\Imin, h.JV' ,....,.1v><1 h,mun 
clinic:>1 ,ri.>I, ro, , 1-., '« :" Im",, ' of neW<lp .. hic p'; n ""d other d ~ 
«..., ,, (O, .", ... "d -¡"ich"l. 2007; Lew ~ a . 1_ Z01Z: Va"', .. "d 
leW' ~ iUl l ). 

Rol';",,, ,, .. ,d ""'u". z()14). .0.1>0. ",nutUli", , .. , ¡,., " " '1'1) d . ".. 
,,~OO ,ni<> 111"", lhal .ue d EulMe .po<>" pe~ <l"'. wh'dt U1elLJde 

. """"'-"""'" ., "'" .' .. ..,"'. 
'--"""' . ... ~ ""'~_""""" (' a..... ........... \ , . __ _ 

"" (~"'<--"' ''> 

"' p'¡I~ICJ.I<'fI,.",_'''''''Jl24 
00" I>O 'JO:.o" .... ,.; ..... ., ~, ... ~, ud. 

Ezh Cm, . ,pede, (~ PIlratcimdlelV IDl) pre llJ"",illy fXpre« .. 
in il< wn, ... '}"lem "..".0 ' h.ln 100 d i<t ino: ' conOll>:tilt< . ",i' h no 
moIeclli .... <>"Ie ..... p b<"",,-,<n ,I-., m (R:>ckeI '" ,L, 1 J% : l'u il.1nd", 
a ,L, Z()n ~ ti ..,,,, UIe p,otuIJii'y <>fr. nUi", ""'" ",n"l1Ui,~ '1-"_ 
cili, 101 ~ p.artiruLl, ion eh.." nol '" ~IOI irI ""Y J i .... n non _ 
Ittrliod O/ u nder<ttrl ;ed """,i .. i< hit h. 
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lhus fM, K+ d1~ M'¡.bIoc.ing ron""",i ... belonll to Ihe A· (, A­
<XIn",,,,,"'). [l_ ( ,, _[l..,.,no""'in<). J- I .;' ~-J..,.,noto.r.i", ~ M_ ( "M­
""'''''''' .. , ..,~ 'OIlopoptid<' Y). 01 _ ( • ..:onOl:lXi", ). dn~ 02_ 
(mn"yp' u n ' j ge ne , uperf~ mt l t"', <>na '" [he ronkuN[ZIn ctJ<~ 
~t fo. ooroopeptid .. Y.,.:I pepti<le Mo1659, ... h.,h Me (y; _free 
poplide' the otlltr K+ eh ... ,nel bIodc ... ronotCJ:in, ron u in 1-4 d ~ 
w tfid. bond< 

He", . ..,., rq>Ort ()fl 'he p..-ifi",,' b n ~rol bi",hemia t ,t..r.,,,, ... 
'ZoU.,n 01 d n""eI Ly'i-I .... ronopepb<le oo nort.mKl ... ~~ th.lt 
block< Shc.ker K+ eh.lMe ~ , but n:>t SiIa~. SIta .. , SPtal. <>nd fiII: 
c"'nn.~ 

Live ""rine ,,,,,i~ [ooe, 'Pu,"" ... ere ooIl"'t«l off th~ Gulf a 
M .... ico . n ~ irnmod .... ty tep,,, -JO o{ "",it ",<!d . Di .. ection a 

the vmom du<!> ,,,,,, <. nied <>lit ~n a ootd biock. and 'he d""" 
""""' pI""'d tn rrtcroce 'ttnruge [lit'" ~nQ ,,,,red d[ _ 70 , { u .. 1I 
poplide Un .ction . 

l.2. V"',HI1 ducl • .<C1J<1 

lh. v,,,", ", du<' oxtr>ct "'."obtain , d b:r hO"'''III''niu ' ion of!he 
<lum " 4(lI; "'Iu",,,, .""[<-IIi " ' e wn''; lIi ,,¡¡ 2:1; "1I1IJulOoI,-,, ,ir .. id . 

IlP I r "'" ""¡-'11m"'" "" .n "til .... TP<'hnnlot"" l :>on tnfioity 
.. rio< (C ll1K Qu ..... m,uy "'''''' . GmSD M"t~t""gth Del""",. 
3Ofi7-4141 M. """, ~j"",or: Hewlon_f, d<.ord. "N>ld>ro m , Ce ... 
rr .. ~~ t heve ,.,ro extr~rI w1:< Ir .. "D()fl.U"" .... th . v yeuc [ He lpm" 
CA ) C1 8 . nalytic<>l r~ed_ph.l ... rolurm (ll!!1l'54. 5 ~m p.artide 
<1", 4 /i ~ 1"0(1 mm) P<;11i¡>p>rl lVith. Vy<t.lc nI! e""<1 rnhm n 
(2ISCK54,5 . m poli' irte <ize. 4.6. lU m ... ~ P<plid"wero e lu,d 
w~ b . Iine,¡, g,Jd ien' of :;-'00); ""utloo B ""'" 9:; min .. . fIowcf 
1 mI /m,n. IV""'" ..,luOOn A t<U.1 S(vlv) .l.1uew, tnfUorruc..: " .ac,a 
... d 'iOlution B ;; 0.09); Iv:v : tri fi llOro.o<elic .acid in 90:1; (.¡.. ) 
x p .-.nitril. ThP "' ''''' rohlmn WA< o m[>lo"l}"<1 'o "'p" rif .. "'" 
<XIrrpon<n ' of ,he vmom elu'inp ' _49 mi ... "'in( ~ line ... ,,"" io n' 
of ]:;-:;:;:1; of ,ol u' ;"n B ffi'<' úJ Olin . ft..- ~ o i"",,.. ir ' ''' p .. 1:;1> 
""Iunon H lO' ~ 01" ,>1 . n<M'r~ r.. 01 1 m~' ''''n: ~ ~n.t p,,,,fic.uon a 
the mo<t . bun ~ ... " <XIfllIOn",,¡ from the P[""';o", ,]eP . ,. , pel­
r..-mM wi 'h. e':w1i .... ' nr 7<;_"om: nI .... I"rion R n"" 7~ .f"" '" 
is"",~tic <lo¡> olI 2SS ,~luti~n B Jo, S ",; n , ~' ~ n<lW ,""eof , m Vmi n. 

An olI iqUCf of the purfi. d <XI"1'«'fIl t IVAS . d,orbo!d ont·, , 
pol~bre"".t,..r...l ( Iliobrene PI"" Ap pli.d B~""""- FoII..- n y. 
CA ) 01.1« libo, fin", ... d ,he . mino . cid ' ''1''''''' ",. d .. ..-min.d 
b:r . uto.,.,«I úlman dq'>d. 'bn ",inO a rroo.., 49' ~in 
'ie<lu""C1n! 'i)'<t"'" ( Appl le<l No<y;"m< ) ... 1Ift ,n, ru~",,_lIqtlla 

~~. 

M .. rix .. "",i""d la.." d"'«pion ionin ,bn (MALD~ rr"", 
""",ti. 'N«1' Obtalnea. In me reI1e<IDr 01000 , U<In, • VCf)Qg"­
Sf,]em ~271 (Appli!'d 1Ii"'y<lem,) .. the lA"Ii",r<ity a UUh M .... 
Spe«romelIY (ore F.acilily. 

O" F-S,] ""'''' ')'I1th"';z«IlHinJ ID """" o9ti .... """",«l pep i<le ... ro""_ (MPPT«: lDUI"'UIo,~) .pp~.tng <tan<I.Jt:I IOlkli'l!.><e 
Frnoc ( !!-fluo~""'lIl'ftoxv-e..-m~ 1 prrJIOCCj<. r.prido! w.l< oon­
<lnJcW>d on tnlOIded Fmoc.J'l1e--Rinkflmide MlAH res in (<U!I< til u­
bon, 02B ",mot /il ( fIopido>. ,",,,",-,tia ,,,l . WJ~"; U .. KY~ A" 
",,",,,,...-~ >mi ro . <i,;!, w.,-" puoch»<a r""" AAPIT<c. S~"n 

proI<'<bon rOl tllt mll lIO .acKl< wAS .l< 101m .. ", I rp. r.. n _ 
rutyt(ll[)<'.n:onyl (Boc): s..r. fu "'" TYl "n_ruto'! eI!ler (IBu) ...,d 
Al'!. 27 4 ,~.7-1"'" Um~l-<1 ih).<1,""-""fl ~.n-~ .<"In nyl ( PW:) 

lon1'<oId ">Ce< ' or .>mino .>Cid, ""'" ,-"ocI . rol "'" coupI in, .>et iv.Jti~n 
w.a.< "" hi~ "';tIl one e<;u"'Ien, of 0 .4 M b<nrotri=l-l 1't-ox:r­
tn~I Kl l nopllO<pllonl"", he>:onuoropllO;ptute (tylUr) "" t'>l<l 
"'IIJ ",>I""I< al M N.N."';'opropylelhy l """~ ( DIFU, ) in N_rnt~H 
D"fI"I.h .... iN""') .. ",p «,""", Fxh ITIlplirec.....ni"" "'.>< ro .... 
""""'" Jo, 6() mi n Fmoc1<prnt.<ction IM>". ni<d out fa" ¡O rnn w~h 
2m pip<ridi"" in d im<tllyformornide IDMF). 

The ~od< w~, de ..... "" fro ... ,S "'" ""in by. 1 h tIe"""",n' 
WiUl 1 nll ()[" ,,-,,<¡¡. ,M K (TFNWd"',/~I ",,,oIJ~l i ,,,,, ,i><A.;1.2 -

elhmOO ttltlol ML~; ~r>I~/l:' by volu""' > " " cl"'\'~ge rr,xtu", 
w~ , fi ... .d , rol ¡ncipit~ r..d .. ~ n 10 ni. of oold m 1'l byl_"'rt- butVI 
.. _ (M11lF) '"'" cnl<\> I"'f'titIP WA< '''n p, .. dl'~~"~ hy ...... tTi­
fug>oon " ~ rOl' ~ .,in ID~ \ .. '-,,"~ o..,. with 10 ni. oold 
M1BE. 1h< m>ole p<p~d< w~, purifi~ by ",,,,,,«l _ph'" ( IP) ~: ru: 

""ng ~ pr<'p.or' ''Ie L I II V}·a.ac oolUlm (11M ! ~1U, l,U ~ ]U nvn . ~_ 
¡m p.anicle si:le ) e u "'d wilh ~ lin ... r lr. d ie", r~ nst: i nl rrom 15X I<l 
~~'1 ""1,,,", R in 111 min Al ~ neow ,,,p 4 m i/mio Th, 1lP1 r « .. Iv, nI , 
were O.1 S (~/v) TF}, in ,.,,,,,, ( '01""", Al .Yl~ O.,,; Tli', (v/v) in 9(]S 
",,!U«lW .o.:e_~ ri l< (v /v) ': ""tvent 1). The eI ..., n' w., mon itore1 by 
meJ.<lJI n g """"",",,,ce JI UU <>na Jau nm . run:y of me peplKJe 
w~ , -""""" d by ...,>lyr:ie.t (I! Vyd.ac RP·HPI.( (l1gn>54, 
1"0(1 >. 4 /i mm "'I,m ["mc-Io ,i .,.) Il<i"l ' ¡ n." e ' ..... ;.n' m'!!Ci ne 
rro", lSS '0 s~s of ""Ivent I in 10 min w ,th ~ n"" ,.t< , mI /.,i n. 
n ., '"'¡.t itl~ w., 41J.., II " ''-' ti)' UV . ¡"ur .... ,K~ . , 2¿0 "111 u~,,~ , " 
""Unrlton coertict""t (~) v.1lue ot b'nJ IM cm. 

SI"!I _'-"'1, ¡'OWtl i" Cr .. ~'\ II .,J iul. (Gu m : W>ld , .. " M.o.) .,. r~ 

.. I«]ea. wtth . mu.'pl lcttyol ,nJert.,n of -l(l w'lh • b.xu"""u, 
m,uin i", SM'> (dSlub 1 n o. SIto"" iSha ker_l ) K+ -eh ... "", cDNA. 
.. reportod Io, ..... ' _l"l[un .. . M7. 1007} 

f-Ium.> n embryoni< kid ney 193 001, ( IlEK 191) "",re '''''''''' in 
DMEMJf'1 ¡ olm .. (Gixu) '11[>[-'1"'''<1 . '''' w~h ,m; FOS . !"" .dDi" G 
(lOO lUIit<lrol) <>nd <lrepronydn (1l.1 mgJmQ. l1Ie cel, ""re tr ... _ 
~e", ,,, tr~",fecrocl . l1te cDN'I oo:Iinl[ fa tilo 9!aj .md 9",,,, ch. n­
nol, '''''''' ,ub<lon"" in ID plRES-NGPF.' . wctor (\:1,.,'8' ''''' SJn 
Diega. CA: ('iand"",1 .. a l . 2064 <;a nd ,ni er al, lO'''). 

SI"' 1y " 41 1>1"",,,,<1 HEIG/9J "" Ih w""'i'uti,,,1y ""~I""";O¡¡ tI ,~ 
li:\g c b.." "", ( K. Kl .1 ) 'N~ k_pi in ru l ure ~ t 17 oc. in . I"oJmidllied 
... mo",he '" 01 9';'1 <>Ir ard 5" (O,. in Dt.lLM)F1l m"" .. <U1ll1 ... 
mentoa w~h Ka FIIS ""a ,",odn ( 300 I'BJ"'II). 

úq><ri .",n ..... "" <XI"" "" "" " 8 " a ftoe, inf,,-,ion of ,he "" lb . 

M>CID<C<lpi, <u"" nl< """" I'K<>r<Iod und.,. wllOle-eel1 ~ .. <b­
<Lo "", ... ith an Ax~p .. c" ID ampr ,fi .. IAx"" lrutrumen", Uli"" 
al)'. ú',). 01",,",' ~lere n l[ere<! on linO ",un [he nlt ... ()( [ne 
.ampliti ... .oo .. "",Ied 'Nith . Dtgiaau Bl1.A in t..-r.~ (AJOI1 In­
<l ru"",",,, Silicon VdU<'Y. CA ) " f""luende, ful fiU i", Ihe Ny<;u;;t 
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niI.,." F ...... mt'o>' 'N"" ""'". nf m m<il";lp 21~" ( KUJIAX ~1 ) 

t..win, "'~". """ in t lle r..,~e 0/ 1 -B M~ ~OS ' ... ., .. ""'~W1'" 
~,<>t "'" Wi< JlWdj'< dppllOO ~p"nmenl' w .... cm1e<loo l 

., "",'" ''''''I'''r .. , ~., '' r."...rtP<1. 

}JU >oIL!rioru 

lh. ¡roI..-... 1 ,.,lubon ",,, .. i "N (in ",N ~ 9 'J KF D KCl 10 EGJA· 
K. 10 He¡>o<-K. pH 7:1. The eXlfm<>l 'Ulubon ronu ine:l (in mM ~ 5 
~l W C.cI,. 145 N.cll0 H""", _No. p H 7,¡ , (ono,bmi_Srl w>< 
di"oI""O in nl", ... 1 ""IUlian. Ex«""., ,olulion w" ~pinl .al • 
Iklw .. lo C>f _8 mUmin with . ~r"";ty.drMn ~~an sysIem. 

l!U. OliO '''''!lo<i< 
UnI .. , <>11>0"",1"" 'p,";60:l. mo"""!'«nen" .... rep"rua ... 'h. 

"",.o, ~ 'iEVI o/. '''''''' 4 " ... ~II...,,~ ""l"'ri .. "'"I>. W ~ r,.I<I;OIl uf 
CI>il M'~ hlcd<e<l ( Ih¡ >< • fllllCtion oflCNF-'ir3 Ldl O rnV lb ~ 1 _ (1 
O'IF_Sr]~Q. "" ... I O'IF_Srl j, tne o"",,nl in t ito pr ... "", o FIOIF_ 

\d 1 in 1", 11 M . le ¡, U I~ <olllrol IK. "",,,,ur«.l rrufII ~ L .,"', ~ 

"""" rirn" n ts. 

J. Re! u lts 

Conorhmide Sr] ,,,,,, puifi«l ., ,he m~jor pe'" in the HRC 
prnnlHI ",. ex .. ;,el or nve .. "om dlKI< rrom e 'l'U'fU (f lg. 1/\ ). 
l'Vo<> """" , .. ", o/ HP\.C puritication .. ere ""lwred lo puriry il ro 

-
1/ 

'o 

A 

¿ 

e , 
N 

<{ 

. " . fome (...,) 
" 

"~ , 
"""". " " "" .. >t ","",,_ -So. -.d « ...,..;. .. ..; :~ """"'" . -nii<-,S" 
,",' .--_ .... , ""' """ ...... , "'" " ........... .... ~~ ~_ .... 
.. .., •• " ,, ' . _ ... .. <O- _ n." _ ... ,.,,, .. ;"' . H fu ";. Dl.s" ,.;n 
'<,<,,<, 0> 00"_;''-

(_ ...... <., 
<o.o.<_ ....s., 
<O"O'<" ... V<l 

]2. "",'en" ir: ..... , ,,¡ "'1"/.'''<'' • ,11 '1'.'" 

-1"_ .... ""1-"_' .. '· .. .­
Al<c:...J>t.oCWl.- "-Vl-Y<>'" H= ..... "~< __ ... ~ 

The ..o<;uonce or die purifiod ~k ",,, de",moin<!d lO be 
IíTSGPt.1GW\PVFfRF l.o:r W r" 41 ' <.Iq¡'. <.Looo.1. n ", , .. leu lo" ... I" ... • 
oi:<"'","C ""'<s i< 1727113 OJ . w!lkh differ< rrom Ihe expe rirnenLil 
monoiOOlopi< "",« . 17:16.77 D> Im/. ~8R.1 I 01' 17!7.7 I ).oMoined by 
MI',LDI ·TOf Lo¡ ~ l OO D.o. ni, <.IiIT.,.,,,,, ;"<.1 ( . ",, ~I" 1I 1 "l"'I"id~ 

h.J, .., . mid"e:I ( · r.nninu, (r, lcu lltld moooEoropk "'''' ... 
17:>611~ [),;o). 11>0 "IDle O IF-yl ..... , ,i, .... ., ,he p ... ¡¡.d ~de 
~I L~ ~ 1"""''-' n,n;...r ~lIoil.n ly w i~1 {Nf.jrl hu" lh~ ,.'"~ 
1P<Cie< (t.1, il lo el ~ I , 200l )(n.;'l .. 1l 

rn F-sr~ w .. , <hemlc,, ~y 'ynu., gz-"<l ll<1"II me <LJrI<lM<I ,<:>l id _ 
ph ... Fmoc prnIOCOl, OUt el 3S Irf or tllf .... ""«1 , ... in 26 rrv <>1' 

w 
e 
Q -o 
o w 

.' 

-
,. 

o, 

Ro. , PIrlotoIi",of«J'>orijmd ... Sd " HItC lo) F. ... iomo<;m of '" """" ,...".. o<nOCl t.. '" "",",ioI ",ell td"", ."' • • ¡",., . ....... , . U _I .,,,.,,, •• ,,... 
....... ., . ..... ,~."' , ......... "," .... ""' ''-d A' A) .. oa>.s.h .. .. "''''"''''''''' . .... _,.0< ><-.<"" ......... . _00 .... .... M """ ..., _ ~ l<~ ..,,.,,,, . 

"'" .. ,,, . .... ,.~ "" , nIJ<Mo- <) .... , ... ~ .... "' 00_ ~, ............ "h''', ........... """ _.," ,a."" ,,"""' . _ '" ~" ............ ;,...,,"' 
.. , .. h<;'" """ ....... n_ ,_ d , "'."'''-
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• 
lile do!<lr<'<I ~roolKt ..... P"'p.111'<l \.,tt h ~ purlly. t he rm« o/ 11,. 
perti<le w,", ronfil'TTll.'d by IolALDI MS (cd t uLJI"d m:>rOi,oropir 
MW' : 1717,H7. d ..... minM mom i,oIDpic MW' : 1'27,79).>t 111 • 
... " Iruli'ut< ro. IIiologic.ol SbJdi", _ 1'Il. mi'" d lile ,!,"""' be eN!'­
Sr ] (17:>6.71) Wl< conIWm.d lo be i<lentic<>l II [In! 01 lhe mllV. 
<N F_Srl 071n 77 0..). 

.H. ¡~fkatio, 0[ 0 .. "<CIJar "'~ ... cf Oj['..yJ 

C"",iderinl 11,., OIF ·Sr 1 " iri" ho,"po .. criVlt}' ¡. moo,", i NAiIIo 
el .. _.1tJ(1). • boh ",iorC<l '" ¡,,,,, n t wit h t he po< ci ble i nh ibit ien c.f le 

d .. IVI'~ (P. J>Ozi .... .. .l . HM. G,¡",,"Io:y" AL, 1999). w. d«ido~ 
'" t JU/l1l11e In:. .1Il'Ct ~f ~M ··.U Oh tllf co"1' lele >11,.".,. fdlllJl~ or 
"' l "fe.&ope ndonl Ir eh ... "' I' (W.i e l d L. 1996). 

Fi, . 1 .... '..,'" ... ~ .. nI..,i'" K' cu"",," rem,ded bef"", (10ft 

Ir ... ", ti ",".11 ~I ", I . "" ..... <;I<'", ) o"tl " ¡.un U I~."J,Jilioo l ofCNF·~r] 
IS r.M I (ri"" l Id "'" "'" , .och ~ ... ""'I'yc¡rc"',) lllh. extrdcelhJM 
.... 1"00n .. irY1b,p~ ¡, ... l.I",m<1; ) ""'p , h~, rnF .~rl " .... ,~y 
.>ff<cts tilo .:.ctiv,')' d Sh.¡.,.,. (f'ls. 2.'1) bu~ in 00111 ' .10'. jI <loe; no' 
~gnll1c.., [ 1)' ..,1""t ShaD (flJ. l ! ). SIla .. (f \j:. X ). <>I1a 5l.<II ( n g. m) 
rnan .. ~. Ad<!i tondly, .,e dI,~ buncl th.lt OIF.srl u ~ ID lO , '-1 
ronaon ... tion <lo", nOl . Free! t~e d i,,,,,,, 1"E"8" P elll"",,1 ( Fla 2[ ) 

CNr ·5,] i"i>ibi,ion or 5_,i,c~ata< ""riHd in rilo J . nhill~ion 
~ Iulry """"",lile J< ,1 1u 'Ir. t.a by ti,. cu"",," ., ~ \j: . J A . na ti,. 
rot'Tell>:>ncIing W cu,ve in Fig. JI!. Ft.oction im ibition i, b.o~c .. ry 
die .. me'" . tt poI.nI;'t ~ ;:i mi l .... " ,'" inhii>i~on exe ned by 
"orpion 'alio, ( Fla le). 11Ie lit of die r,~<tion inhib,'<d ~ , • 
hmctlOn ()/' ( N('.Y3 COnCftl l'otion t, O Hill eqlll~~n yiflde<l O 
n ~ (19 th.lt indie",,,, Ilu t O'IF ·Srl inhill~, llIo! <h.lnnel wilh ~n.,. 
'" O"" ""'di"",,,"y .,, :1 ",itl> ~ Kd _ l.7 .L 035 , '-1 
(O,. .. , ~ SEIIt;" ~ 4: ( PI¡.. 3D). o.",~ • • ,.t. ;'~ 1)o lo", ..m"it y. OU" 

obI:erv ... iom dem,,,,,, r..,e th~t CNF·<¡rJ tIIoct or Sha t..,. ;; Quito 

A Sll .. ~"r 

O 
••• , 'M 

h 

e ,~. 
~ • ~ ". 

~ ~ 
, 

'" • O • •• 

~ ~ 

<p<'C1~cwnlun th~ KV r.-"nly 01 1( ' cl\annol ~ro/ll"'. 

1" lb~ ,,,,,k. "'< ll lJ ' 4CL",i""ll • II~'" " "",,"", or U., WI~ 
o,t ltnide t;.m ~y trom the .... oorn ()/' die venniVOl'Oll< ( 'pl riu<. 
rmm ,Iv> r.1~r nf M ... im 1I.><P<1 ..... ' hP . min .... citl ' imi"' ri ty "';' h 
die 'wocoMrf-.id., ch"'deriud rmm ,1>< venom or Ihi, "",riel 
(MOOlo et AL. lOOl: 11;1:"0" et di , l(I()I)' ..., a.o<l«l '" n,,,, ... [[ 
mrorf.", ido · 'ir3 (OIF·St3)lh. "'<JIm", identity ofCNF·Srl I'oitb 
(N F_~r2 il 11 '\:. bu ' CNF. <;r1 "'" 713'\:"'1"""" idonlily ",itl> UrF. 
"-1; Ih<)' IturO tl>e ' u ,.., ~ mi no .oci~ ""<JI<rl<e w i'h Ihe .kld,tion d 
m .... e ""IIlO.ocI~ .... <I<lue,'" the.",...,..t..,,,,nus ona LeIJ n lte.xl of 
\ 'd l ~t JX)<ition B in CNF· irl a.tlle 1 ). 

The me'-" or 'he FMRF.mide_"' ..... d pepl<l .. r. mi ty 
I"'",,'il"'" i" .. ' '''¡'lJ' ur (.Ih)'i~lu,¡k'" p<u""," io n .. tt",k.ol~ 
iltcl llcnng "'lic lit~ tLll1c;tion~ , reproduc:tion ~ncl d",,~Io~mml 

""',""e r,""'" (tll l""_'''. · . .. ' . I , JíI(lI!) Att 'hp ro.n,f.u " i.1", ..... 
porlL'd ' o r",. h= biotogbl >Ctjyj'y in mi", (},IF Sr l ~OO CNF Sr2 
rrom e .!pllt11l< el td! hl'P' r.tCdvtl)' ...neo InJecU'CI 1nt,.ocld ",4tty 
(M. il lo ", di., 2OJ2: A~ilal e l di, 2(00 ). In COnl"" l rnF.vcl rmm 
Coro< vi<",",,~ rornpt~ "' ~ i""' p.1ch ,,,, ,'" ..,inut , roo, "'Y 
mc:.-.. emorf (=epi 101 Iog"'~ he'" ,.,.,;,cIt<,) a fter i"',,,,ro niat 
lOJtc:tlon 01 D-LU nrmt 1m"""". JI the I ......... ta_. tm ""pila. 
JI"" Cd"",,' rwperdCtiVity (lolMn""n tt AL. 20(5). RPlF. rmm 
e ... "'do C<linje''''d ",itl> pH 6.; ,Jli"" ... Iuti,,, in ,'" mOl"" 
~"emiw mu""te ind"co, m«h." ic4t hype,.t8"' ia ( "" m m 
el di, 20I n 

No mol"",IM Util'! rOl "'Y ronorf. trjde h~d b.., n iclen litied 
un'~ "'<enlty.1« CNF ,,1 H+ 8""'d EN:L ch.lnn<t,,,,,,,, ''48''''''d 
... 1'",,'¡lJt, "" '" (M .. I'" .. 41, 2(02). wt "" ~,,, G-pl"",il ~w"l''''d 
"""'!f0l'< , FMRf~rnicIf .. ctiv . .. d cit .... nel<. o, .oci<ken,in~ ion 

B ~~ • ... 

o ,~, • O 1~u 

l°O loA 

~~ 

fl&. ~ "'d<of """,ti "" ,""" ... "OOF-S.l. (/Io )_~", ...... A,,..,... ",,,.,1 "( • .• ,~ n """, '" ,..",J« .... ocdq "'..,....,.¡ ..,¡...,., 0:" ...... '" s .., OOF-S.l 
(0).(0)5 .. 1 <wmlt< Lof! n""", """,,1 "'. """ ,,_ , • ,.."n.t ",rII 5 ... CM'_S·:l (e ' SI. ... <w=<. (D)5IoII..,..,.,, ((tr. "'_".~" ,,, ~ C. D....t ( .. h , . 
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vOllage ~mv ¡ 
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' ~I 

1 o" I • I I • , 
• " o • , o" 

CN~-.s<~ o" 
o " • • • " 

vOMge (mV¡ 

• 
, .. , 'o 

• o., 
l "' 1 o., 

1 o., 

00 

o , , • , • , 
100 [CNf-l>rl l, n .., 

11&. 1 <Me .. ] 1O>:" !.\Gbt ti ....... (A)c.., .. "'''''''' l. , """"" ""Ud ..mlA, NCHF-S.' (O) _ ;". «111 , ) ,8) 1/1' p",,,-,,,.., " A (e; koc..,. -.. .. 
"V ..... ~H .... rnr-s·J .. " A I.D) I<oc"" tioa ..... PI'-!d ... o ""'. n.. ~"' ;, '" ftt" . fli l ....- ",ti 'd _ n • D.15 , M 

dUMel< w .... prop<>«>d r ... <NF_"l (Af .. l.lr.t .1, 2OCII~ {N , _Vcl 

'"."' ,, ' " inn", ,,,, ;11 ' -y""olk « k.iU II I;1I ~ """ifi< >IJ~1 (1."111"'" 
dI"",,,.,. ) of lJK.. n.uron, ~ n<lln ",.,.neLJron.al ctU, (pre'illTlmt¡ 
¡1iú .. h ..... ' O'F ·Srl h.l, m . p'UJ'fn t .crivll¡/ "" the,e cell, 
(R<>bj ... on .. >1,2(11,). bu! no mol«u l.II urge! of <NF_\'cl rouId b. 
<ler. ",d n ., ~iIT"'~I"-~ t...lw"," o.IP-'1<1 .",<.1 (:Nf· 5rl ~"''' 
Ih.t 1h .... .1IIoo dilt"""" u.,.,t,: lti, ¡'""I unuJI"CTi'<l dm lo th, 
hw "'q"MN' i .... nrity """_n rN F.Vcl .n1 (l\'P' .. ! ( ~l l~: 'h. 
"'In< rotJ<l be "'18I" "'d r,. (NF Sr1. live" ¡IS ,~o 1""" '."I""n"" 
!:len",)' wlm D'lF ·WI (37n). HOwe' ..... RPRFl "", bHn ,n"""" ID 
potentioll' IIIt CUI ...... " or [be r~ t ",id. ,en'Oll ion d!.lnnel ~51O. 
>I<h<>J¡h wi'h mal ... "" . Ffiroity (B; ", - 4.1 ~ 0.44 ~M )( R.o tmer< 
... 1. ml7;. ih , find j", ¡, <he fiN' di"'<I <Vido"", d . mol"" ... 
L1r t..ll'!l"l for MV rooorf"""Je . 

In <hi, ~ "'. h.l\e <lio .. n 11,., CNF·Sr3 block< 'he S'>a01>r 
", t .>Je-<lepond .... K+ ehID ... I. bu, ~ d_ nc< bbd< ,lo! H<IIl. 
5ho ... SIid ,rol h6lgd-.. nn,~ . Oh",. our ~ .. " provi.le die ,.«",d 
direa .... idon'" of ~ mo11ClJ1 .. 'M'get fa . moort-4Illid" Gi""" Ih, 
r~ther mod" .. tf .ffinityof I:NF_Sr3 for l ho! 5I!<r..,,,hIDn". we <~ n 
no! rule ~ .. 'he p=iIliMy tll'" ,hi, ':>JIin .111'",,, <lt'-'r "''Jet lyp' 

",i'h higher . Ffiroity. 
Thlh r .... ti" CUt"> .. ,,,,,n I"'(JI"'''' wtlupo r "ilb ... ,<.1 eOIl_ 

D.JLlktrn. ho",olo¡pu' W 'h~ neuropelf'de' v.,opr<'",n/«<ytoc,n 
IDd neL"".."in. r",po!(."ti",ly. hNt bHn <Ii"""" ti he dlOOi"< d 
th~ "<p«I'''' """pro" of die .. enOOIl""'1&< pepride<. I:NF_~rl i< 
Ulr fi", 11<1l u kJ¡pJ. of .,lLIo¡¡"'''''"' l"'(JIi""~ dI' f MRf~ ·,"~",~ 

pepl <l ... 'M' h.J<.lIt ID I~on~ti< off.., <M'r . po<<ibI' mol",," I .. 
,.~ rli<!inct ,-l th. kn ....... ......,. ... " nf ""' ... n ... ",I"'P''''' (" _ 
po, ,",;n roup " d "''''lfors. IM RF> g.1led No + cholllnel~ ..,d .dd 
"''''tng IOn eh""""") (RotI",on .. ~ L. lO':I: ROl""'" .. >l. lO'7 , 

A kel role el OIF--Vcl in ,he onvenoma, ion " r~le¡¡y d 
e ,i<t<>n"" h .. beon propo<ed ~d on j I< h igh ""'F'""~on .. "', i" 
pn" .. "e in 'he in-Í'cted ""nom. , 00 ¡" . ron, bioaclivit¡ 
(\I.""'",on '" .al . lIII ,~ ""h",--"n '--" ~·~tJ n., • ",1.Ovely rmoe .... 
.lI'fin~y for Iho 511<1.", <hlMl'l (Kd ~ ~.7 jo 035 11M). il ~ O"" of Ih, 
""'" . bun<'.>n' ><>mpon"''' of!he venom duct ",,"a " of e 'PU"'" 
..,~ 'h"" ~ migh' h.v. ID importo'" role ;" pr<y ea~ ..-.. -. .. 
IDdlor oomp«'ion . 

Con", VO,..,IlI pe phl .. t..l'J"' illf di<lincr Iype< el K+ eh,""""I, 
(o ","OI<lXu.... in 8J"Ier.l) h= ~n rouNl 'o be cy, mn"';";,,, 
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• 
ptpli¡le, ( 1~ d i<uUid , bonru )l lfwi< ~t .... 2012 , """'JI! lo. ttre. 
Jlfpli¡le, from .... rmivorou< '1"Cie' from lhe In:J<>.P, ctic. 1'he<, 
_~on, >re JM!P~d! VlolSW rrom e """iJo ( Su<b",LlI ... 1. 
20(4) a nd ''''''' Ty ... ri,n pepide. (oonopeplide, Y O"(· r.l ..,d 
crY· P11 ) I'rom e [.,.,I(81""", .na e ,."""'blS ( 1~L11 eI 'L, 200~'~ 

Ptplide '-'101569 tIIoct< """ .¡rurnv.t"', K+ Ch.lM'~ in ,. 1 DRG 
.... urons (SUda"LlI eI .L !004l. whe", ... ""nopepride< Y pr"''' '' 
en,¡'Uy blodc ,he l>unu n Kv16 ,ubl)'po ( ~ >1 <0. lo . ..... r d og .... . 

!he KvU ", bI)p<~ N_. "'. hov" ~¡"= ... ,,,d. ,n;rd ty¡>e o f ey .. 
i'r<' .. COOOpeplllle< "'.JI lMocI: ~ + Ch.lMet<. rrom • '¡enr!V()/'<)\J' 
""",,¡e, of tllf We<tern M 4Il tic (CuII' of Mexico). Al Uiougn th, 
"""dfic non .iru criv. tinll <IIbtyl"" blcd<.d by lolol~59 in ,..r DR(; 
neuro", W«O mi id .... i fiod ( po« ib l)'. K", .1. Kv l 2. .>nd K'In /1(.'7.1 
(MoIdov.., eI .L, r(13 )).1t i . interestiog "'" ,he >ubllP'" .n.,,:I .. d 
by mn0p"p_ y (KYlh ID<! n 1.2) . ", homologo; ~ [he_ 
<haMel ,pecitk. ~y blod<,,:I by OIF·SrJ. 

lh, O-ronor<lllin , _!'VI'" n,Ñu eI .J . 1996) . rd!he <"-mn­
OIoXin SIVA (Cuig el .... 1IIiIlI) tuvo been <hown lo b lock , he _ 

" eh.., .. I. b .. n, ven<br, ,,, tomol~, bIodoo.l by 'h"", '''-(:y'' 
""n" ""ng """n< h NO betn kI . .. ,lled: . · f'\/DA dkl oot blOCk m, 
,.al KvU <>lid Kvl" m!llyp", ~I 1 ~M. 

Th ..... f ...... , g iv,," th. 'I"'dm'y ro r NF . .... , fM th. '.1"",,, ch",," 
... 1 >nd il< .... 'l' <yn"""'i ... ti';, ,,,,,in muld be ~ ... >ful moloeut .... 
tDoI ID.lucido .. ,ne rol. of~, horuob¡¡ <h.i n",, " in ti .. moru"",'ioo n 
"'''00' ')'!lfh\. EXl"'nmelll' ~" In prog .. " ID "' .. " [1,. X't lOn ar 
OIF.sr30\o,,, lile di"inrt l'tJ .... n Kv l mo lype< 

lhE wort ....... ' " pponOO 11'1 GI'IDl< IH9~ rrom ("""'.10 
tücion.¡J de (;'n," )' 1ecll<>logt.. \lhir<l ( rnNo,(Yf~ IN204116 
froro Prog ... ,U de A¡n¡<> ~ I'ro).e<rol de 1n",," if~<ión o IMO\'.oción 
T.emlósk. ( ""'lrJ.UNIIM) ID f. l..·V. ~n<l DGAPA 1N22'¡616-
RNZlo1616 'o F.GL Tbi, wcrk "'" 4 1"" >Upp<l ""'d by "'" ¡ront 
(¡ M4!1677 rrom [h. N.JI"'nllln<ttru .. ar .... "" ., VI,dle.al SCI~rre< 

(¡Mo!!I677 l> 1G. EJ:.L . n<l le. v",," 'lIPJXlned by fello.....,hip, from 
(ONA('(T ,1-45545) ~ rxI I'rol,.",~ de 1Ie<", Po<doctor .... d . h 
D~eoció" (;en.ul de "'''''','' do! 1'or<01U1 k.>démioo ( DGAPA­
UNI'M), ""I"'<1i""J. W. 814"' ful ly . dmowl<d.!l" ti" . "¡' t.o n,,, d 
Uro I!.> ldOmero M t1 ,' .. ,,,~ fa eommen l< on lile m.JlkIlCltpl .. a 
P4b!o ""mf",Z(¡UI~Z fOl ''''' chrom.alOR'IDI "'~ 

lr.o.,,,,,,,,,,ney OOcument ", 1.1 1:.<1 ID m I< MUde Cl n be 100M 

on ~ ne di hu p: /ldLdoi 01,11;/10. tu 1 tilí l (JIieon.20 17.07.J24. 
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