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Resumen.

Diversas evidencias apuntan a una importante participacion del sistema serotoninérgico en la fisiopa-
tologia de ladepresiéon, una de las enfermedades psiquiatricas mads prevalentes de la poblacion
mundial. En la actualidad,el sistema serotoninérgico es el blanco terapéutico de la mayoria de las dro-
gas antidepresivas. Sin embargo, el retraso significativo entre el inicio del tratamiento y la aparicién
del efecto terapéutico deseado, y su inefectividad en un alto porcentaje de casos, plantea la necesi-
dad de profundizar en el estudio de la interaccién del sistema serotoninérgico con otros sistemas de
neurotransmisores o neuromoduladores enddgenos,que refuercen los efectos terapéuticos de los

antidepresivos serotoninérgicos clasicos.

El neuropéptido hormona concentradora de melanina (MCH, de sus siglas en inglés: melaninconcen-
trating hormone), neuromodulador enddgeno del sistema serotoninérgico, se eligié para el estudio de
la modulaciéon de las neuronas serotoninérgicas aisladas. Para ello, primero se realizé la optimizacion-
del protocolo de un cultivo primario de romboencéfalo de rata en la etapa embrionaria 14 (E14) y
ensayos de inmunohistoquimica para la localizacion de las fibras MCHérgicas y neuronas serotoninér-
gicas en cortes sagitales de embriones de rata en E14. Posteriormente, el cultivo primario fue caracte-
rizado fenotipicamente mediante técnicas de inmunofluorescencia, y funcionalmente a través de la
cuantificacién de los niveles de serotonina y de su principal metabolito el dcido 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA)por cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion electroquimica (HPLC-ED).Se cuan-
tificaron los niveles de serotonina y 5-HIAA basales (control),yla variacién de éstos ante diferentes
tratamientos: cloruro de potasio (KCl), el quelante de calcio EGTA y drogas que modulan especifica-
mente al sistema serotoninérgico (inhibidores de la recaptacion de serotonina —IRSs-, inhibidor de la

MAO Ay un agonista y antagonista de los receptores 5-HT1A).

Una vez establecido el modelo celular, se estudié la modulacién de las neuronas serotoninérgicas por
la MCH, mediante la cuantificacidon de los niveles de serotonina y 5-HIAA luego del tratamiento con

dicho neuropéptido.

Nuestros resultados muestran que: 1)los embriones en E14 presentan una gran densidad de fibras
MCHérgicas provenientes del hipotalamo lateral, que alcanzan la zona rostral del romboencéfalo, y de
neuronas serotoninérgicas en toda la region romboencefalica; 2) el cultivo primario de romboencéfalo
a los 14 dias in vitro (DIV), poseeun 2,2+ 0,7% de neuronas serotoninérgicas, 56,7 +7,6 % de neuronas
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GABAérgicas y no presenta neuronas catecolaminérgicas, ni astrocitos;3) se encuentra funcionalmen-
te activo yaque pudieron ser cuantificadostanto los niveles de serotonina y 5-HIAA enddgenos basa-
lescomo los inducidos farmacolégicamente, y 4) que los niveles de serotonina luego del tratamiento
con MCH no mostraron variaciones significativascomparados con los niveles controles, aunque pudo

observarse una tendencia a su disminucion.

Los resultados obtenidos permiten concluirque: 1) el cultivo primario de romboencéfalo presentd un
bajo nimero de neuronas serotoninérgicas, pero que sin embargo, dichas neuronas se encuentran-
funcionalmente activas y que responden de forma éptima a los diferentes estimulos y drogas especifi-
cas del sistema serotoninérgico, y 2) la modulacion de las neuronas serotoninérgicas por la MCH no
respondio de la forma esperada, por lo que deben realizarse futuros experimentos para modificar las

variables en el cultivo que permitan evidenciar dicha modulacién.



Introduccion.

Antecedentes generales.

1. Serotonina.

La serotonina se aislé por primera vez de las células enterocromafines del tracto gastrointestinal y
originalmente fue denominada enteramina por Erspamer y Viali en 1937. Mas tarde fue identificada y
denominada serotonina (Erspamer & Asero 1952). Anteriormente, fue aislada e identificada, por un
grupo independiente al de Erspamer; Rapport et al, 1948, la llamaron serotonina y demostraron su
presencia en extractos de suero y su accién como vasoconstrictor ténico del suero liberado por las
plaguetas durante la coagulaciéon de la sangre(Rapport et al. 1948). Posteriormente se confirmo que la
serotonina y la enteramina eran la misma sustancia, y se detectd su presencia en extractos cerebra-
les(Whitaker-Azmitia 1999). Por lo tanto, la serotonina se identific6 en tres sistemas principales del
cuerpo: el sistema cardiovascular (en la sangre), el tracto gastrointestinal, y el cerebro, pudiendo ac-
tuar de tres modos diferentes, como transmisor, actuando localmente en los botones sinapticos; tras
la difusidn a distancia de sus sitios de liberacién, produciendo efectos paracrinos (transmision de vo-
lumen) y circulando en el torrente sanguineo, produciendo efectos hormonales(De Miguel & Trueta

2005).

1.1. Biosintesis.

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT) es una monoaminabiogénicaen cuya sintesis participa la
enzima triptofanohidroxilasa (TPH), que es codificada por dos genes distintos: TPH-1 en el tejido pe-
riférico y TPH-2 en el SNC(Walther & Bader 2003). En el SNC esta enzima es sintetizada en los cuerpos
celulares serotoninérgicos de los nucleos del rafe y se encuentra solamente en las células que sinte-
tizan serotonina, siendo la enzima limitante de su sintesis. El paso inicial en la biosintesis de la sero-
tonina es el transporte facilitado del aminodcido L-triptéfano desde la sangre al cerebro. La fuente
primaria de triptéfano es la proteina de la dieta. Las neuronas serotoninérgicas que contienen la en-
zima TPH, convierten el triptéfano en 5-hidroxitriptofano. La serotonina se sintetiza a partir del 5-
hidroxitriptofano por la enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC) (figura
1)(Lovenberg et al. 1962); esta enzima no es exclusiva de neuronas serotoninérgicas y también se en-
cuentra en neuronas dopaminérgicas, donde transforma L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) en do-

pamina(Lovenberg et al. 1962).
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Figura 1.Maquinaria molecular localizada en un terminal sindptico de liberacién de serotonina en mami-
fero. La serotonina se sintetiza a partir del aminoacido triptéfano en dos pasos enzimaticos, la
hidroxilacidn del triptéfano por la forma neuronal de la triptéfano hidroxilasa (TPH-2) y la conver-
sion de 5-hidroxitriptofano (5-HTP) en serotonina (5-HT) por la enzima descarboxilasa de aminoa-
cidos aromaticos (AADC). Después de la sintesis de 5-HT, el transportador vesicular de monoami-
nas (VMAT) transporta la 5-HT en vesiculas para su almacenamiento. Tras la fusion de las vesiculas
con la membrana plasmatica, se libera 5-HT donde puede interactuar con los autorreceptores
localizados en la célula presinaptica o con los heterorreceptores. El transportador de serotonina
(SERT) transporta 5-HT de nuevo al terminal sindptico en la que puede volver a empaquetarse por
VMAT para su liberacion o degradarse por la monoamino oxidasa A (MAO-A) localizada en la
membrana mitocondrial externa. Tomado de (Daubert & Condron 2010).

1.2. Almacenamiento.

La serotonina, luego de ser sintetizada en el citosol de la célula, es almacenada en lasvesiculas secre-

toras por el transportador vesicular de monoaminas (VMAT) (figura 1), que se encuentra en dos for-

mas diferentes, VMAT1 y VMAT2. VMAT2 es la isoforma dominante en el cerebro, mientras que

VMAT1 se expresa esencialmente en los ganglios simpaticos periféricos (Erickson et al. 1996). VMAT

utiliza el gradiente electroquimico generado por la enzima H*-ATPasa para incorporar la serotonina a

las vesiculas sindpticas (Anne & Gasnier 2014).



Figura 2.Dibujo esquematico del terminal sindptico de una neurona serotoninérgica. Se muestra
la liberacidon exocitética desde las vesiculas (flechas rojas) y la liberacidn no-exocitdtica (flecha

azul). La recaptacion a través del transportador de serotonina (SERT) se representa con una flecha

Las terminales presinapticas almacenan serotonina en vesiculas claras y, en algunos casos, en vesicu-
las grandes de nucleo denso(Van Bockstaele et al. 1994). Las vesiculas de nucleo denso pueden con-
tener ademas, neuropéptidos como la sustancia P u otros neuropéptidos (Dey & Hoffpauir 1986).
Ademas de la serotonina almacenada en los terminales axonales y sus colaterales(Liposits et al. 1985;
Chazal & Ralston 1987), los somas, dendritas y varicosidades axonales de estas neuronas almacenan

serotonina en vesiculas no sindpticas (Loizou 1972; Héry & Ternaux 1981).

1.3. Liberacion.

La liberacién de serotonina puede ocurrir desde los terminales sindpticos, actuando localmente en
circuitos densamente “cableados” y desde sitios de liberacién extrasindpticos axonales y somato-
dendriticos en ausencia de dianas postsinapticas, produciendo efectos paracrinos (Sakurai & Katz
2003; Baraban & Aghajanian 1981). La proporcidon de sitios de liberacidn sindptica y extrasindptica de
las neuronas serotoninérgicas varia en las diferentes zonas del sistema nervioso. Por ejemplo, en la
sustancia nigrapars compacta y en el nucleo dorsal del rafe (NDR), coexisten sitios de liberacidn sinap-

tica y no sinaptica (Moukhles et al. 1997).



De forma similar a la liberacion sinaptica, la liberacion somatodendritica esta mediada por la exocito-
sis de vesiculas inducida por calcio (de Kock et al. 2006). Asi mismo, en los ntcleos del rafe, Mlinar et
al.2015, demostraron la presencia de un flujo no-exocitético de serotonina a través de la membrana
plasmatica (figura 2), y sugirieron que las neuronas serotoninérgicas de los nucleos del rafe liberarian
serotonina del pool citoplasmatico por difusion simple a través de la membrana celular. Como todos
los neurotransmisores monoaminérgicos tienen un alto gradiente transmembrana establecido por sus
respectivos transportadores de membrana de alta afinidad, en dicho trabajo plantean que la difusiéon
simple de los neurotransmisores monoaminérgicos puede ser un componente significativo de su libe-

racién (Mlinar et al. 2015).

1.4. Receptores serotoninérgicos.

Tras su liberacion del terminal sindptico, la serotonina difunde a la hendidura sinaptica y ejerce sus
efectos a través de una gran diversidad de receptores sindpticos y extrasindpticos(D’Souza & Craig
2010). Los receptores serotoninérgicos son del tipo ionotrépico y metabotrépico. Los de tipo ionotro-

2++

pico pertenecen a una Unica familia: 5-HT3 y son canales idnicos permeables al Na*, Ca”*" y K*(Barnes
& Sharp 1999).Los receptores metabotrdpicos son del tipo de receptores acoplados a proteinas G,
presentan siete dominios transmembrana, y se pueden clasificar en cuatro grupos de acuerdo al
sistema principal de segundo mensajero: los receptores 5-HT1 acoplados a proteinas Gai/Gao (subti-
pos 5-HT1A, 5-T1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F); los receptores 5-HT2 acoplados a proteinas Gaq (sub-
tipos 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C); los 5-HT4, 5-HT6 y 5-HT7 son receptores acoplados a proteinas Gs;
y los receptores 5-HT5 (subtipos 5-HT5A y 5-HT5B) para los que el acoplamiento a proteinas G es to-
davia incierto. Aunque cada tipo de receptor puede ser potencialmente activado por serotonina,

presentan diferencias en su distribucién neuroanatdmica y en las afinidades por la serotonina, ago-

nistas y antagonistas(Bockaert et al. 2006).

En la tabla 1 se presentan los receptores de serotonina y cada subtipo. Para cada subtipo, la tabla in-
dica las caracteristicas farmacoldgicas, la localizacion, el mecanismo de accidn intracelular y el efecto
final sobre la excitabilidad neuronal, la funcion fisiolégica en la que esta implicado el receptor y las
patologias derivadas de su mal funcionamiento (tabla 1). Mas adelante profundizaremos acerca del

rol de los subtipos de receptores 5-HT1, por ser de importancia en el desarrollo de esta tesis.
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Los receptores de la familia de tipo 1, ejercen el principal control fisiolégico de la actividad de las neu-
ronas serotoninérgicas, pues estan presentes como autorreceptores en las propias neuronas seroto-

ninérgicas (Andrade et al. 2015).
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Tabla 1.Tipos y subtipos de receptores de serotonina. Para cada subtipo, la tabla indica las caracteristicas farma-

coldgicas, la localizacidn, el mecanismo de accién intracelular y el efecto final sobre la excitabilidad neuronal, la

funcidn fisioldgica en la que

esta implicado el receptor y las patologias derivadas de su mal funcionamiento. Los

behaviour

L ) ) Intracellular Physiological Malfunctioning
Receptor Localization Agonists Antagonists second Membrane effects function pathologies
messenger
5-HTy. Dorsal raphe; 8-0OH-DPAT NAN 190 Gifo Hyperpolarization Autoreceptor; Anxiety;
Hippocampus buspirone MDL 73005EF Tl camp (increase in gx; modulation of depression
gepirone WAY 100635 T PI wrnover* decrease in g release of other
neurotransmitters
modulation of
anxiety
5-HT 5 Hippocampus; Sumatriptan GR55562 - - Nerve terminal migraine
Striatum; SB 216641 autoreceptor;
Substantia nigra; SB 272183 modulation of
Raphe nuclei; release of other
Cerebellum; neurotransmitters
Frontal cortex;
Cerebral arteries
5-HTp Dorsal raphe; Sumatriptan BRL 15572 - - autoreceptor migraine
Human heart PNU 109291
5-HTy Cortex; DOI Ketanserin Gg/l1 Depolarization Possibile role in Psychiatric
Basal ganglia; DOB MDL 100907 T PI turnover (decrease in gg) learning and disorders
Peripheral tissues Cinanserin MEMmMory
Mianserin
Methysergide
SHT Cerebellum; BW 723C86 SB 200646 Gg/ll - Food intake; Anxiety;
lateral septum; SB 204741 T PI turnover behaviour feeding
hypothalamus; disorders;
amigdala; cardiac
cardiac valves valvulopathies
S5-HTy Choroid plexus ; Ro 600175 Mianserin Gg/l1 Depolarization or Food intake; Feeding
Hippocampus Methysergide T PI turnover hyperpolarization neuroendocrine disorders;
Habenula Mesulergine in distinct neurons regulation Cognitive
Substantia nigra impairment
Raphe nuclei
5-HT; Olfactory bulb 2-methyl-5-HT ICS 205930 Mone: direct Fast depolarization Pre-synaptic Anxiety;
Cerebral cortex SR 57227 Zacopride gating of channel | (increase in gy, and modulation of Schizophrenia;
Hippocampus Ondansetron gx) transmitter Cognitive
Amygdala Granisetron release impairment
Hypothalamus Tropisetron
Solitary tract
nucleus
5-HTs Colliculi Renzapride GR 113808 Gs Slow Modulation of MNeurodegenera-
Hippocampus BIMU 8 SB 204070 T cAMP depolarization transmitter tive discases;
Peripheral tissues RS 67506 (decrease in gx) release; memory Cardiac
ML 10302 enhancement arrhythmia
5-HT, Striatum Ro 630563 Gs - Modulation of Cognitive
Amygdala SB 271046 T cAMP acetylcholine disfunctions
N. accumbens SB 357134 transmission (Alzheimer)
Hippocampus
Cortex
Olfactory tubercle
5-HT, Cerebral cortex; 8-OH-DP AT SB 258719 Gs Slow Control of Affective
Thalamic nuclei; SB 269970 T cAMP depolarization circadian disorders;
hypothalamus; (increase of In) rhythms; Migraine;
limbic structures Thermoregulation MNociception
Mood and




1.5. Recaptacion.

Luego de producir sus efectos sobre los receptores, la serotonina extracelular es recaptada por
el transportador de serotonina (SERT). La serotonina recaptada puede ser entonces degradada por la
enzima monoaminoxidasa A (MAO A) o reciclada a través de su acumulacién en vesiculas presindpti-

cas, donde vuelve a estar disponible para su liberacion (Zahniser & Doolen 2001).

1.6. Degradacion.

La degradacion de la serotonina es catalizada por la enzima MAO, una flavoproteina integral de las
membranas mitocondriales externas de neuronas, glias y otras células. MAO cataliza la desaminacién
oxidativa de la serotonina mediante su conversién en 5-hidroxi-indolacetaldehido (5-HIAL) (Bortolato
et al. 2010), que se procesa adicionalmente en el acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) por la enzima
aldehido dehidrogenasa NAD*-dependiente (ALDH), el cual difunde libremente hacia el medio extrace-
lular. Posteriormente, se transporta al torrente sanguineo y se excreta a través de los rifiones

(Udenfriend et al. 1956).

MAO también cataliza la degradacion de otros neurotransmisores monoaminérgicos tales como la
noradrenalina y dopamina, y también trazas de aminas. Han sido identificadas dos isoenzimas de la
MAO, denominados A y B, las cuales difieren en sus bases genéticas, la regulacién transcripcional, la
preferencia de sustrato, de inhibidores de afinidad y en su distribucidn regional. Estudios en el cere-
bro de rata, mediante inmunohistoquimica e hibridacion in situ muestran que MAO A se localiza pre-
dominantemente en neuronas catecolaminérgicas, mientras que MAO B es mas abundante en neuro-
nas serotoninérgicas y astrocitos (Arai et al. 2002). Aunque MAOQ A, se localiza predominantemente en
neuronas catecolaminérgicas, exhibe la mas alta preferencia por la serotonina y cataliza su metabo-
lismo en condiciones fisiolégicas, y MAO B tiene otros sustratos preferenciales ademas de la serotoni-
na (Bortolato et al. 2010) (figura 3). Esto ha llevado a la hipdtesis de que la MAO B presente en las
neuronas serotoninérgicas evita que la célula acumule otros sustratos naturales (por ejemplo, dopa-
mina) que podrian interferir con el almacenamiento, la liberacién vy recaptacién de la serotonina.
Diversos estudios han mostrado que el tratamiento agudo tanto local como sistémico con inhibidores
de la MAO aumentan las concentraciones extracelulares de serotonina en los nucleos del rafe (Celada

& Artigas 1993).
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Figura 3.Compartimentacion hipotética de MAO A y MAO B en neuronas 5-HTérgicas. La localizacion
de MAO B (representada como una forma semi-oval en el cuadro de la izquierda) se limita a las mito-
condrias del cuerpo celular y las dendritas de la neurona 5-HTérgica. Por el contrario, la MAO A (es-
guematizada como forma eliptica en la mitocondria del cuadro de la derecha) puede estar distribuida
principalmente en las terminales sinapticas, donde degrada la 5-HT después de su recaptacion opera-
da por el SERT, tomado de Bortolato et al. 2010.

2. Sistema serotoninérgico.

2.1. Ontogenia del sistema serotoninérgico.

Desde el punto de vista embrionario, en ratas, las primeras neuronas serotoninérgicas se detectan en
E12, las cuales conforman el grupo rostraldel romboencéfalo (Wallace & Lauder 1983). Posteriormen-
te entre E14 y E16 aparece el grupo caudal.Seguin Konig et al, 1988, en E14, el grupo caudal esta for-
mado por un subgrupo lateral redondeado situado caudalmente al punto mas profundo de la flexién
pontinay por otro subgrupo bilateral alargado que contiene células y fibras, situado cerca de la linea
media en el romboencéfalo caudal (figura 4)(Konig et al. 1988). Durante el periodo entre E12 y E19,
las neuronas serotoninérgicas continlan aumentando en nimero y adquieren un arbol dendritico mas

complejo mientras migran a su posicion permanente (Aitken & Tork 1988).

Un gran haz ascendente de fibras surge del grupo rostral, mientras que un haz igualmente grande de
fibras descendentes surge del grupo caudal. Segin Wallace and Lauder (1983), los axones se observan
ingresando en el diencéfalo caudal ya hacia E14, y atraviesan el diencéfalo y el piso del telencéfalo

entre E15 y E16 alcanzando el polo neocortical frontal en E17 (Wallace & Lauder 1983).
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Figura 4.Dibujo esquematico de cerebro de embrién de rata E14. El
romboencéfalo puede ser subdividido en una parte rostral (RR) que se
extiende desde el istmo romboencefalico (RI) a la flexidon pontina (PF), y
en una parte caudal (CR) que se extiende desde la flexidon pontina a la
flexion cervical (CF). PR, proscencéfalo; ME, mesencéfalo; T, nervio
trigémino; F, nervio facial; A, nervio acustico. Tomado de Konig et al.,
1988

2.2. Localizacion del sistema serotoninérgico en ratas adultas.

En las ratas adultas, el sistema serotoninérgico también esta conformado por neuronas que contienen
serotonina localizadas especifica y exclusivamente a lo largo de la linea media del tronco encefdlico.
Sin embargo sus axones inervan diversas dreas del SNC (figura 5), por lo que se lo denomina un
sistema de neurotransmision difuso. Existen 9 grupos de cuerpos celulares que contienen seroto-
nina, los cuales fueron designados como B1 a B9 (de acuerdo a Dahlstrom y Fuxe, 1964 (Dahlstroem
& Fuxe 1964)) y corresponden, la mayoria de ellos, a los nucleos del rafe. Sin embargo, algunos
cuerpos celulares se encuentran fuera del rafe, y a su vez, el rafe también contiene neuronas de
otros fenotipos neuroquimicos. EI grupo mas grande de células serotoninérgicas es el grupo B7
contiguo al grupo B6 (mas pequeno). B7 y B6, se consideran en conjunto el NDR, localizado a lo largo
de la linea media del tronco encefalico. Los grupos B8 y B5 corresponden al ndcleo medial del rafe
(NMR), mientras que el grupo B9, forma parte del tegmentoventrolateral de la protuberanciay del
mesencéfalo, y por tanto, no se considera uno de los nucleos mediales. Los otros nucleos, de
B1 a B4, se encuentran situados mas caudalmente y contienen un pequefio nimero de neuronas

serotoninérgicas(Dahlstroem & Fuxe 1964).
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El NDR contiene el mayor nimero de neuronas serotoninérgicas del SNC de mamiferos, sin embar-
go, solamente entre el 40 y 50% del total de los cuerpos celulares de dicho nicleo son seroto-

ninérgicos (Dahlstroem & Fuxe 1964).

ob

oc

Figura 5.llustracion esquematica de los nticleos serotoninérgicos y de las principales vias seroto-
ninérgicas ascendentes y descendentes en un esquema sagital de cerebro de rata. Abreviaturas:
DRN: nucleo del rafe dorsal, MRN: nucleo del rafe mediano, RPN: nucleo raphepontis, RM: nucleo
rafe magnus, RO: nucleo rapheobscurus, RP: nucleo raphepallidus, cx: corteza cerebral, hpc: hipo-
campo, ob: bulbo olfatorio, s: septum, th: tdlamo, ht: hipotalamo, oc: quiasma dptico, pit: pituita-
ria, cb: cerebelo, sc: medula espinal. Tomado de (Ogren et al. 2008).

2.3. Rol de los receptores 5-HT 1 en el control de la excitabilidad de las neuronas serotoninérgi-

Ccas.

Como se mencioné anteriormente, la familia de receptores 5-HT1 estd formada por cinco productos
génicos separados: 5-HT1A, 5-HT1B (figura 6), 5-HT1D, 5-HT1E y 5-HT1F. Todos estos receptores se
unen a Gjj, para inhibir la adenilato ciclasa y reducir los niveles de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), pero también se han descrito mecanismos adicionales de transduccion de sefiales (Barnes &
Sharp 1999). Aunque su estructura genética y sus propiedades moleculares son similares, existen dife-
rencias celulares importantes y distintos patrones de expresién subcelular, que subyacen a caracteris-
ticas fisioldgicas divergentes. Varios de estos receptores son bien conocidos como autorreceptores
qgue regulan la excitabilidad de las neuronas serotoninérgicas y la liberacién de serotonina, aunque
también se expresan en neuronas no-serotoninérgicas, donde pueden tener efectos analogos sobre

otros neurotransmisores (Barnes & Neumaier 2011).

Los receptores 5-HT1A son uno de los principales subtipo de receptor inhibitorio acoplado a proteinas

Gi/Go que controlan numerosas cascadas de sefializacion intracelular, incluyendo la inhibicién de la
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formacion de AMPc, la inactivacion de los canales de calcio y la activacién de los canales de potasio
(Barnes & Sharp 1999). Se encuentran en dos poblaciones principales: en las neuronas serotoninérgi-
cas de los nucleos del rafe (como autorreceptores presinapticos); y en las neuronas postsindpticas
principalmente en el hipocampo, septum, amigdala y dreas corticolimbicas (Sanabria-Bohérquez et al.

2002; Pompeiano et al. 1992; Santana et al. 2004).

5HT,R | | | 5HT @R
o
\/
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°
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Figura 6.Vias de seiializacion y efectores del receptor 5-HT1A y 5-HT
1B/1D.Tomado y modificado de J. Bockaert et al., 2006.

Varios estudios sugieren que los mecanismos de sefializacion molecular de los receptores 5-HT1A en
los nucleos del rafe son distintos de los de otras regiones cerebrales y pueden estar mediados prefe-
rentemente por el acoplamiento a las subunidades de la proteina GG3a que conduce a la inhibicién

parcial de la adenilil ciclasa(Palego et al. 1999; Valdizan et al. 2010).

La activacién serotoninérgica de estos receptores conduce a la apertura de los canales de potasio en
la membrana celular y a la hiperpolarizacién de la célula, lo que resulta en una reduccién de la tasa de
descarga de dichas neuronas (Sprouse & Aghajanian 1986; Sprouse & Aghajanian 1987). Dado el im-
portante papel de la descarga neuronal en la actividad total del sistema serotoninérgico, la reduccién
en la tasa de disparo provocada por agonistas de 5-HT1A se traduce inmediatamente en una reduc-
cion generalizada de la liberacidn de serotonina en la mayoria de las areas cerebrales, pero con un
efecto preferencial sobre las regiones inervadas por neuronas presentes en el NDR(Hjorth & Sharp

1991; Adell et al. 1993).

Los autorreceptores 5-HT1A actiancomo "valvulas de seguridad" fisioldgicas que ayudan a mantener
la homeostasis del sistema serotoninérgico. Su activacion por la serotonina enddgena desempefia un
papel fundamental en el control fisiolégico de la actividad de las neuronas serotoninérgicas ascenden-

tes. Durante los periodos de vigilia, las neuronas serotoninérgicas muestran una frecuencia de descar-
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ga lenta y regular (actividad de marcapasos)(Jacobs & Azmitia 1992).Bajo condiciones de entrada exci-
tatoria excesiva, tales como las producidas por el estrés, se produce un incremento de la liberacién de
serotonina en la vecindad de los cuerpos celulares que activa los receptores 5-HT1A y ayuda a mante-
ner a la baja y regular el disparo de las neuronas serotoninérgicas(Celada et al. 2001; Adell et al.

1997).

Por otra parte, varios estudios sugieren que esta funcion reguladora de la actividad de las neuronas
serotoninérgicas podria explicar, en gran parte, la accidn clinica tardia y lenta de los farmacos antide-
presivos (Artigas et al. 1996; Artigas 2001). La administracién aguda de antidepresivos (farmacos trici-
clicos, inhibidores de la monoaminoxidasa e ISRS) produce un aumento en la serotonina extracelular
en los nucleos del rafe (Bel & Artigas 1992; Celada & Artigas 1993), que activa los receptores 5-HT1A
y, por tanto, reduce el disparo de las neuronas serotoninérgicas (Blier & de Montigny 1994) y la consi-
guiente liberacién de serotonina (Romero et al. 1996; Artigas et al. 1996). Sin embargo, la activacion
de los receptores 5-HT1A disminuye con el tratamiento prolongado de estos farmacos. Varias eviden-
cias indican que este efecto es el resultado de la desensibilizacién inducida por serotonina de los au-
torreceptores 5-HT1A (Blier & de Montigny 1994; Hervas et al. 2001), fendmenoque explica la apari-
cion de un gran aumento de la serotonina, luego del tratamiento crénico con los farmacos antidepre-

sivos(Bel & Artigas 1993; Ferrer & Artigas 1994; Hervas et al. 2001).

Los autorreceptores 5-HT1B también se distribuyen ampliamente en las neuronas serotoninérgicas y
no serotoninérgicas; estos receptores se translocan predominantemente a los terminales axénicos,
por lo que existe una discrepancia anatémica entre la localizacion del ARNm vy la proteina del receptor
5-HT1B maduro. Existen evidencias que muestran que los autorreceptores 5-HT1B reducen la sintesis
de serotonina y aumentan la recaptacién a través del SERT. La activacion de los heterorreceptores 5-
HT1B por la serotonina inhibe la liberacién de una gama de neurotransmisores diferentes, depen-
diendo de los tipos de neuronas que los expresan, por ejemplo, la regulacion de la liberacion de GABA
por los receptores 5-HT1B se ha encontrado en las proyecciones del putameny caudado al globuspa-
llidus o substantianigra, del ndcleo accumbens al area tegmental ventral y de las neuronas de Purkinje
a los nucleos profundos del cerebelo. Asi también, el control de la liberacion de glutamato por los
receptores 5-HT1B se ha encontrado en proyecciones desde el hipocampo al subiculo dorsal (Sari

2004).

En suma, los autorreceptores 5-HT1A y 5-HT1B, localizados en diferentes regiones de las neuronas
serotoninérgicas, los 5-HT1A en la zona somatodendritica y los 5-HT1B en axones colaterales recu-
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rrentes y en las terminales sinapticas(Robert & Benoit 2008), son importantes controladores del fun-

cionamiento del sistema serotoninérgico en el NDR vy sus sitios de liberacién.

2.4. Modulacién farmacolégica del sistema serotoninérgico.

El sistema serotoninérgico esun sistema que puede ser modulado farmacolégicamente a través de la
interaccidn de fdrmacos agonistas y antagonistas de autorreceptores y heterorreceptores especificos;
de inhibidores de las enzimas MAO y TPH, y de los transportadores SERT y VMAT. Asi, porejemplo, el
agonista del autorreceptor 5-HT1A, 8-OH-DPAT, inhibe la liberacidn de serotonina tritiada ([3H]-5-HT)
inducida por la estimulaciéon celular en rodajas del rafe del mesencéfalo de ratas(Robert & Benoit
2008). Asi también, el tratamiento sostenido de cultivos organotipicos de rafe con citalopram, pa-
roxetina y fluoxetina (todos ISRS) provoca un aumento en los niveles extracelulares de
serotonina(Nagayasu et al. 2010). La deplecion farmacoldgica de serotonina, mediante la administra-
cién de un inhibidor de la TPH, la paraclorofenilalanina (PCPA), bloquea la capacidad de los ISRS
para reducir la inmovilidad en el test de suspensidn por la cola utilizado como modelo para la iden-

tificacidon de antidepresivos en ratas o ratones (O’Leary et al. 2007).
2.5. Sistema serotoninérgico y depresion.

Un gran numero de estudios muestran que el sistema serotoninérgico estd involucrado en la regula-
cion de funciones fisioldgicas bdsicas tales como la secrecidon hormonal, la regulacién del ciclo sueno-
vigilia, principalmente del suefio REM (rapideyesmovement: movimiento ocular rapido), el control
motor, el funcionamiento del sistema inmune, la nocicepcidn y la ingesta de alimentos. Ademas, la
serotonina participa en las funciones cerebrales superiores, como la cognicién y los estados emo-
cionales, mediante la modulacién de la plasticidad sinaptica, y como ha sido descrito recientemente,

de la neurogénesis(Jacobs 2002; Djavadian 2004).

Diversas evidencias apuntan a una importante participacidn del sistema serotoninérgico en la depre-
sién, una de las enfermedades psiquidtricas mas prevalentes de la poblacién mundial, afectando
a 350millones de personas en el mundo, y principal causa mundial de discapacidad (OMS). Un episo-
dio depresivo se caracteriza por un bajo estado de animo o la incapacidad de experimentar placer
(anhedonia), o ambos, durante mas de dos semanas, combinado con varios sintomas cognitivos y ve-

getativos y la aparicién de angustia o deterioro(American Psychiatric Association 2013).

Una disfuncion en las neuronas serotoninérgicas del NDR podria estar implicada en la fisiopatologia

de la depresion (Bach-Mizrachi et al. 2006; Underwood et al. 1999). En este sentido han sido en-
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contrados niveles bajos de serotonina y/o de su principal metabolito 5-HIAA en la orina y el liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes con depresién mayor(Young 1993; Praag 1977).Por otra parte,
existen evidencias de que pacientes depresivo-suicidas muestran diferencias significativas en
marcadores serotoninérgicos dentro del NDR en comparacién con individuos control (Asberg et al.

1976).

El sistema serotoninérgico es el blanco terapéutico de la mayoria de las drogas antidepresivas
que se utilizan en la actualidad, cuyo mecanismo de accién es la inhibicién de los SERT, como por
ejemplo el citalopram, la fluoxetina y la fluvoxamina, denominados inhibidores selectivos de la recap-
tacién de serotonina (ISRS)(Keller et al. 1992; Holtzheimer & Nemeroff 2006). Los ISRS al inhibir a los
SERT impiden que la serotonina sea recaptada al terminal sindptico y por lo tantopromueven-
suacumulaciénen la hendidurasindptica, generando un aumentoen la neurotransmision serotoninér-
gica. Este efecto bioquimico coincide con la aparicidon del efectoantidepresivo observado en la clinica,

por lo que se asocia como principal mecanismo de acciéon terapéutico(Holtzheimer & Nemeroff 2006).

Sin embargo, existen dos problemas importantes que surgen del tratamiento con los ISRS. En primer
lugar,existe un retraso significativo entre el inicio del tratamiento y la aparicién del efecto terapéutico
deseado, y en segundo lugar, muchos pacientes no responden al tratamiento con estos farmacos an-
tidepresivos. Es asi que, los tratamientos actuales disponibles no tienen efecto en muchos pacientes
y/o tienen efectos incompletos para muchos otros (Trivedi 2006). Por lo tanto, el efecto bioquimico,
es necesario pero no suficiente para explicar los sintomas depresivos, por lo que aun continta siendo
necesario profundizar en el estudio de la interaccién del sistema serotoninérgico con otros sistemas
de neurotransmisores o neuromoduladores, que permitan desarrollar estrategias que refuercen los

efectos terapéuticos de los antidepresivos serotoninérgicos utilizados en la clinica.

3. Sistemas de neuropéptidos.

Diversas evidencias sugieren que otros sistemas de neurotransmisidon, como los neuropéptidos podr-
fan participar en los estados depresivos. Los neuropéptidos son péptidos de entre 10 y 100 aminoaci-
dos que funcionan como neurotransmisores/neuromoduladores y a menudo estan localizados en re-
giones cerebrales que median conductas emocionales y la respuesta al estrés. Estos neuropéptidos,

que incluyen a la sustancia P (SP), el factor liberador de corticotropina (CRF), el neuropéptido Y (NPY),
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la vasopresina (VP), la oxitocina (OT), la galanina (Gal) y la hormona concentradora de melanina
(MCH), entre otros, actian a través de la union a receptores metabotrépicos especificos(Hokfelt et al.
2000). Estudios preclinicos realizados utilizando modelos animalesde depresion, reportaron alteracio-
nes en las respuestas comportamentales a través de la manipulacién genética de neuropéptidos
(Holmes et al. 2003). Ademas, se han desarrollado y probado una serie de nuevos compuestos que
actuan sobre receptores de neuropéptidos tanto en modelos animales como en pacientes con depre-
sion mayor(Rotzinger et al. 2010). Por ejemplo, en un ensayo clinico los sintomas de ansiedad y de-
presion en pacientes con depresion mayor se redujeron durante el tratamiento con un antagonista

del receptor CRF1 (Zobel et al. 2000).

3.1. Hormona concentradora de melanina (MCH).

La MCH fue inicialmente aislada de la glandula pituitaria de salmén (Kawauchi et al. 1983), donde act-
Ua como un factor que media el cambio de color de la piel en los peces teledsteos. En mamiferos, es
un neuropéptido ciclico de 19 aminodacidos (figura 7), que ya no actla como hormona sino que actla
como neuromodulador/neurotransmisory juega un papel dominante en la regulacion central de la
homeostasis energética y el comportamiento alimenticio(Qu et al. 1996; Nahon 2006). Su funcién
bioldgica estd mediada por dos tipos de receptores metabotrdpicos acoplados a proteinas G (G-
proteincoupledreceptors), MCHR-1 y MCHR-2 que se expresan en la superficie de las membranas
plasmaticas(Nahon 2006; Saito & Nagasaki 2008). Diversas evidencias han demostrado que la MCH
tiene un rol principalmente inhibitorio tanto a nivel presindptico, donde disminuye la liberacién de

GABA y glutamato, como a nivel postsinaptico (MacNeil 2013).

En ratas adultas las neuronas que contienen MCH han sido descritas en el hipotalamo lateral (LHA) y
en el drea incerto-hipotaldmica (Bittencourt et al. 1992; Bittencourt & Celis 2008; Torterolo et al.
2006). Las neuronas MCHérgicas envian proyecciones difusas a distintas regiones del SNC, entre ellas
a areas del tronco encefalico que estan involucradas en las funciones de suefio y vigilia tales como el
NDR, el locus coeruleus, la sustancia gris periacueductal ventral y laterodorsal, y el nucleo tegmental-
pedunculopontino (figura 8); una gran densidad de ARNm para los receptores MCHR-1 también estan

presentes en estas areas (Bittencourt et al. 1992; Hervieu et al. 2000; Lagos et al. 2009).

Las neuronas MCHérgicas también estan relacionadas con el ciclo suefio-vigilia. Reportes recientes en
ratas, han mostrado que estas neuronas estan activas durante el suefio, predominantemente durante

el suefio REM (Hanriot et al. 2007; Verret et al. 2003). Ademads, hay un gran incremento en el suefio
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REM luego de microinyecciones intracerebroventriculares de MCH; consecuentemente, ha sido suge-

rido que la MCH presenta un rol importante en el control del suefio REM (Torterolo et al. 2011).

3.2. Biosintesis.

Al igual que otros neuropéptidos, la MCH, se genera a partir del clivaje diferencial mediado por endo-
proteasas de un precursor, la Pre-pro-MCH de 165 aminodcidos, que da lugar a dos neuropéptidos
adicionales denominados E-lI (neuropeptideglutamic-isoleucine, NEI) y G-E (neuropeptideglycine-
glutamicacid)(Nahon et al. 1989; Viale et al. 1999). Ambos neuropéptidos estan activos en el SNC,

aunque sus funciones han sido menos estudiadas(Bittencourt & Celis 2008;Parkes & Vale 1992).

Figura 7.Dibujo representativo de la estructura
aminoacidica de la MCH de mamiferos. Tomado
de (Vaughan et al., 1989).

3.3. Almacenamiento.

La MCH esempaquetadaenvesiculassindpticas de centrodenso, transportadas de forma anterdgrada a
lo largo de losaxonesneuronales para seralmacenadas y liberadasen las
terminalessinapticas(Brownstein 1980). Los neuropéptidos estdan cominmente presentes junto con
neurotransmisores clasicos de bajo peso molecular en neuronas (co-localizacion), aunque en diferen-
tes compartimentos subcelulares: vesiculas grandes de centro denso para los neuropéptidos y peque-
fas vesiculas sindpticas claras para los neurotransmisores clasicos(Fried et al. 1985; Zhu et al.
1986).Para la MCH se ha reportado que el neurotransmisor inhibitorio GABA se encuentra en las neu-

ronas MCH (Meister 2007; Harthoorn et al. 2005).
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Raticular Formation

Figura 8.Dibujo esquematico de una seccion sagital de cerebro de rata adulta que resume la
organizacion del sistema MCHérgico. Los puntos indican la ubicacién relativa y la abundancia de
los cuerpos celulares que expresan MCH, y las flechas sefialan algunos de los campos terminales
mas prominentes. Tomado de Bittencourt et al. 1992.

3.4. Liberacion.

Las vesiculas grandes de centro denso se localizan lejos de la membrana pre-sindptica, solas o en ra-
cimos. La liberacién de dichas vesiculas ocurre en cualquier parte de la membrana terminal, incluyen-
do (menos frecuentemente) las zonas activas(Karhunen et al. 2001; Zhu et al. 1986). Recientemente
se ha calculado que una proporcién particularmente alta de eventos de liberacién, aproximadamente
el 50% ocurre en lugares extra-sindpticos como las varicosidades (de Wit et al. 2009).En general, la
liberacion de neuropéptidos se desencadena por un aumento comparativamente pequefio en la con-
centracién de Ca”™* intracelular global en las neuronas (menos de 1 mM), mientras que la liberacién

2++

de neurotransmisores clasicos requiere de un aumento de la concentracién de Ca“"" intracelular local
significativo (10-100 mM) (Ghijsen & Leenders 2005). Esta aparente paradoja es de hecho una conse-
cuencia de la localizacién precisa de los las vesiculas que contienen a los neurotransmisores clasicos
en las sinapsis. En terminales con vesiculas de centro denso y vesiculas de centro claro, un aumento
focal en la concentracién de Ca*** en los microdominios de la membrana sinaptica conduce a una des-
2++

carga preferencial de neurotransmisores clasicos, mientras que una elevacién mas general de Ca

dentro del terminal favorece la liberacion de los neuropéptidos (Verhage et al. 1991). Asi, las vesiculas con-
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teniendo los neuropéptidos requieren trenes de potenciales de accién sostenida para que el Ca***

alcance dentro de los terminales niveles globales suficientes para desencadenar la liberacion(Kits et

al. 1997).

3.5. Actividad sinaptica.

La MCH ejerce sus efectos a través de dos tipos de receptores, MCHR-1 y MCHR-2, siendo el MCHR-1
el Unico receptor funcional en roedores(Chung et al. 2009). MCHR-1 se localiza en la membrana
plasmatica de muchos tipos de células dentro y fuera del SNC y activa varias vias de sefializacion intra-

celular mediante el acoplamiento a las proteinas Gag, Gai y Gao(Chen et al. 2002).

En lineas celulares recombinantes como las células CHO, se pudo establecer que el ligando natural,
MCH, se une a MCHR-1 con una afinidad de ~1nM, y se acopla a las proteinas Gi, Go y Gg(Hawes et al.
2000). De este modo, la activacion de MCHR-1 conduce a un aumento de la acumulacion de Ca®" in-
tracelular que actua a través de la via acoplada a Gq y/o a la disminucion de los niveles de AMPc a

través de la via acoplada a Gi/o (Pissios et al. 2003).

3.6. Internalizacion y desensibilizacion del receptor.

La senalizacién por receptores acoplados a proteina G (GPCR) esta estrictamente regulada por multi-
ples mecanismos que actuan en diferentes niveles de propagacién de la sefial. Muchos GPCR se trans-
fieren de la membrana plasmatica a compartimentos intracelulares tras la estimulacién por agonistas,
un proceso que se denomina internalizacién de receptores. A su vez, esta internalizacién modula la
capacidad de respuesta de las células y contribuye asi a la disminucion rdpida observada de la res-
puesta a un agonista, que se denomina desensibilizacién. Para la MCH, la internalizacién inducida por
MCH de MCH1R se produce a través de un proceso dependiente de proteina quinasa C, B-arrestin-2-y

dinamina | (Saito et al. 2004).

3.7. Ontogenia del sistema MCHérgico.

Para estudiar el desarrollo embrionario de las neuronas MCHérgicas, Brischoux et al., 2001 utilizaron
bromodesoxiuridina (Brdu) y encontraron que las neuronas MCHérgicas son generadas entre los esta-
dios E10 y E16 de la vida embrionaria de ratas, con un pico en su génesis alrededor de E13. La combi-
nacién de Brdu, un trazador axonal e inmunohistoquimica para MCH, mostré que existen diferencias
en la génesis de las neuronas MCHérgicas dependiendo del blanco de accién de sus fibras (Brischoux
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et al. 2001). Posteriormente, Brischoux et al., 2002, encontraron que las neuronas que proyectan
hacia la médula espinal son masivamente generadas en E11, mientras que las que proyectan a la cor-
teza cerebral son generadas entre E12 y E13, y se describiod la presencia de fibras orientadas caudal-

mente en el mesencéfalo de embriones E14(Brischoux et al. 2002) (Figura 9).

Caudal direction of
early MCH axons
u‘ SHT along the tpoc
8
och

Rostral direction
of late MCH axons
along the sot
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Figura 9.Esquema del encéfalo de dos embriones de raton de distinta madurez con las proyecciones
iniciales y tardias de las neuronas que expresan MCH. A) Los axones de las primeras neuronas que
expresan la MCH siguen el tpoc hasta el mesencéfalo. B) Los axones de las neuronas que expresan
MCH generadas tardiamente siguen el sot hacia el telencéfalo, a lo largo de los axones dopaminérgi-
cos (DA) y serotoninérgicos. Neuronas serotoninérgicas en el romboencéfalo (puntos purpura oscuro),
axones de neuronas MCH de generacién tardia (rojo), neuronas dopaminérgicas mesencefalicas (area
verde clara y flecha). Tomado y modificado de Croizier et al., 2015.

Estos resultados confirman la existencia de al menos dos sub-poblaciones de neuronas MCHérgicas, y
gue la etapa embrionaria determina su aparicién temporal diferencial. Asi mismo, en E14, todos los
cuerpos celulares marcados mostraron un aspecto inmaduro, siendo de pequefio tamafo, con un

nucleo voluminoso y un anillo delgado de citoplasma alrededor de él (Brischoux et al. 2001).

Antecedentes particulares.
1. Relacion entre el sistema serotoninérgico y el Sistema MCHérgico.

Varias evidencias cientificas han demostrado que el sistema MCHérgico podria estar interconectado
con el sistema serotoninérgico a nivel de uno de los nucleos del rafe, el NDR. Por ejemplo se ha des-

crito una extensa presencia de fibras MCHérgicas en el NDR de ratas adultas (Bittencourt et al. 1992).
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Ademas, la administracion de MCH en el NDR produjo un gran incremento en el tiempo en que los
animales permanecen en suefio REM, asi como también produjo un leve incremento en el suefio de
ondas lentas acompafiado de una disminucién en la vigilia y el suefo ligero (Lagos et al. 2009). Por
otra parte, el antagonismo de los MCHR-1 por SNAP-7941, produjo un perfil antidepresivo en el test
de nado forzado (TNF)(Borowsky et al. 2002). El TNF es un modelo que clasicamente se utiliza para la
evaluacion del perfil antidepresivo de diversas sustancias, aunque también posee la sensibilidad para

evidenciar efectos comportamentales de tipo pro-depresivos (Porsolt et al. 1978).

En base a que en el NDR existe una densa inervacién MCHérgica y que en ese nucleo se concentran las
neuronas serotoninérgicas, cuya disfuncién estaria relacionada con la depresién, surgié la hipdtesis de
que la MCH podria participar en dicha patologia, modulando al sistema serotoninérgico. Para respon-
der a esta pregunta, Lagos et al. 2011, estudiaron los efectos comportamentales en la prueba de nado
forzado inducida por microinyecciones de MCH en el NDR(Lagos, Torterolo, et al. 2011) demostrando
un comportamiento de tipo pro-depresivo, asociado a un aumento de inmovilidad, que fue prevenido
por la fluoxetina.Ademads, reportaron que la inmunoneutralizacidon de la MCH liberada en el NDR dis-
minuyd el tiempo de inmovilidad, lo que evidencid un efecto de tipo antidepresivo (Lagos,

Urbanavicius, et al. 2011).

Por otra parte, Urbanavicius et al, 2014, realizaron una caracterizacion detallada (tiempo y dosis de-
pendencia) de los efectos en el comportamiento provocados por la inyeccién de MCH intra-NDR en
ratas adultas utilizando el TNF. La especificidad de la accidon de MCH se estudié utilizando un pretra-
tamiento intra-NDR con ATC (potente antagonista de MCH con una alta afinidad por MCHR-1) y
ademas, se evalud si el pre-tratamiento sistémico con nortriptilina, un antidepresivo triciclico y un
inhibidor de la recaptacion de noradrenalina, revertiria los efectos pro-depresivos provocados por la
MCH. Los resultados mostraron que el efecto de la MCH era dependiente del tiempo y la dosis, y que
el ATC, revirtio significativamente los efectos de MCH. Finalmente, se observd que el pretratamiento
sistémico con nortriptilina evité el efecto conductual producido por la microinyeccién de MCH intra-
NDR. Por tanto, Urbanavicius et al, 2014, mostraron que el mecanismo de accion de la MCH en el NDR
estd mediado por MCHR-1 y que probablemente involucra una modulacidon de la neurotransmisiéon

serotoninérgica y noradrenérgica (Urbanavicius et al. 2014).

Para continuar con el estudio de la interaccién del sistema serotoninérgico y MCHérgico, seria de gran

importancia disponer de una herramienta simple que permita estudiar los efectos del agonismo de
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MCH sobre la neurotransmision serotoninérgica. En este sentido, el cultivo primario de neuronas se-

rotoninérgicas podria ser un preparado adecuado.

2. Cultivo primario como herramienta para el estudio in vitrodela fisiologia de sis-
temas de neurotransmision.

Los cultivos celulares primarios estan constituidos por células dispersas que se cultivan directamente

a partir de tejidos y tienen una vida util limitada (Humpel 2015). Los cultivos primarios de neuronas

del SNC, han sido ampliamente utilizados como unmodelo adecuado en el campo de la neurobiologia.

Entre sus ventajas, se destaca que permiten explorar de forma relativamente mads simple diferentes

aspectos del funcionamiento neuronal de lo que seria posible en modelos animales,incluyendo la fun-

cién sinaptica, la morfologia, laneurotoxicidad y la liberacién de neurotransmisores.

Una de las mayores ventajas de los cultivos primarios es que las células crecen en un ambiente cuyo
entorno puede ser controlado y que permite manipulaciones farmacolégicas de células vivas que
pueden ser identificadas de forma clara y precisa en cuanto a su fenotipo neuroquimico. El uso de
células aisladas elimina los problemas asociados con la difusidn y acceso de las drogas que presentan
los tejidos intactos in vivo. Al ser un sistema menos complejo, resulta mds simple la interpretacién de

los resultados(Humpel 2015).

Las principales desventajas del cultivo de células neurales primarias son la pérdida de las vias sindpti-
cas normales, la pérdida de las relaciones anatdmicas normales y cambios en la expresidn génica. Sin
embargo, los estudios indican que la mayoria de los tipos de células neuronales expresan propiedades

similares in vitro e in vivo (Giffard & Ouyang 2010).

2.1. Cultivo primario de neuronas romboencefalicas.

Dada la importancia del sistema serotoninérgico en el funcionamiento del SNC, diferentes autores han
desarrollado aproximaciones para cultivar estas neuronas in vitro. Las primeras neuronas seroto-
ninérgicas cultivadas fueron obtenidas a partir de explantos de rafe medial de cerebro de ratas recién
nacidas. Las neuronas serotoninérgicas crecieron hasta 16 dias en cultivo y fueron capaces de liberar

al medio 5-HIAA después del tratamiento con triptéfano radiactivo (Halgren & Varon 1972).
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Yamamoto et al. (1981), de acuerdo a evidencias previas de deteccidn de la serotonina en células lo-
calizadas a lo largo de la linea media del tronco encefélico del embrién de rata en E12-E13 (Olson &
Seiger 1972), desarrollaron cultivos disociados de dicha zona de embriones rata en E14 y E15. Estos
cultivos contenian neuronas serotoninérgicas que fueron viables por mas de 5 semanas en condicio-

nes adecuadas de cultivo.

Liu&Lauder, (1991), por otra parte, sefalaron la existencia de un periodo de sensibilidad critico a la
serotonina, entre los dias embrionarios 14 y 15, para la adecuada supervivencia y crecimiento de las
neuronas serotoninérgicas. Este periodo sensible corresponde a las fases iniciales de la neurogénesis
del rafe en el embridn, cuando las neuronas serotoninérgicas forman el agregado de neuronas cono-
cido como el complejo B4-B9 y se extienden los procesos cortos entre los grupos bilaterales de neu-
ronas serotoninérgicas localizadas en el romboencéfalo. Los efectos estimulantes, como el tratamien-
to con nialamida y L-cisteina, sobre los cultivos de E14 ya no se observaron en E15(Liu & Lauder 1991).
Sin embargo, estudios posteriores han tenido un éxito variable en el establecimiento de cultivos de
romboencéfalo enriquecidos en neuronas serotoninérgicas obtenidos de ratas en los estadios de E13

a E15 (Lautenschlager et al. 2000; Czesak et al. 2007; Galter et al. 1999).

Asi, Lautenschlager et al.(2000), determinaron que las neuronas serotoninérgicas en E14 son capaces
de almacenar vy liberar serotonina a los dos dias después de ser cultivadas. Durante 14 dias in vitro
(DIV), evidenciaron el desarrollo continuo de los somas serotoninérgicos, obteniendo en promedio 4
% de neuronas positivas para serotonina. Ademas, se evidencid el incremento en la formacion de neu-

ritas serotoninérgicas dando lugar a una densa red de fibras (Lautenschlager et al. 2000).

Czesak et al.(2007), a su vez, caracterizaron a partir de embriones de rata en E13-E15, un cultivo pri-
mario de rafe rostral enriguecido en neuronas serotoninérgicas y obtuvieron para 7 DIV: 8% de neu-
ronas inmunopositivas para marcadores serotoninérgicos; 5% para la proteina acida fibrilar glial
(GFAP, marcador glial); 1% para tirosina hidroxilasa (TH, marcador catecolaminérgico) y 54% para
GAD65/67, enzima de sintesis deGABA, utilizado como marcador de neuronas GABAérgicas(Czesak et

al. 2007).

En estudios anteriores, Hery et al. (1999), profundizaron en los mecanismos autoregulatorios que
afectan la liberacidn y sintesis de serotonina en cultivos primarios de romboencéfalo de embriones de
rata en E14. Evaluaron la presencia de los receptores 5-HT1A y 5-HT1B en neuronas serotoninérgicas a
través de experimentos realizados con TTX, y los resultados obtenidos sugirieron que los receptores 5-

HT1A se encuentran localizados en el compartimento somatodendritico, mientras que los receptores
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5-HT1B estan localizados en las terminaciones nerviosas de las heuronas embrionarias, tal como se ha
descripto para el cerebro adulto(Héry et al. 1999). Ademads, estudiaron mediante aproximaciones bio-
quimicas la participacion de los receptores 5-HT1A y 5-HT1B en el control de la sintesis y liberacion de
serotonina, concluyendo que los mecanismos de autorregulacién por dichos autorreceptores se en-
cuentran funcionalmente maduros en cultivos primarios del NDR en etapas iniciales del

desarrollo(Héry et al. 1999).

Asimismo, Birthelmeret al. (2006), presentaron evidencia funcional de que la liberacién de serotonina
tanto espontdnea como evocada eléctricamente en cultivos primarios de neuronas romboencefalicas
en embriones de rata en E15, es modulada a través de los autorreceptores 5-HT1B y los heterorrecep-
toresadrenérgicos a2, como ocurre en las regiones blanco de las fibras serotoninérgicas ascendentes
en un cerebro de rata adulto(Birthelmer et al. 2006). Ademds, al menos la liberacién de serotonina
evocada eléctricamente también parece ser modulada por los autorreceptores del subtipo 5-

HT1A(Birthelmer et al. 2006).

3. Métodos de cuantificacion de los niveles de serotonina.

Existen diversas técnicas para cuantificar los niveles de los neurotransmisores monoaminérgicos pre-
sentes en muestras de sangre o tejido, incluyendo fluorescencia, luminiscencia quimica, voltametria y
electroforesis capilar, a través de métodos fotométricos o de otros métodos colorimétricos que estan

limitados por fluorescencia y absortividad molar bajas, respectivamente (Patel et al. 2005).

En los ultimos afnos, la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, de sus siglas en inglés: high per-
formance liquidchromatography) se ha utilizado ampliamente para el andlisis de muestras bioldgicas.
Es una técnica muy eficaz, ya que permite la separacién y andlisis de los componentes dentro de la
matriz neuroquimica. La HPLC con deteccién electroquimica (ED: electrochemicaldetection) ha sido
ampliamente utilizada para la determinacién de aminas biogénicas en muestras de sangre, tejido, LCR

y de microdidlisis intracerebral(Cheng & Kuo 1995; Patel et al. 2005).

La técnica de HPLC permite separar mezclas moleculares, basada en la afinidad diferencial de los solu-
tos entre dos fases inmiscibles, la fase estacionaria y la fase movil. La deteccion electroquimica mide
la corriente generada por un electrodo de trabajo, el cual se fija con respecto a un electrodo de refe-
rencia. Cuando se coloca el electrodo en un caudal de fase movil, éste generard una corriente de fon-

do debido a la oxidacidn de las impurezas de la fase mdvil. Cuandoel analito electroquimicamente
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activo pasa por el electrodo de trabajo sera oxidado (o reducido), aumentando la corriente de fondo.
La concentracidn de dicho analito en una muestra problema puede ser calculada por comparacidn con

la corriente generada por una muestra de concentracién conocida del mismo(Mefford 1981).

En relacién a la cuantificacion de serotonina por HPLC-ED, esta monoamina ha podido ser cuantificada
en distintos tipos de muestras como LCR, sangre o tejido, entre otros. En cultivos neuronales prima-
rios u organotipicos, son pocos los trabajos que han cuantificado los niveles endégenos de serotonina.
Nagayasu et al. (2010) y (2013), determinaron los niveles de serotonina extracelulares de cultivos or-
ganotipicos obtenidos a partir de ratas posnatales (P2-P3) en secciones coronales (350 um de espe-
sor) de tronco encefalicoconteniendo el NDR y NMR. Utilizaron HPLC-ED y cuantificaron los niveles de
serotonina y 5-HIAA luego del tratamiento agudo y crénico con citalopram, paroxetina,
fluoxetina(Nagayasu et al. 2010) y desipramina, imipramina, duloxetina y milnacipran, entre otros
drogas antidepresivas (Nagayasu et al. 2013).En cultivos primarios, Paolillo et al. (1993), cuantificaron
el contenido celular enddégeno de serotonina y 5-HIAA en cultivos mesencefalicos de embriones de

rataE16 de 12 DIV (Paolillo et al. 1993).
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Hipotesis.

En base a todo lo expresado anteriormente, la hipdtesis de trabajo de la presente Tesis de Maestria,
es que el cultivo primario de romboencéfalo, es un preparado adecuado para el estudio de la modula-

cién de las neuronas serotoninérgicas por la MCH.

Objetivo general.

El objetivo general de este trabajo fue el establecimiento de un modelo celular para el estudio de la

modulacion de las neuronas serotoninérgicas porla MCH.

Objetivos especificos.

1. ldentificaciénde neuronas serotoninérgicasy fibras MCHérgicas en cortes sagitales de embriones
de rata en E14 mediante la técnica de inmunohistoquimica.

2. Caracterizacion fenotipica del cultivo primario de romboencéfalo: identificacién de fenotipos neu-
ronales serotoninérgicos, catecolaminérgicos y GABAérgicos, y astrocitos, mediante inmunofluo-
rescencia.

3. Caracterizacién funcional del cultivo primario de romboencéfalo: a) cuantificacion de niveles basa-
les intracelulares y extracelulares de serotonina y de su principal metabolito (5-HIAA) por HPLC-
ED, y b) cuantificacion de los niveles extracelulares de serotonina y 5-HIAA luego del tratamiento
con diferentes compuestos.

4. Modulacién de las neuronas serotoninérgicas en cultivo por la MCH.
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Metodologia.

1. Identificaciéon de neuronas serotoninérgicas (5HT y SERT)y fibras MCHérgicas
en cortes sagitales de embriones de rata en E14.

1.1. Cortes a congelacion.

La rata hembra con una prefiez de 14 dias se sacrificd por decapitacién y los cuernos uterinos fueron
rapidamente extraidos por cesadrea. Posteriormente los fetos fueron extraidos de sus sacos vitelinos
mediante micro pinzas y colocados en paraformaldehido (PFA, hecho en buffer fosfato 0,1 M, pH=
7,4) al 4% durante 48 horas para su fijacion. Posteriormente se procedié a la crioproteccién con saca-
rosa al 30% en buffer fosfato (PB) 0,1 M durante 48 horas. Finalmente se congelaron los embriones
con hielo seco en bloques con Tissue-tek y fueron mantenidos a una temperatura de — 80°C hasta su

corte en el cridstato.

Los cortes sagitales, tuvieron un espesor de 20 um, y fueron levantados en laminas del tipo super-
frost tomando como referencia al Atlas of theDevelopingRatNervousSystem de Paxinos, G. (Paxinos
1995) de un embridn de rata en E14. Los cortes fueron finalmente almacenados a -20°C hasta su pro-

cesamiento para la realizacién de la inmunohistoquimica.

1.2. Inmunohistoquimica.

Para deteccidn de serotonina, SERT y fibras MCHérgicas en cortes sagitales de embriones de rata en
E14 montados en ldmina, se utilizd la técnica de inmunohistoquimica en [dmina y en cortes secuencia-

les.

Se realizaron tres lavados en PBS 0,1M cada uno de 10 minutos; posteriormente se procedid al blo-
queo de las peroxidasas enddgenas con perdxido de hidrégeno (H,0,) al 1%, durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Nuevamente se realizaron tres lavados con PBS, para luego, bloquear los si-
tios inespecificos con suero normal de burro (NDS) al 3% y albimina de suero bovino (BSA) al 2%. La
incubacion con los anticuerpo primarios (goat anti-5HT 1/10000, rabbit anti-SERT 1/5000, y rabbit
anti-MCH 1/10000 (Immunostar)) en PBS-TRITON 0,3% y NDS 3%, se realizé durante toda la noche a

temperatura ambiente en camara humeda.

Se continud el procedimiento con nuevos lavados con PBS 0,1M de 3, 5, 7, 7 y 10 minutos. La incuba-

cién con el anticuerpo secundario biotinilado (donkey anti-rabbit 1/600) en PBS-TRITON 0,3% y NDS
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3%, fue de 90 minutos. Posteriormente a los lavados, se incubé con el KIT ABC (complejo avidina-
biotina, 1/600, Vector Laboratories) durante 60 minutos. Luego se lavé con PBS 0,1M. El revelado se
realizé incubando los cortes con H,0, y diaminobencidina (DAB) durante 10 minutos (Kit DAB Vector).
La reaccién se detuvo con un lavado en agua destilada. La marcacidn especifica se observé como una

coloracion marrén debido al precipitado de DAB.

Las laminas se dejaron secar y luego se deshidrataron y montaron con Histomount. Se observaron en
un microscopio Olympus CH30 y se obtuvieron fotos en la lupa Nikon SMZ1000, con el software Mi-

crometrics Standard EditionPremiun.

2. Caracterizacién morfologica del cultivo primario de romboencéfalo.

2.1. Cultivo primario de romboencéfalo.

Todos los procedimientos de experimentacidon con animales se llevaron a cabo de acuerdo con los
requisitos del Comité de Bioética del IIBCE, y del Comité de Etica de la Facultad de Medicina (No ex-

pediente 070153-000515-13) y de la Ley Nacional de Experimentacién Animal N ° 18.611.

Los cultivos primarios enriquecidos en neuronas serotoninérgicas se prepararon a partir de embriones
obtenidos de ratas Sprague-Dawley en el dia 14 (E14) de gestacion de acuerdo al protocolo de Lau-

tenschlager et al. (2001), con modificaciones.

Para la realizacién de cada cultivo se conformaron dos harenes compuestos por tres hembras y un
macho cada uno. Se conté comodia 1 (E1) el dia posterior a la codpula, cuando se realizd el frotis vagi-

nal y se verificé la presencia de espermatozoides.

La hembra con una prefiez de 14 dias fue sacrificada por decapitacidn y los cuernos uterinos fueron
rapidamente extraidos por cesarea. En promedio se obtuvieron entre 11 y 15 embriones por hembra

a lo largo de todo los experimentos realizados en el desarrollo de esta tesis.

Para obtener cultivos celulares viables, sin contaminacion ya que se trabajo sin antibidticostodos los
procedimientos a partir de la extraccidn de los cuernos uterinos de la hembra se realizaron en condi-
ciones de esterilidad (bajo campana deflujo laminar). Se extrajeron los fetos de los cuernos uterinos y
de sus sacos vitelinos mediante micro pinzas y se colocaron en buffer fosfato salino (PBS) frio. De cada
embridn se disecd, bajo lupa estereoscdpica y en campana de flujo laminar, la zona ventral del rom-
boencéfalo, la cual contiene los nucleos del rafe segun la metodologia empleada por Lautenschlager
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et al.(Lautenschlager et al. 2000). En cada cultivo se colectd la zona del romboencéfalo de entre 11y
30 embriones en 1 ml de medio de cultivo compuesto por Neurobasal (Gibco, Thermo Fischer Scienti-
fic, Whaltham, MA, USA),B-27 al 2% (Gibco, Thermo Fischer Scientific) y L-glutamina (2mM)(Sigma-
Aldrich, San Luis, MI, USA). Las células fueron disociadas mecanicamente mediante micropipeta en 3
ml de medio de cultivo, se dejé decantar la mezcla y posteriormente las células en suspensidn fueron
traspasadas a otro tubo. El proceso se repitié dos veces para aumentar el nimero de células obteni-
das. La suspensién de células se centrifugd a 1000g durante 5 minutos y el pellet conteniendo las célu-
las se resuspendié en 3 a 5 ml de medio de cultivo (dependiendo del nimero de embriones disecados)

para determinar la densidad celular en cdmara de Neubauer bajo microscopio.

Para estos cultivos, se utilizaron multiplacas(Cellstar, GreinerBio-One, FrickenhausenGermany) de 24
0 48 pocillos (pocillos de 1,96 cm® y 1 cm? de superficie, respectivamente) cubiertas con poli-L-lisina
(0.1 mg/ml, Sigma-Aldrich), compuesto sintético que promueve la adhesién y la absorcién de protei-
nas mediante modificaciones de las cargas de superficie en el sustrato de cultivo. En el caso de la pla-
ca de 24 pocillos, la poli-L-lisina se aplicé sobre pequefios vidrios previamente colocados dentro de
cada pocillo. Los cultivos realizados en dichas placas se destinaron para los ensayos de inmunofluo-

rescencia, con posterior observacién morfoldgica y obtencién de imagenes por microscopia confocal.

Los cultivos sembrados en las placas de 48 pocillos se procesaron para obtener las muestras de so-
brenadante y células, para posteriormente analizar los niveles de serotonina y 5-HIAA por HPLC-ED.
En algunas de dichas placas, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia (en los pocillos en los cua-
les no se extrajeron las células) para la cuantificacion de los distintos fenotipos neuronales, lo que fue

determinado en microscopio invertido de epifluorescencia, como se indica posteriormente.

Se cultivaron 600.000 y 1x10° células por pocillo en las placas de 48 y 24 pocillos respectivamente, y
los cultivos fueron mantenidos en estufa a 37 °C, en atmdsfera de CO2 al 5% y con saturacidon de
aguadurante 14 dias. A los 7 DIV, los cultivos fueron alimentados, para lo cual se reemplazé la mitad
delmedio de cultivo por medio fresco. Ademas, a los 7 DIV se realizé la observacién del cultivo bajo
microscopio, para determinar la viabilidad de las células para continuar con los experimentos planifi-

cados a los 14 DIV.

En el desarrollo de esta tesis fueron realizados 67cultivos primarios, de los cuales fueron viables 36 de
ellos. Se cuantificaron los niveles de serotonina y 5-HIAA por HPLC-ED en 34 de estos cultivos y en 30

se realizé la cuantificacidn fenotipica. No todos los cultivos analizados por HPLC-ED tuvieron su corre-
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lato morfoldgico. Asimismo, se realizaron cultivos exclusivamente para realizar los ensayos de inmu-

nofluorescencia.

2.2. Deteccion de los diferentes fenotipos celulares en cultivo por inmunofluorescencia.

A los 14 DIV, los cultivos se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% y sacarosa al 5% durante 20 mi-
nutos en estufa a 37 °C. Posteriormente se lavaron con PBS, se permeabilizaron con Tritén X-100 0.1%
en PBS durante 15 minutos y se realizé el bloqueo de los sitios inespecificos con BSA (albumina de
suero bovino) al 5% en PBS durante 30 minutos. Luego se incubaron los cultivos con los correspon-
dientes anticuerpos primarios a 4°C toda la noche y al dia siguiente, posteriormente al lavado, se in-
cubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios acoplados a distintos fluoréforos durante
60 minutos a temperatura ambiente. En el tercer lavado se incluyé Hoechst 33258(colorante de inter-
calacién de ADN, 1ug/ml, Sigma-Aldrich) para visualizar los nucleos celulares y determinar posterior-
mente las células viables del cultivo. Finalmente se lavaron con PBS. Se utilizaron anticuerpos prima-
rios especificos para identificar neuronas serotoninérgicas; neuronas GABAérgicas; catecolaminérgi-
cas, a través de la enzima de sintesis tirosina hidroxilasa (TH), y los astrocitos, a través de la deteccién
de la proteina GFAP (tabla 2). Como control positivo para la identificacién de astrocitos mediante
GFAP, se realizé la inmunofluorescencia en un cultivo de neuronas obtenido de hipocampo en E18,

para los cuales ya ha sido descrita la presencia de astrocitos (Abney et al. 1981).

En todos los casos, se omitid la incubacion con el correspondiente anticuerpo primario en un pocillo

como control negativo del ensayo.

2.3. Analisis de los ensayos de inmunofluorescencia.

Luego de los distintos ensayos de inmunofluorescencia, como se menciond anteriormente, los vidrios
con las células cultivadas de las placas de 24 pocillos se observaron y fotografiaron en un microscopio
Olympus BX6 equipado con un médulo confocal FV300 y una camara Olympus DP70S para obtener

imagenes de calidad de los distintos fenotipos observados.

Los cultivos sembrados en las placas de 48 pocillos se observaron y fotografiaron en un microscopio
invertido de fluorescencia Olympus IX81 equipado con una cdmara Olympus DP71, para realizar pos-
teriormente la cuantificacién de nucleos Hoechst positivos, y de las células positivas para los diferen-
tes anticuerpos primarios ensayados. El procesamiento de las imagenes se realizé en el programa

Image J.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de inmunofluorescencia en los culti-

vos de romboencéfalo.

Anticuerpo Concentracion Empresa Anticuerpo = Concentracidn Empresa

primario secundario

Anti 5-HT 1/500 Immunostar, Donkey 1/1000 Jackson

(rabbit, poli- Wisconsin, anti-rabbit ImmunoResearch,

clonal) USA; #20080  Alexa Fluor West Grove, USA
594

Anti 5-HT 1/500 Immunostar, = Donkey 1/1000 Jackson

(goat, poli- Wisconsin, anti-goat ImmunoResearch,

clonal) USA; #20079  Alexa Fluor West Grove, USA
594

Anti TH 1/1000 Millipore, Donkey 1/1000 Jackson

(mouse, Billerica, anti-mouse ImmunoResearch,

monoclonal) USA, Alexa Fluor West Grove, USA

MAB318 488

Anti  GABA 1/500 Immunostar, Donkey 1/1000 Jackson

(rabbit, poli- Wisconsin, anti-rabbit ImmunoResearch,

clonal) USA,#20095 Alexa Fluor West Grove, USA
488

Anti  GFAP 1/400 Sigma- Donkey 1/1000 Jackson

(mouse, Aldrich, MS- anti-mouse ImmunoResearch,

monoclonal) 1407 Alexa Fluor West Grove, USA
488

Se cuantificd el nimero de células vivas y el nimero de neuronas serotoninérgica en 30 cultivos, y el
numero de neuronas GABAérgicas en 3 de esos 30 cultivos. Como criterio, se considerd que una célula

estaba viva cuando los nucleos marcados con Hoescht se veian grandes y opacos.

Para la cuantificacién del nUmero de células viables, neuronas serotoninérgicas y neuronas GABAérgi-
cas, se evaluaron 2 pocillos por cultivo. En cada pocillo se tomaron cinco fotos (1360 x 1024 pixeles)

de campos distintos a 200 X de aumento (figura 10) y se cuantificé el nimero total de células vivas en
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los 5 campos seleccionados de cada pocillo. Se sumaron dichas cifras para obtener el nimero total de
células por pocillo, para posteriormente obtener el promedio de ambos pocillos. Luego se cuantificd
el nUmero de neuronas inmunomarcadas en dichos campos. El porcentaje total de neuronas seroto-
ninérgicas y GABAérgicas en relacion al total de células vivas, correspondié entonces, al promedio de

esos 5 campos en ambos pocillos.

Figura 10. Esquema de un pocillo con la
localizacion de los 5 campos seleccionados
para la cuantificacion.

3. Caracterizacion funcional del cultivo primario de romboencéfalo.

3a. Cuantificacién de niveles celulares y extracelulares de serotonina y 5-HIAA por
HPLC-ED.
A los 14 DIV, se cuantificaron los niveles de serotonina y 5HIAA por HPLC-ED en las placas de cultivo
de 48 pocillos. El método se baso en el descrito por Nagayasu et al. (2010), realizado en cultivos orga-
notipicos de rodajas de rafe, con algunas modificaciones. Dicha cuantificacidn se realizd6 en muestras
del medio extracelular (serotonina y 5HIAA liberada por las neuronas) y en las células en cultivo pro-
piamente dichas. Para ello, se reemplazd el medio de cultivo por buffer de Krebs- Ringer Glucosa-
Hepes (KRH) (NaCl1460 mM, KCI27 mM, MgCl10 mM, CaCl212 mM, D-glucosal00 mM, Hepes200 mM
y Acido ascérbico 2 mM).Los cultivos se incubaron a37° C durante 15 minutos. Luego éste fue re-

emplazado por KRH, incubandose durante 30 minutos a 37°C (Nagayasu et al. 2010).

Posteriormente, las placas con las células se colocaron en hielo. Se recogié el medio de los pocillos y
se le agregd acido perclérico 1 M (PCA) para obtener una concentracién final de PCA de 0.1 M. Las

células se levantaron por rastrillado en 200 ul de PCA 0.1 M por pocillo. Las muestras de células fue-
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ron sonicadas y luego ambos tipos de muestras (extracto de células y medio extracelular) fueron cen-
trifugadas durante 10 minutos a 15000 rpm y 4°C para luego colectar los sobrenadantes y ser analiza-

dos por HPLC-ED.

El HPLC-ED (Waters 2465 Milford, MA, USA) utilizado, estaba equipado con una columna X-Bridge™ C-
18 (Luna® 3 um C18 (2) 100 A, LC Column 100 x 2 mm; Phenomenex) que se mantuvo a 40°C y una
precolumna (3,2 to 0,8 mm internaldiameter), con un sistema de deteccion electroquimico (Epsilon
e5P, BASi, West Lafayette, IN, USA). El potencial de oxidacién se fijé en +0,65V (electrodo de trabajo
de carbon vitreo vs. electrodo de referencia Ag/AgCl). La fase moévil estaba compuesta por una solu-
cién de acido citrico (a pH = 3) que fue filtrada y desgaseada. Posteriormente se agregd octil sulfato
de sodio (0,5 mM) y los solventes acetonitrilo (3%) y tetrahidrofurano (1,5 %). Dicha fase movil circulé
a una velocidad de flujo constante de 0,3 ml/min utilizando una bomba de HPLC (Waters 1525, Mil-

ford, MA, USA).

Para determinar las concentraciones de serotonina y 5-HIAA se compard la sefial obtenida en las
muestras (altura de pico) con la de una solucién estandar de ambos compuestos con concentracion

conocida (5pg/ul).

El volumen de inyeccion de las distintas muestras fue de 100l con un tiempo total de analisis de 10-

12 minutos por muestra.

El limite de deteccidon del HPLC-ED se calcula a partir de la soluciénestandar. Para la serotonina, el
limite de deteccion del sistema fue de 0,19 + 0,01 ng y para el 5-HIAA fue de 0,32 + 0,15 ng. Por otra
parte, el tiempo promedio de elucién de la serotonina fue de 8,0 + 1,2 minutos desde el comienzo de
la corrida cromatografica, mientras que para el 5-HIAA el tiempo de eluciéon fue de 4,5 £ 0,6 minutos.
Estos datos son el resultado de la determinacién y andlisis de los tiempos de elucion de 9 cultivos ele-

gidos al azar de entre los 34 cultivos analizados.

3b. Modulacion de las neuronas serotoninérgicas en cultivo mediante diferentes
tratamientos farmacologicos.

Los cultivos se incubaron con KRH a37° C durante 15 minutos, luego éste fue reemplazado por KRH
s6lo (muestras basales o controles), KRH con las distintas drogas o con KRH modificado (tabla 3), in-

cubandose durante 30 minutos a37° C.
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Para preparar el KRH modificado, utilizado Unicamente en el tratamiento con KCl, el KRH 1X con una
concentracion de KCl 27 mM, se llevd a una concentracidon de KCl 50 mM y se mantuvo la osmolaridad
de la solucién disminuyendo la concentracion de NaCl.

Luego de realizados los tratamientos, se siguid el procedimiento descrito en Cuantificacidon de niveles

celulares y extracelulares de serotonina y 5-HIAA por HPLC-ED(subitem 3.a., pag. 39).

Los datos obtenidos de los niveles de serotonina y 5-HIAA tanto enddgenos como ante los distintos
tratamientos farmacoldgicos, se analizaron con el software GraphPadPrism 5 y se expresaron como la
media *+ desvio estdndar (DE). Para cada tratamiento farmacolégico fueron utilizados de tres a cinco
cultivos, y cada dosis ensayada fue realizada por triplicado. Los valores obtenidos se promediaron y se
expresaron como cambios en relacion a los valores basales de cada cultivo. Se determinaron las dife-
rencias significativas usando el t-test pareado o el test de ANOVA de una via seguida por la prueba
post-hoc de Tukey. Cuando fue aplicable, se realiz6 ANOVA pareado. Se considerd significancia es-

tadistica a un P <0,05.

4. Cuantificacion de los niveles de serotonina y 5-HIAA luego del tratamiento agu-
do con MCH.

La metodologia empleada se describe en el item 3 de la Metodologia, pag. 39.
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Tabla 3. Compuestos utilizadas en los diferentes tratamientos farmacolégicos en los cultivos primarios de rombo-

encéfalo.
Droga Concentraciones Mecanismo de accion Constante de | Empresa
utilizadas afinidad (Ki)
KCl 50 mM Depolarizante Sigma-Aldrich
EGTA 2 mM Quelante de calcio Sigma-Aldrich
Citalopram 0.1,1,10y 100 um Inhibidor de la recaptacién de serotoni- (SERT) Donado por Dr. J.
na 4 nM Monti
(Parnham et al.
1994)
Nortriptilina 1,10y 100 uM Inhibidor de la recaptacién de noradre- (SERT) Urufarma
nalina 161 nM (Zhou
2004)
Clorgilina 1,10y 100 uM Inhibidor de la enzima MAO A (MAO A) Sigma-Aldrich
0,18nM (Olmos
et al. 1993)
8-OH-DPAT 0,001, 0,01, 0,1 Y 1 | Agonista del receptor 5HT 1A (5HT 1A)
uM 1,2 Nm
(Naiman et al.
1989)
WAY 100635 0,001, 0,01, 0,1 Y 1 | Antagonista del receptor 5HT 12 (5HT 1A) Sigma-Aldrich
uM 0,8 nM
(Plenevaux et
al. 2002)
MCH 0,1,1,10y 100 nM Neuropéptido/neurotransmisor Phoenix Pharmaceu-

ticals
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Resultados.

1. Identificacion de neuronas serotoninérgicas y fibras MCHérgicas encortessagita-
les de embrionesde rata enE14.

Las neuronas serotoninérgicas en el embridn de rata en E14 se localizaron en tres subgrupos celulares
situados en el romboencéfalo; un grupo localizado en el romboencéfalo rostral, otro en el rombo-
encéfalo medial y un tercero en el romboencéfalo caudal. Dichas neuronas presentaron una forma
redondeada y con pocas neuritas que se extendian desde el soma. Sin embargo, pudieron observarse
un gran conjunto de fibras que forman haces que se proyectan desde donde se localizan los somas a
través de la curvatura ponto-mesencefalica(Figura 11).

Asimismo, somas y procesos SERT positivos se hicieron evidentes en este estadio. Las fibras SERT po-
sitivas se localizaron en el romboencéfalo desde la zona rostral hasta la caudal, y se extendieron hacia
la médula espinal. También pudieron observarse somas SERT positivos en las tres regiones del rom-
boencéfalo(figura 12). Sin embargo, cualitativamente el nimero de somas SERT positivos fue nota-
blemente menor que el nimero de somas 5HT positivos (no se realizé la cuantificacidn de dichas neu-
ronas). En ambos ensayos loscontroles negativos realizados con omisiéon del anticuerpo primario no
dieron marcas positivas en los embriones ensayados.Las fibras MCH positivas se localizaron principal-
mente en la zona rostral del romboencéfalo. Pudieron observarse también, la presencia de varicosi-

dades a lo largo de toda su extension. El correspondiente control mostré ausencia de marca.

2. Caracterizacionfenotipicadelcultivoprimario de romboencéfalo.

2.1. Neuronas serotoninérgicas.

Las neuronas serotoninérgicas en cultivo presentaron somas de forma redondeado, fusiforme o piri-
forme de entre 35 y 40 um de diametro con abundantes prolongaciones que se extendieron varias um
desde el soma (figura 14). También pudieron observarse en algunas zonas del cultivo, varicosidades a
lo largo de varias de las neuritas, caracteristica tipica de neuronas serotoninérgicas (figura 15). La
cuantificacién de 30 cultivos primarios de romboencéfalo enriquecidos en neuronas serotoninérgicas
de 14 DIV mostré un promedio de 1380 + 608 células vivas y 28 + 12 neuronas serotoninérgicas via-
bles en el drea analizada, lo que da como resultado un promedio de 2,2 + 0,7 % de neuronas inmuno-

positivas para serotonina en relacién al total de células vivas en cultivo.
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Figura 11. Fotos representativas de fibras
y somas 5HT positivos en cortes sagitales
de embrion de rata E14. A) Esquema de
un corte sagital de un embrion de rata
E14. El recuadro rojo indica la zona
mostrada en B. B) Foto representativa de
neuronas y fibras S5SHT positivas (en
marrén). El recuadro verde indica la zona
mostrada en C. C) Detalle de neuronas y
fibras serotoninérgicas a mayor aumento.
Los asteriscos indican somas de neuronas
serotoninérgicas. 4V: cuarto ventriculo;
3V: tercer ventriculo; LV: ventriculo

lateral; MESEN: mesencéfalo; RR:
romboencéfalo rostral; RM:
romboencéfalo medial; RC:

romboencéfalo caudal.

Figura 12. Fotos representativas de fibras y somas
SERT positivos en cortes sagitales de embrion de
rata E14. A) Esquema de un corte sagital de un
embridn de rata E14. El recuadro rojo y el verde
indican las zonas mostradas en B y en C,
respectivamente. B) Fibras SERT positivas en el RR.
Barra de calibracion 100 um. C) Fibras y somas
SERT positivos en el RM. Los asteriscos indican
somas SERT positivos en el RC. Barra de calibracion
200 pm. 4V: cuarto ventriculo; 3V: tercer
ventriculo; LV: ventriculo lateral; MESEN:
mesencéfalo; RR: romboencéfalo rostral; RM:
romboencéfalo medial; RC: romboencéfalo caudal.
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MESV

Figura 13.Fotos representativas de fibras MCHérgicas en cortes sagitales de embrion de rata
E14. A) Esquema de un corte sagital de un embridn de rata E14. El recuadro rojo indica la zona
mostrada en B.B) Fibras MCHérgicas (marrdn) en el RR. Las puntas de flecha indican dos fibras
MCHérgicas. Barra de calibracion 200 um. C) Fibras MCHérgicas mostradas en B a mayor aumen-
to. Barra de calibracién 100 um. D) Fibras MCHérgicas a mayor aumento. Se indican con las pun-
tas de flechas, tres fibras. Barra de calibracién 100 pm.

2.2. Otros fenotipos celulares.

La cuantificacién de 3 cultivos primarios de romboencéfalo de 14 DIV mostré un promedio de 56,7 +
7,6 % de neuronas inmunopositivas para GABA. Las neuronas GABAérgicas presentaron un soma de
forma piriforme, redondeada o fusiforme de entre 15 a 20 um de didmetro con largas prolongaciones,
siendo de menor tamafio que las serotoninérgicas (figura 16). Ademas, se observd que del total de

neuronas GABAérgicas, el 4,6 + 2,8 % también se encontraban inmunomarcadas para serotonina (figu-
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ra 17). A los 14 DIV no fueron detectadas neuronas inmunopositivas para TH, ni astrocitos GFAP (+).

En todos los ensayos los correspondientes controles negativos fueron negativos para los antigenos

ensayados.

Figura 14. Fotos representativas de neuronas inmunopositivas para serotonina en cultivos de 14 DIV. A)
Neuronas serotoninérgicas de somas piriformes (flecha) y redondeados (asterisco). B) Neuronas
serotoninérgicas de somas fusiformes (punta de flecha). Fotografias realizadas en microscopio de
epifluorescencia. Barra de calibracion 100 pm.

Figura 15. Fotos representativas de neuronas inmunopositivas para serotonina en cultivos de 14 DIV. A)
Neuronas serotoninérgicas y su extensa red de procesos (rojo) y sus nticleos (azul). B) Neuronas serotoninérgicas
a mayor aumento (punta de flecha). Fotografias realizadas en microscopio confocal. Barra de calibracion 100 uM.
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Figura 16. Fotos representativas de neuronas inmunopositivas para GABA en cultivos de 14 DIV. A) Neuronas
GABA positivas (verde) y sus nucleos (azul). Las puntas de flecha indican somas GABA positivos. Fotografia
realizada en microscopia confocal. B y C) Neuronas GABA positivas en microscopia de epifluorescencia. D)
Neuronas GABA positivas a mayor aumento. Las flechas indican neuronas GABA positivas de diferente morfologia.
Barra de calibraciéon 100 pm.

Figura 17. Fotos representativas de neuronas serotoninérgicas (rojo) y GABAérgicas (verde) en cultivos de 14
DIV. A) Neuronas GABAérgicas (punta de flecha), neurona serotoninérgica (asterisco), neuronas GABA vy
serotonina positivas (flecha), y sus ntcleos. Barra de calibracion 100 um B) Neuronas GABAérgicas (punta de
flecha) y neurona GABA y serotonina positiva (flecha) y sus nucleos, a mayor aumento. Barra de calibracion 50

pm.
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3. Caracterizaciénfuncionaldelcultivoprimario de romboencéfalo.

3a. Cuantificacion de los niveles de serotonina y 5-HIAA.

3a.1. Niveles basales extracelulares y celulares de serotonina y 5SHIAA.

Para realizar la caracterizacién funcionalde las neuronas serotoninérgicas, en primera instancia, se
determinaron los niveles basales extracelulares e celulares de serotonina y 5HIAA a los 14 DIV. Los
niveles basales extracelulares de serotonina fueron 40 veces inferiores a los correspondientes niveles
de 5-HIAA (tabla 4).En cambio, los niveles basales intracelulares de serotonina fueron aproximada-

mente 5 veces superiores a los niveles basales celulares de 5-HIAA (Tabla 4).

Tabla 4. Niveles basales extracelulares y celulares de SHT y S5HIAA.

Niveles basales S5HT (ng/ ul) SHIAA (ng/ ul)
Extracelulares 0,011 £ 0,005 0,44 + 0,23
Intracelulares 0,103 £ 0,009 0,020 £ 0,006

3b. Modulacién de las neuronas serotoninérgicas mediante diferentes tratamientos
farmacolégicos.

3b.1. Efecto del KCl y EGTA en los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.

Para continuar con la caracterizacién funcional, determinamos el efecto del tratamiento con KCl y
EGTA sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5-HIAA.

La despolarizacion inducida mediante el tratamiento con KCl 50 mM durante 30 minutos produjo un
aumento significativo en los niveles de serotonina. Este aumento fue de 2,6 veces en relacion a los
valores control (261,3 £ 48,1%). En cambio los niveles de 5HIAA no presentaron cambios significativos

(113,1 £ 17,3 %) (figura 18 A).

Para determinar si la liberacidon de serotonina en las neuronas en cultivo era dependiente de calcio,
realizamos el tratamiento con el quelante de calcio EGTA a una dosis de 2 mM durante 30 minutos.
Los resultados mostraron que el EGTA provocd una disminucién de los niveles de serotonina en rela-
cion al control, ya que en dos de las tres muestras dichos niveles estuvieron por debajo del limite de

deteccidon del HPLC-ED y en la otra estuvo por debajo de los valores control. En cambio, los niveles de
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5HIAA no mostraron cambios significativos con respecto a los valores control (87,8 + 11,9 %) (figural8

B).
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Figura 18.Efecto del KCl 50 mM y EGTA 2 Mm sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5HIAA. A) Efecto
del KCI50 mM sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5HIAA, cuantificado por HPLC-ED. Los datos son
expresados como la media + DS.* P < 0, 05(n = 3) con respecto al control.B) Efecto de EGTA 2 mM sobre los nive-
les extracelulares de serotonina y 5HIAA, cuantificado por HPLC-ED. Los son expresados como la media + DS. La
linea punteada representa el control expresado como porcentaje.

3b.2.Efecto del citalopram en los niveles extracelulares y celulares de serotonina y SHIAA.

Los niveles de serotonina extracelulares luego del tratamiento agudo (30 minutos) concitalopram,un
ISRS tipico,1 y 10 uM, mostraron un aumento significativo con respecto a los niveles basales. La dosis
de 1 uM fue la que mostré el mayor aumento (2427,3 + 1248,5 %), en cambio las dosis de 0,1 y 100
KM no mostraron un aumento significativo con respecto al control (figura 19 A). Los niveles de 5-HIAA
extracelulares mostraron una leve tendencia (no significativa) a disminuir a las dosis de 1y 10 uM de

citalopram (Figural9 B).
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Figura 19.Efecto del citalopram sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5HIAA. A) Efecto del
citalopram sobre los niveles extracelulares de serotonina. B) Efecto del citalopram sobre los niveles extra-
celulares de 5-HIAA. Los datos son expresados como la media + DS. 1vs 0,1: +P <0, 05. 1, 10 vs control:* P
<0, 05, **P <0, 01 (n = 3).La linea punteada representa el control expresado como porcentaje.
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En 4 cultivos se cuantificaron también los niveles celulares de serotonina y SHIAA luego del tratamien-
to con citalopram 0,1, 1, 10 y 100 uM. Los niveles celulares de serotonina y 5-HIAA para todas las do-
sis ensayadas de citalopram, no mostraron cambios significativos con respecto a los niveles basales.
La relacién entre el porcentaje de aumento de la serotonina extracelular y celular, aumentdconlas
dosis mas bajas de citalopram (0,1uM) hasta la concentracién de 10 uM. La dosis de 100 uM de cita-
lopram ya no ejerce una accion significativa (tabla5). En cuanto al 5-HIAA, la tabla muestra que no se
producen variaciones significativas en la relacidn de su concentracidn extracelular y celular, ante las

distintas dosis de citalopram ensayadas (tabla 5).

Tabla5.Relacion entre los niveles extracelulares y celulares de serotonina y 5-HIAA luego del tratamiento con citalo-
pram.

Dosis de citalopram (uM) Relacién niveles extracel/cel Relacién niveles extracel/cel 5-
5-HT HIAA
0,1 8,47 0,99
1 15,81 0,89
10 19,48 1,02
100 19,24 0,84

3b.3.Efecto de Nortriptilina en los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.

A diferencia de lo observado luego del tratamiento con citalopram, el tratamiento con nortriptilina,
un inhibidor no selectivo de la recaptacidn de serotonina, a las dosis 1 y 10 uM no produjeron cam-
bios significativos en los niveles de serotonina extracelulares cuantificados. Sin embargo la dosis de
100 puM mostré un aumento significativo en dichos niveles con respecto a los niveles basales (1601,3 +
659,1 %). Asi mismo, los niveles de 5-HIAA no mostraron cambios significativos con respecto al control

ante las diferentes concentraciones ensayadas (Figura20).
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Figura 20.Efecto de nortriptilina sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5HIAA. A) Efecto de
nortriptilina sobre los niveles extracelulares de serotonina. B)Efecto de nortriptilina sobre los niveles
extracelulares de 5-HIAA. Los datos son expresados como la media + DS. 1 vs 100: +P <0, 05; 10,100 vs
control:*P <0, 05, ** P <0, 01 (n = 3). La linea punteada representa el valor control expresado como
porcentaje.

3.4.b.Efecto de clorgilina sobre los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.

Los niveles extracelulares de serotonina, luego del tratamiento con clorgilina, un inhibidor de la MAO

A, a las dosis de 0,1 y 1 uM no mostraron cambios significativos con respecto a los valores control,

aunque con ambas dosis se observé una tendencia al aumento. En cambio, luego del tratamiento con

clorgilina 10 uM los niveles extracelulares de serotonina mostraron un aumento significativo (4902,1 +

2269,0 %).

Los niveles de 5-HIAA mostraron una disminucidn significativa a la dosis de 0,1 y 10 uM de clorgilina

(Figura 21).
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Figura 21.Efecto de clorgilina sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5HIAA. A) Efecto de clorgilina
sobre los niveles extracelulares de serotonina. B) Efecto de clorgilina sobre los niveles extracelulares de 5-
HIAA. Los datos son expresados como la media + DS. 10 vs 0,1: **P <0, 05; 10 vs control: ++ P <0, 05 (n = 3). La
linea punteada representa el valor control expresado como porcentaje.
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3.5.b.Efecto de 8-OH-DPAT sobre los niveles extracelulares deserotonina y SHIAA.

Luego del tratamiento con 8-OH-DPAT, agonista de los receptores 5-HT1A, los niveles extracelulares
de serotoninamostraron una disminucidn significativa a las concentraciones de 0,001y 0,1 uM (72,6 +
22,9%y 74,8 £ 2,1 %, respectivamente). En cambio los niveles extracelulares de 5-HIAA no mostraron

cambios significativos con respecto a los valores control a ninguna de las dosis ensayadas.

Sin embargo, con la dosis de 0,001 uM se observa una clara tendencia al aumento de los niveles de 5-

HIAA (128,68 + 44,6 %) (Figura 22).
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Figura 22.Efecto de 8-OH-DPAT sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5-HIAA. A) Efecto de8-OH-
DPAT sobre los niveles extracelulares de serotonina. B) Efecto de 8-OH-DPATsobre los niveles extracelulares de
5-HIAA. Los datos son expresados como la media + DS. ** P <0, 05 (n = 3) vs el control. La linea punteada re-
presenta el valor control expresado como porcentaje.

3.6.b.Efecto de WAY 10035 sobre los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.
Los niveles extracelulares de serotonina y 5-HIAA luego del tratamiento con WAY 10035, antagonista
de los receptores 5-HT1A, no mostraron ningun cambio significativo con respecto a los valores con-

trol,a todas las dosis ensayadas (Figura 23).
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Figura 23.Efecto de WAY 100635 sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5-HIAA. A) Efecto de-
WAY 100635 sobre los niveles extracelulares de serotonina. B) Efecto de WAY 100635 sobre los niveles
extracelulares de 5-HIAA.Los datos son expresados como la media + DS. (n= 3). La linea punteada repre-
senta el valor control expresado como porcentaje.

4. Cuantificacion de los niveles de serotonina y 5-HIAA luego del tratamiento agu-
do con MCH.

Los niveles extracelulares de serotonina luego del tratamiento agudo con MCH no mostraron cambios
significativos con respecto a los valores control, aunque pareceria observarse una leve tendencia a la
disminucion de los niveles de serotonina, que no resultd significativa debido al alto grado de variabili-
dad de los datos a todas las dosis ensayadas (Figura 24 A).Asi también, no se observaron modificacio-

nes en los niveles extracelulares de 5-HIAA a las tres dosis ensayadas de MCH (figura 24 B).
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Figura 24.Efecto del tratamiento agudo con MCH sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5-
HIAA. Los datos son expresados como la media + DS. (n = 4). La linea punteada representa el valor con-
trol expresado como porcentaje.
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Discusion.

1. Identificaciéon de neuronas serotoninérgicas y fibras MCHérgicas en embriones
de rata en E14.

Nuestros resultados mostraron la localizacién de las neuronas serotoninérgicas en el embridn de rata
E14 y su morfologia. Ademas pudieron observarse fibras que formaron haces que se proyectaron a
través de la curvatura mesencefalica. Asimismo, somas y procesos SERT positivos se hicieron eviden-
tes en este estadio. Las fibras SERT positivas se localizaron en el romboencéfalo desde la zona rostral
hasta la caudal, y se extendieron hacia la médula espinal. Dichos resultados, se encuentran en linea
con diversos estudios inmunocitoquimicosdonde se detecté y describié la localizacién deneuronas
serotoninérgicas en el cerebro en desarrollo de embriones de rata, desde el primer estadio en el cual
pueden ser identificadas hasta los estadios mas avanzados de desarrollo (J. a Wallace & Lauder 1983;
Lidov & Molliver 1982). En cuanto a la deteccion de SERT, nuestros resultados también se encuentran
de acuerdo a trabajos previos. Zhou et al. 2000,detectaron la presencia de SERT en un pequeiio grupo
de neuronas en el romboencéfalo rostral ya desde el estadio E12 en ratas. En E14, describen a las fi-
bras SERT positivas organizadas en haces, dejando el suelo del tubo neuronal, proyectandose rostral-
mente en el mesencéfalo y delineando toda la longitud de las fibras desde el area del cuerpo de la

célula hasta las puntas de crecimiento (Zhou et al. 2000).

Nuestros resultados siguen la linea de los trabajos de Brischoux et al. (2001) y Risold et al. (2009),
donde se describe la presencia de fibras MCHérgicas en embriones de rata en E13 y la existencia de
fibras MCHérgicas orientadas caudalmente en el mesencéfalo de embriones de rata en E14 (Brischoux
et al. 2001; Risold et al. 2009). Sin embargo estos trabajos, solamente describen su presencia pero no

presentan ninguna imagen donde puedan observarse las fibras MCHérgicas en dichos embriones.

Las evidencias morfoldgicas y anatémicas con las que pudimos contrastar nuestros resultados, fueron
de trabajos realizados en embriones de ratén. Nuestros resultados estan de acuerdo con los trabajos
de Croizier et al, (2011), (2015), en embriones de ratones MCH-GFP en E14, que describen a los axo-
nes MCHérgicos dirigiéndose caudalmente, y arquedandose en el mesencéfalo. Ademas muestran
como estos se extienden hacia el tronco cerebral para llegar a la médula espinal (Croizier et al. 2011;

Croizier et al. 2015).
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Por otra parte, es importante resaltar que en nuestros resultados, en los cortes sagitales enteros de
los embriones en E14, se observan a las fibras MCHérgicas llegando a la zona del romboencéfalo ros-

tral donde se localizan las neuronas serotoninérgicas estudiadas.

2. Caracterizacion fenotipica del cultivo primario de romboencéfalo.

2.1. Neuronas serotoninérgicas.

Nuestros resultados fueroninferiores a los reportados previamente porLautenschlager et al. 2000,
quienes obtuvieron un 4% a los 14 DIV (Lautenschlager et al. 2000).Por tanto dado el bajo porcentaje
de neuronas serotoninérgicas presentes en nuestros cultivos, no podemos decir que sean cultivos
enriquecidos en neuronas serotoninérgicas.

En relacién a este menor porcentaje de neuronas serotoninérgicas obtenidas en nuestras condiciones,
podemos sugerir como causas principales, la utilizacion de una cepa de animales diferente, la preci-
siéon en la diseccién del romboencéfalo a partir del cual se obtuvieron las neuronas, diferencias en el
tiempo de manipulacién de los embriones durante dicha diseccion y en las condiciones generales del
cultivo. En el trabajo de Lautenschlager et al. (2000), se utilizaron ratas Wistar, el tejido disecado se
incubé en tripsina/EDTA durante 15 min 37°C, y el nimero de células sembradas en cada pocillo, fue
de 85.000 células por cm?, mientras nuestros cultivos fueron sembrados con 600.000 células por
cm’.Otros trabajo han utilizado diferentes cantidades de neuronas sembradas, desde 85.000 células

por cm?hasta 5x10° células por cm? (Birthelmer et al. 2006).

Sin embargo, a pesar del bajo nimero de neuronas serotoninérgicas del preparado, estas presentaron
una entramada red de neuritas que cubrian gran parte del cultivo (figura 14). Y una respuesta acorde

a las manipulaciones farmacoldgicas.

2.2. Otros fenotipos celulares.

El porcentaje de neuronas GABAérgicas presentes en nuestros cultivos, es similar al obtenido porCze-
sak et al. (2007), quienes reportaron un 54% de neuronas GABAérgicas, pero en cultivos de 7 DIV, y
también al obtenido por Yamamoto et al. (1981), quienes reportaron un 40% de neuronas GABAérgi-

cas en cultivos de 14 DIV.

De forma interesante, se observé que del total de neuronas GABAérgicas detectadas, el 4,6 + 2,7 %
también se encontraban inmunomarcadas para serotonina.Estos datos estdan en concordancia con
estudios previos que han determinado que las neuronas GABAérgicas y serotoninérgicas presentes en

los nucleos del rafe, comparten ciertas caracteristicas farmacoldgicas y morfoldgicas, por lo que se ha
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postulado que GABA yserotonina podrian ambos estar presentes co-localizando en neuronas indivi-
duales(Belin et al. 1980; Belin et al. 1983). Harandi et al.(1987), confirmaron,en ratas adultas, a través
de microscopia electroénica, la coexistencia tanto de GABA como de serotonina en las mismas neuro-
nas y sugirieron que la presencia de mecanismos de captacion tanto de GABA como de serotonina
podrian indicar ademas la accion de ambos neurotransmisores en la misma neurona(Harandi et al.
1987).Mas recientemente, Shikanai et al. (2012), caracterizaron las propiedades funcionales de las
neuronas serotoninérgicas que expresan GAD67 (neuronas 5-HT/GAD67) en el NDR deratas adultas y
las compararon con la de las neuronas que expresan serotonina (neuronas 5-HT) o GAD67 solo. Mien-
tras que las neuronas 5-HT/GAD67 estaban ausentes en las partes dorsomedial o ventromedial del
NDR, se distribuyeron selectivamente en el ala lateral del NDR, constituyendo el 12 % del total de
neuronas de dicho nucleo. Dicha poblacidon neuronal Unica presentd distintas propiedades neuroqui-
micas y electrofisiolégicas, como una menor resistencia de entrada y frecuencia de disparo que las
neuronas 5-HT y la expresion del subtipo de transportador de GABA, GAT-1 (de sus siglas en inglés:
GABA transporter 1), que se localiza preferentemente en las neuronas GABAérgicas. Ademds, en nin-
guna de las neuronas 5-HT/GADG67 se detectd la presencia del ARNm del inhibidor del transportador
vesicular de aminodcidos (VIAAT) (de sus siglas en inglés: vesicular inhibitory amino

acidtransporter)(Shikanai et al. 2012).

En cuanto a resultados obtenidos en cultivos primarios, Czesak et al, 2007 detectaron neuronas sero-
toninérgicas que expresaban GAD (Belin et al., 1983; Nanopoulos et al., 1982), la subunidad del recep-
tor GABA-R1 (Abellan et al., 2000) y el transportador de glutamato vesicular tipo 3 (vGLUT3) (Stornet-
ta et al. al., 2005), lo que sugiere que algunas de las neuronas serotoninérgicas en cultivos de rafe

rostral pueden producir GABA o glutamato (Czesak et al. 2007).

Por otra parte, Belin et al., 1991, reportaron en cultivos disociados de metencéfalo de embriones de
rata E18, a través de la combinacién de autoradiografia e inmunocitoquimica la existencia de neuro-
nas donde la serotonina y GABA coexisten(Belin et al. 1991). Sin embargo, dicho trabajo no realiza una
cuantificacién de las mismas, por lo que sélo disponemos del porcentaje reportado en ratas

adultas(Shikanai et al. 2012).

A diferencia de evidencias previas publicadas, en nuestros cultivos no obtuvimos neuronas TH positi-
vas ni astrocitos.Czesak et al. 2007, reportaron la presencia de 1% de neuronas TH positivas y 5% de
astrocitos en cultivos realizados a partir de hembras de la sepa Sprague-Dawley. Lautenschlager et al.
2000 detectaron la presencia de astrocitos mediante inmunohistoquimica acoplada a peroxidasa con
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anticuerpos contra GFAP. En dichas condiciones, el porcentaje de astroglia fue del 9% en cultivos de 6
DIV, permaneciendo constante cuando se volvié a contar a los 10 DIV de cultivos realizados a partir de
embriones de hembras de la cepaWistar(Lautenschlager et al. 2000). La ausencia de estas células ner-
viosas en nuestros cultivospodrian deberse a diferencias en la precisién de la disecciény diferencias en

las condiciones en las que fueron realizados los cultivos.

A pesar de que nuestros resultados no muestran la presencia de células TH positivas, trabajos previos
como los de Czesak et al.(2007), detectaron menos de un 1% de dichas células, por tanto, nuestros
resultados no se encuentran demasiado alejados de dicho trabajo. Asimismo, la ausencia de células
TH positivas probablemente se deba a diferencias minimas en la diseccion, ya que las neuronas do-
paminérgicas (TH positivas) se localizan adyacentes a las neuronas serotoninérgicas tanto en el rom-
boencéfalo rostral como caudal y las neuronas adrenérgicas en la zona caudal (Dahlstrom&Fuxe,

1964; Hokfelt et al., 1984; Konig et al. 1988).

En cuanto a la ausencia de astrocitos, nuestros resultados estan de acuerdo con trabajos previos que
reportaron que la proliferacion glial es suprimida bajo condiciones de cultivo en un medio libre de
suero y con medio B27/Neurobasal(Brewer et al. 1993), condiciones bajo las cuales se realizaron
nuestros cultivos.Asimismo, Beyer et al. (1990), mostraron que en cultivos de diencéfalo, romboencé-
falo y mesencéfalo de embriones E14 de rata, existen diferencias considerables con respecto a la ma-
duracion glial en términos de contenido de GFAP. Mientras que los cultivos romboencéfalicos y dien-
cefdlicos exhibieron un rapido aumento de GFAP durante el periodo de cultivo, los niveles de GFAP en
los cultivos mesencefdlicos se mantuvieron bajos (Beyer et al. 1990). Y como Brewer et al.(1993), el
numero de células que expresaron GFAP mostraron variaciones de acuerdo a la utilizacién de medio
libre de suero o con suero, siendo el nimero de células positivas para GFAP considerablemente mas

bajas en cultivos libres de suero (Beyer et al. 1990).

Por tanto, nuestros resultados muestran que los cultivos primarios de romboencéfalo de embriones
de rata en E14, presentaron un 2,2 % de neuronas serotoninérgicas, 56,7 * 7,6 % de neuronas GA-
BAérgicas, de las cuales un 4,6 + 2,7 % evidenciaron inmunoreactividad tanto para GABA como para
serotonina. Dichos resultados conforman aproximadamente el 60 % del total de células presentes en
nuestros cultivos. Czesak et al. (2007), también obtuvieron un porcentaje de células serotoninérgicas
y GABAérgicas cercano al 60 % de las células totales en cultivos de romboencéfalo y, determinaron
mediante la tincion con Tujl y NeuN que el resto de las células presentes eran predominantemente
tipos de células neuronales(Czesak et al. 2007), aunque no profundizaron en su caracterizacion.
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3. Caracterizacion funcional del cultivo primario de romboencéfalo.

3a. Cuantificacién de los niveles basales extracelulares y celulares de serotonina y
5-HIAA.

En la literatura pueden encontrarse diferentes trabajos que han empleado precursores radiomarcados
para poder medir tanto la sintesis como la liberacidn de neurotransmisores en cultivos primarios de
romboencéfalo, incluyendo la serotonina.Los precursores radiomarcados minimizan el principal pro-
blema, que es el bajo numero de las células serotoninérgicas presentes en los cultivos, que tiene co-
mo consecuencia bajas cantidades de neurotransmisores y sus metabolitos y por tanto, la dificultad
de su deteccidn(Paolillo et al. 1993). En nuestro modelo y con nuestras condiciones experimentales,
pudimos detectar y cuantificar los niveles basales endégenos de serotonina tanto en las células como
en el medio extracelular, asi como también los de su principal metabolito, el SHIAA. Es asi que nuestro
sistema tiene la gran ventaja de poder determinar el funcionamiento fisioldgico de estas células en
cultivo sin la necesidad de agregar precursores radioactivos o drogas para poder detectar los niveles

basales.

La presencia de niveles cuantificables de serotonina y 5-HIAA basales extracelulares en un rangode-
tectable por nuestro sistema de HPLC-DE, mostro el correcto funcionamiento de las neuronas seroto-

ninérgicas cultivadas y la efectividad del sistema de deteccidn.

Es interesante resaltar que, a pesar de la baja proporciéon de neuronas serotoninérgicas (2,2%, n= 30
cultivos) en relacién al total de células vivas contabilizadas en nuestros cultivos (n=1380 * 608), estas
neuronas crecieron en un ambiente éptimo para el funcionamiento de su maquinaria biosintética, de
liberacion y degradacidn, lo cual fue puesto en evidencia a través de la cuantificacion de los niveles
basales enddgenos de serotonina y 5-HIAA tanto en las muestras de células como de medio extracelu-
lar. Por otra parte, y en la misma linea de andlisis, a pesar de la baja densidad de neuronas seroto-
ninérgicas obtenidas, se pudieron detectar y cuantificar niveles de serotonina y su principal metaboli-
to con nuestro sistema de deteccion analitico (por encima de los limites de deteccién), lo cual lo con-
vierte en una herramienta éptima para estudiar la modulacion de este sistema sin la necesidad de

precursores radiomarcados y las consiguientes dificultades que conlleva su utilizacién.

56



3b. Modulacién de las neuronas serotoninérgicas en cultivo mediante diferentes

tratamientos farmacolégicos.

3b.1.Efecto de KClI en los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.

La despolarizacion de las neuronas serotoninérgicas producida por el tratamiento con KCl 50 mM du-
rante 30 minutosprodujoun aumento significativo de 2,6 veces en los niveles de serotonina en el me-
dio extracelular(261,3 + 48,1 %). En cambio, los niveles de 5HIAA no presentaron cambios significati-
vos con respecto a los controles (113,1 + 17,3 %).Este aumento de los niveles de serotonina luego del
tratamiento con KCl es lo esperado y estd de acuerdo con trabajos previos en cultivos de romboencé-
falo(Lautenschlager et al. 2000).Dichos autores observaron que al elevar la concentracién de K* a 50
mM durante 5 minutos a 37° C, la liberacién de serotonina aumenté en una proporciéon de aproxima-
damente 2,7 veces con respecto a los niveles control. En la misma linea de resultados, Yamamoto et
al. (1981), observaron un aumento de 2,5 veces en la liberacion de serotonina de cultivos de rombo-
encéfalo de embriones de rata en E13-E14 (14 DIV) luego de la incubacién en una solucién conK™ (44

mM) durante 5 minutos (Yamamoto et al. 1981).

3b.2.Efecto de EGTA sobre los niveles extracelulares de serotonina y 5-HIAA.

El tratamiento con el quelante de calcio EGTA a una dosis de 2 mM durante 30 minutos, provocd una
disminucion significativa de los niveles de serotonina en relacién al control. Por tanto, podemos con-
cluir que una gran proporcién de la serotonina liberada al medio extracelular por las neuronas seroto-

ninérgicas en cultivo, en estas condiciones, es calcio dependiente.

A pesar de haber obtenido el resultado antes mencionado, no se puede descartar la existencia de li-
beracién de serotonina calcio-independiente, como muestran otros trabajos(Mlinar et al. 2015; Adell
2015), fundamentalmente en relacion a la liberacidn basal de serotonina endégena.Mlinar et al. 2015,
evidenciaron la liberacién de serotonina no-exocitética basal, utilizando un enfoque electrofisiologico
en una preparacion de rebanadas de rafe obtenidas de cerebro de ratones knockout para la enzima
triptéfano hidroxilasa-2 (Tph2). Las rebanadas fueron incubadas en una solucion de perfusidn carente

2++

2 . . e 2 . . ,
de Ca® ™ o mediante la adicién Cd* ™, el cual impide la entrada de Ca*" a través de los canales de cal-

cio voltaje-dependientes, y conteniendo inhibidores de la actividad de disparo.

En cambio, en cuanto al metabolito de la serotonina, el 5-HIAA, como era esperable dada lanaturaleza

de su liberacion (difusion simple a través de la membrana de las neuronas), los niveles extracelulares
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de 5HIAA ante el tratamiento con EGTA no mostraron modificaciones con respecto a los valores con-

trol (87,8 + 11,9 %).

3b.3.Efecto del citalopram en los niveles extracelulares y celulares de serotonina y SHIAA.

La curva-dosis respuesta del efecto del citalopram sobre la concentracidén de serotonina extracelular
cuantificada en nuestros cultivos tuvo un perfil de tipo campana, y el maximo efecto se observé a la
concentracion de 1 uM. Las posibles explicaciones a dicho resultado incluyen la autorregulacion de las
neuronas serotoninérgicas por la activacién de los autorreceptores 5-HT1 (que inhiben su liberacion)
o efectos no especificos de las concentraciones mds altas de citalopram (100 uM). Dichos efectos ya
fueron reportados por Nagayasu et al.(2010), en cultivos organotipicos de rafe bajo la exposicién sos-

tenida durante 4 dias con citalopram (0,1-10 mM)(Nagayasu et al. 2010).

Por otra parte, los niveles extracelulares de 5-HIAA bajo el efecto del citalopram, no mostraron varia-
ciones significativas con respecto al control. Sin embargo, pudo observarse una tendencia a la dismi-
nucién para las dosis de 1y 10 uM. A pesar de que estos resultados no son significativos, dicha leve
tendencia, se encuentran de acuerdo a lo esperado, dado que si se inhiben los SERT, disminuye la se-
rotonina recaptada y por lo tanto, deberia disminuir la serotonina metabolizada a 5-HIAA. En el traba-
jo de Héry et al. (2000), cuyo objetivo fue determinar y comparar las funciones de serotonina en la
regulacion de la unién de los receptores de glucocorticoides en los nucleos del rafe y en el hipocampo,
realizaron cultivos de rafe de embriones de rata en E14. Para verificar que ensus condiciones experi-
mentales pargilina y citalopram producian un aumento en los niveles extracelulares de serotonina,
estos autores cuantificaron los niveles de serotonina y 5-HIAA en el medio luego de30, 60 y 120 minu-
tos de tratamientos con dichos farmacos. Observaron que el efecto maximo de pargilina se observé
después de 120 minutos, con un 380% de aumento en los niveles de serotonina y una disminucion del
70% en los niveles de 5-HIAA, y que luego del tratamiento con citalopram, los niveles de serotonina
aumentaron en 150% a los 30 min y alcanzaron su maximo en 120 min (428%), mientras que los nive-
les de 5-HIAA comenzaron a disminuir significativamente recién a los 120 min (Héry et al. 2000). De
acuerdo a estos datos, pareceria ser necesario un tiempo minimo de 120 minutos para observar modi-
ficaciones en los niveles de 5-HIAA luego del tratamiento con citalopram, lo cual no fue realizado en

nuestros experimentos.

3b.4.Efecto de Nortriptilina en los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.
Los niveles de serotonina extracelulares luego del tratamiento agudo con nortriptilina 100 UM mos-

traron un aumento significativo con respecto a los niveles control. A diferencia de lo observado luego
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del tratamiento con citalopram, las dosis de nortriptilina 1 y 10 uM no produjeron cambios significati-
vos en los niveles de serotonina. Asi mismo, los niveles de 5-HIAA no mostraron cambios significativos
con respecto al control ante las diferentes concentraciones ensayadas (Figura). La nortriptilina es un
conocido inhibidor del transportador de noradrenalina (NET), pero también presenta afinidad porel
SERT, aunque es menor que para el NET (Ki para NET es de 3,4 nM, ki para SERT es 161 nM (Zhou
2004). Si comparamos la Ki de la Nortriptilina por el SERT es un orden de magnitud menor que la del
citalopram, lo que esta de acuerdo con las concentraciones de cada droga que mostraron efecto en

aumentar los niveles extracelulares de serotonina en nuestros experimentos.

3b.5.Efecto de clorgilina sobre los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.

Los niveles de serotonina extracelulares luego del tratamiento agudo con el inhibidor de la MAO A,
clorgilina, aumentaron significativamente con respecto a los niveles control, Unicamente con 10 uM,
la dosis mas alta ensayada en nuestras condiciones. Nuestros resultados estan de acuerdo con lo re-
portado por diversos trabajos que demostraron que la inhibiciéon de la MAO A incrementa las concen-
traciones de serotonina en la hendidura sinaptica(Sharp et al. 1997) y afecta el disparo de neuronas
serotoninérgicas en el NDR(Aghajanian et al. 1970; Blier & de Montigny 1985).Se ha propuesto que la
serotonina se acumularia en el citoplasma después de la inhibicidn de la enzima MAO A, aunque pro-
bablemente no estaria disponible para la liberacidn vesicular, sino que podria dejar la neurona por

flujo activo o pasivo a través de la membrana(Finberg & Youdim 1983).

En cuanto a los niveles de 5-HIAA, se observd una disminucién significativa para la dosis de menor y
mayor concentracidn de clorgilina: 0,1 uM y 10 uM, respectivamente. Estos resultados se ajustan a la
accién de un inhibidor de la enzima MAO A, esto es, impedir la degradacidon de serotonina, y por en-

de, la consiguiente disminucion del producto de degradacién, el 5-HIAA.

3b.6.Efecto de 8-OH-DPAT sobre los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.

Los niveles extracelulares de serotonina luego del tratamiento con 8-OH-DPAT, agonista de los recep-
tores 5-HT1A, a las concentraciones de 0,001 uM y 0,1 uM mostraron una disminucidn significativa en
comparacion con los niveles control. En cambio, los niveles extracelulares de 5-HIAA no mostraron
cambios significativos con respecto a los valores control. Dichos resultados estan de acuerdo con tra-
bajos anterioresrealizados en cultivos primarios de rafe dorsal en E14, a pesar de que las condiciones
de los cultivos difirieron, indicaron que el tratamiento con 8-OH-DPAT a las concentraciones de 0,001
UM, 0,01 uM y 0,1 uM, produjeron una disminucién en los niveles de serotonina, comparados con los

controles(Héry et al. 1999).Asimismo Héry et al. (1999), demostraron por primera vez a través del
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tratamiento de dichos cultivos con tetrodotoxina (TTX) (compuesto que bloquea la propagacién del
potencial de accidon desde los somas neuronales a los terminales sinapticos), que los receptores 5-
HT1A estan localizados en el compartimento somatodendritico, mientras que los receptores 5-HT1B
estan localizados en las terminaciones nerviosas de las neuronas embrionarias, tal como se describe
en el cerebro adulto (Héry et al. 1999). Por otra parte, la disminucion de los niveles extracelulares de
serotonina inducida por 8-OH-DPAT, deberia producir una modificacion en los niveles de 5HIAA, dado
gue habria menos serotonina para ser recaptada y degradada. Sin embargo, en nuestras condiciones,
los niveles extracelulares de 5-HIAA no mostraron cambios significativos, como se comenté anterior-

mente podria deberse al tiempo de incubacion con dicha droga.

3b.7.Efecto de WAY 10035 sobre los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.

Los niveles extracelulares de serotonina y 5-HIAA luego del tratamiento con WAY 10035, antagonista
de los receptores 5-HT1A, a todas las dosis ensayadas, no mostraron ningun cambio significativo con
respecto a los valores control. En relacién a los niveles de serotonina, nuestros resultados concuerdan
con los obtenidos previamente envarios trabajos. El tratamiento de cultivos de romboencéfalo de
E14-E15 con WAY-100135 0,01 uM y 1 uM, no tuvieron un efecto significativo en la liberacién es-
pontdnea de serotonina segun Héry el al. (1999) y Birthelmel et al. (2007), respectivamente(Héry et al.
1999; Birthelmer et al. 2006). Los resultados antes mencionados, podrian estar de acuerdo con el tra-
bajo de Johnson et al., 2002, que mediante registros electrofisiolégicos de rodajas de NDR in vitro
estudiaron la auto inhibicidnde los receptores 5-HT1A y determinaron que la serotonina liberada a
velocidades de disparo fisiolégicas, es decir, la liberacidn basal de serotonina enddgena, no activaria a
losreceptores 5-HT1A (Johnson et al. 2002).Nuestros cultivos fueron tratados Unicamente con WAY
100135, sin la adicién de drogas que aumenten la neurotransmision, por consiguiente la serotonina
cuantificada es la serotonina basal, y segun el trabajo antes mencionado, los niveles no alcanzarian a

activar los receptores 5-HT1A.

4. Efecto de la MCH sobre los niveles extracelulares de serotonina y SHIAA.

Los niveles extracelulares tanto de serotonina como de 5-HIAA luego del tratamiento agudo con MCH
no mostraron cambios significativos con respecto a los valores control. Aunque se observa una leve
tendencia a la disminucién de los niveles de serotonina con la dosis de mayor concentracion (1 uM),
esta no resultd significativa debido al alto grado de variabilidad de los datos a todas las dosis ensaya-

das.
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Segun los trabajos mencionados previamente, las neuronas MCHérgicas son generadas entre los esta-
dios E10 y E16 de la vida embrionaria de ratas, con un pico en su génesis alrededor de E13 (Brischoux
et al. 2001). En E14, dichas neuronas, poseen cuerpos celulares de aspecto inmaduro, siendo de pe-
quefio tamafio, con un nucleo voluminoso y un anillo delgado de citoplasma alrededor de él
(Brischoux et al. 2001). Las neuronas MCHérgicas presentan diferencias en su génesis en funcién del
blanco de accién de sus fibras, siendo las que proyectan hacia la médula espinal, y probablemente a
sectores posteriores al hipotalamo como los nucleos del rafe, son generadas ya en estadios tempra-
nos como E11, y como se detallé anteriormente, se describié la presencia de dichas fibrasorientadas
caudalmente en el mesencéfalo (Brischoux et al. 2001; Risold et al. 2009). Nuestros resultados mos-
traron mas precisamente la presencia de fibras MCHérgicas en el romboencéfalo rostral de embriones

E14.

Sin embargo, a pesar de que se observe la presencia de fibras MCHérgicas que alcanzan a la zona o a
las neuronas serotoninérgicas, es posible que aun en esa etapa embrionaria, los receptores MCHR-1
no se expresen como receptores funcionales a nivel de dichas neuronas, lo cual estaria en la linea de
los resultados obtenidos en este trabajo al cuantificar el efecto de la MCH en los niveles de serotoni-
na. Diversos estudios realizados con receptores ionotrépicos y metabotrdpicos, han determinado que
el establecimiento de las redes neuronales comienza con axones en crecimiento que reconocen sus
objetivos postsinapticos, formando asi contactos sindpticos. Este proceso se puede dividir en dos fa-
ses distintas: la primera (formacién de sinapsis) comprende el establecimiento de una comunicacién
sinaptica funcional y la segunda fase (maduracién de la sinapsis) comprende la diferenciacién funcio-
nal y morfolégica de las sinapsis; ambas fases requieren una comunicacion estrecha entre elementos
pre y postsinapticos. Cbmo se diferencian los elementos pre y post-sindpticos especificos, como se
generan los contactos sinapticos en el desarrollo y cdmo estas sinapsis se remodelan y mantienen en
el cerebro maduro parece estar en parte mediada por la accidon de receptores de neurotransmisores
(Lujan et al. 2005).En consecuencia, segun dichos estudios, en principio, si las fibras MCHérgicas al-
canzan a las neuronas serotoninérgicas, los receptores estarian presentes en dichas neuronas. Asi-
mismo, aun podria argumentarse que las sinapsis en E14 no estarian maduras, por lo que hacen falta

mas experimentos para determinar la funcionalidad de dichas sinapsis.

Por otra parte, no hay que perder de vista la presencia de las neuronas GABAérgicas en nuestros culti-
vos de romboencéfalo de embriones de rata, las cuales representan mas del 50 % del total de células

presentes en dichos cultivos. Diversos trabajos sugieren que la liberacion de serotonina estd media-
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daen los cultivos de romboencéfalopor los receptores GABA, y GABAg(Becquet et al. 1993). Por tanto,
en nuestros cultivos, GABA ejerceria sus efectos sobre las neuronas serotoninérgicas a través de di-
chos receptores. Ademas, varios trabajos han determinado que el control de GABA sobre el metabo-

lismo de serotonina es de naturaleza ténicaBecquet et al. 1993).

Por otra parte, existen evidencias de que las neuronas GABAérgicas expresan receptores para neu-
ropéptidos en el SNC (Melander et al. 1986), por tanto, podrian expresar receptores para MCH, y de
esta forma, la MCH, también podria actuar sobre las neuronas GABAérgicas, aumentando asi la com-

plejidad de las interacciones sindpticas de nuestro sistema.

Seria de gran importancia poder contar con evidencias morfoldgicas donde puedan observarse lapre-

sencia o ausencia de los MCHR1 en la membrana de las neuronas serotoninérgicas y/o GABAérgicas.
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Conclusiones y perspectivas.

Los resultados obtenidos permiten concluir que:

1)

2)

El cultivo primario presentd un bajo porcentaje de neuronas serotoninérgicas, sin embargo, la
respuesta funcional de las neuronas serotoninérgicas respondié de forma adecuada a los diferen-

tes estimulos y tratamientos.

Se identifico la presencia de una gran cantidad de fibras MCHérgicas en los embriones E14 en el
romboencéfalo, sin embargo la modulacién de las neuronas serotoninérgicas por la MCH no res-
pondié de la forma esperada, ya que el tratamiento de los cultivos con MCH no indujo modifica-
ciones significativas en los niveles de serotonina, aunque se observé una tendencia a la disminu-
cién. Deben realizarse futuros experimentos para modificar las variables en el cultivo que permi-

tan evidenciar dicha modulacion:

Mejorar la riqueza de neuronas serotoninérgicas en nuestras condiciones de cultivo.

Repetir los tratamientos agudos con MCH para disminuir la variabilidad bioldgica observada.
Realizar tratamientos créonicos con MCH, para determinar si es necesario un mayor tiempo de in-
cubacidn para la accién de la MCH en estas neuronas.

Determinar la presencia de los MCHR-1 en las neuronas serotoninérgicas y GABAérgicas, a través
de inmunohistoquimica anti-MCHR1 en cortes sagitales de embriones de rata E14 y en los cultivos
de romboencéfalo.

Realizar tratamientos con MCH y ATC-0175, antagonista especifico de los MCHR-1.

Realizar el tratamiento con un ISRS sumado al antagonista de los MCHR-1, con el objetivo de evi-
denciar un efecto anti-depresivo sumado.

Determinar la presencia de los receptores de GABA en las neuronas serotoninérgicas a través de
inmunohistoquimica anti GABA,y GABAg.

Realizar tratamientos con agonistas y antagonistas del receptor GABA,y GABAg, para determinar
la importancia de la interaccion neuronal entre las neuronas GABAérgicas y las serotoninérgicas y

determinar su participacion en la modulacién de la liberacion de serotonina.
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