[image: image1.jpg]XII encuentro
Participacif)n dela

o AS ) M
(10 i (Clencla






EFECTO DEL TRATAMIENTO DE FLUOXETINA SOBRE LOS CIRCUITOS 
SEPTO-FRONTALES EN LA RATA WISTAR.
Sánchez-Salcedo José Armando1, Contreras Carlos M1,2, Gutiérrez-García Ana G1,3, Molina-Jiménez Tania1
1Laboratorio de Neurofarmacología, Instituto de Neuroetología, Universidad Veracruzana, jsanchezsalcedo@hotmail.com;  tmolina@uv.mx
2Unidad Periférica Xalapa, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autónoma de México, ccontreras@uv.mx
3 Facultad de Psicología, Universidad Veracruzana, angutierrez@uv.mx
RESUMEN 
La depresión es una enfermedad psiquiátrica altamente discapacitante que a menudo se encuentra en comorbilidad con la ansiedad y conlleva el riesgo de suicidio, teniendo como uno de los síntomas clave la anhedonia o incapacidad para experimentar placer. El tratamiento para la depresión está basado en fármacos con acciones sobre sistemas de neurotransmisión y estructuras cerebrales relacionadas con procesos emocionales como el septum lateral, una estructura implicada en el hedonismo. Con base en hallazgos recientes ha adquirido relevancia la participación de las estructuras del lóbulo frontal, pero se desconoce el efecto de los tratamientos farmacológicos sobre las conexiones septo-frontales. Se utilizaron 17 ratas macho de la cepa Wistar divididos en dos grupos: grupo control (n= 7) y grupo fluoxetina (n= 10; 1mg/Kg, 21 días). Se realizó registro unitario extracelular de neuronas de la corteza prefrontal medial (cíngulo, área prelímbica y área infralímbica) identificadas por su conexión con el núcleo septal lateral. La fluoxetina incrementó la actividad neuronal del cíngulo anterior [F(97,6468)= 38.55, p < 0.001] y la corteza prelímbica [F(97,10094)= 29.36, p < 0.001], acortando la duración de la inhibición de estas regiones corticales. Este efecto no se observó en la corteza infralímbica [F(97,3920)= 065, NS].  Se concluye que el núcleo septal lateral ejerce una acción inhibitoria de larga duración sobre regiones frontales que resulta reducida por acción del tratamiento crónico con el antidepresivo fluoxetina. 

1. Introducción 
La depresión es un trastorno psiquiátrico discapacitante que está altamente relacionado con el suicidio (Yang et al., 2013). El manual diagnóstico y estadístico de trastornos mentales de la American Psychiatric Association (DSM-V) define a un episodio depresivo mayor, como un período de al menos dos semanas durante el que hay un estado de ánimo deprimido o una pérdida de interés o placer en casi todas las actividades. Este síndrome se caracteriza por síntomas somáticos como la pérdida o aumento de peso, anorexia, fatiga e insomnio; síntomas fisiológicos como la activación del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal y síntomas emocionales como baja autoestima, desesperanza, ansiedad, anhedonia; notablemente, en cerca de un tercio de los pacientes ocurre ideación e intento suicida (American Psychiatric Association, 2013). Esta enfermedad es uno de los trastornos psiquiátricos con mayor prevalencia, afectando cerca de 121 millones de personas a nivel mundial. Es una de las causas principales de discapacidad generalizada, al producir aislamiento de las actividades propias del individuo y muertes prematuras (Korte et al., 2015). En los últimos años, la terapéutica de la depresión se ha basado en los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina, conocidos por ejercer efectos del tipo antidepresivo mediante el aumento de la disponibilidad sináptica de serotonina (Jang et al., 2009). Particularmente, la fluoxetina se ha 
convertido en el fármaco de primera línea para el tratamiento de trastornos del estado de ánimo. Este fármaco es un inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina (ISRS), más no de otras catecolaminas. Sin embargo, para que sean evidentes los efectos clínicos, la fluoxetina tiene que ser administrada por varias semanas, sugiriendo la intervención de cambios adaptativos en la neurotransmisión (Castro et al., 2003; Freo et al., 2000). La acción crónica de fluoxetina y de otros ISRS dependen de su capacidad para desensibilizar los autoreceptores somatodendríticos de serotonina, aunque otras acciones de la fluoxetina permanecen desconocidas (Freo at al., 2000). El trastorno depresivo mayor involucra disfunciones en una red de estructuras cerebrales. Con base en estudios de imagenología cerebral en humanos, al parecer esta red incluye regiones como la corteza prefrontal, el hipocampo, hipotálamo, el núcleo accumbens y la amígdala (Scopinho et al., 2010; Chang et al., 2014). 
En estudios recientes también se incluye a la corteza prefrontal medial y orbitofrontal como estructuras involucradas en la etiología de la depresión, especialmente la corteza ventromedial debido a sus proyecciones hacia áreas límbicas como la amígdala y el hipocampo, las cuales se han involucrado en el control de las emociones (Chang et al., 2014). Diversos fármacos antidepresivos producen un aumento en la tasa de disparo del núcleo septal lateral de la rata (Contreras et al., 1989), en efecto, los ISRS como la fluoxetina, aumentan la tasa de disparo en el núcleo septal lateral después de 21 días de tratamiento (Contreras et al., 2001). En este sentido, el núcleo septal es una estructura límbica anatómicamente relacionada con la depresión y la ansiedad y su actividad neuronal disminuye después de diversas situaciones de estrés, mientras que diversos estímulos positivos, motivacionales y hedónicos la aumentan (Contreras et al., 1989; Contreras et al., 2004). Al estar relacionado con aspectos motivacionales de la conducta, el aumento de la tasa de disparo del núcleo septal podría estar asociado a un aumento en la motivación del animal por escapar del estímulo estresante, de tal forma que es de esperarse que una tasa de disparo disminuida esté relacionada con la desesperanza, otro síntoma típico de la depresión (Contreras et al., 2004). Por otro lado, la corteza prefrontal ventromedial de la rata es un homólogo de la corteza cingulada subgenual del humano debido a sus proyecciones hacía las áreas límbicas relacionadas con el control de las emociones (Chang et al., 2014). A su vez, cada una de estas subregiones de la corteza prefrontal contribuye al procesamiento de las conductas emocionales y motivacionales (Morgane et al., 2005). Algunos estudios de imagen funcional, lesiones y estimulación cerebral han implicado a la corteza prefrontal en el desarrollo de la depresión (Yang et al., 2013). En pacientes deprimidos algunas subregiones de la corteza prefrontal muestran cambios relevantes como el aumento del flujo sanguíneo cerebral y el incremento del metabolismo de glucosa comparados con controles sanos (Chang et al., 2014). Asimismo, la corteza prefrontal ventromedial parece estar involucrada en la generación de emociones negativas en conjunto con la sustancia gris periacueductal y el hipotálamo (Scopinho et al., 2010). A su vez, la corteza prefrontal dorsolateral,  parece estar relacionada con el procesamiento emocional. En cualquier caso, los resultados de estos estudios, proporcionan evidencia acerca del papel crítico de la corteza prefrontal dorsolateral y la ventromedial en la fisiopatología de la depresión, en conjunto con corteza del cíngulo anterior (Scopinho et al., 2010).
3. material y método
Sujetos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de tres a cuatro meses de edad, con un peso promedio de 300-400 g, las cuales fueron colocadas en cajas de acrílico transparentes con medidas de 45 x 33 x 30 cm que contenían una cama de 5 cm de aserrín. Los animales se mantuvieron en un bioterio a temperatura ambiente (25 ºC) y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 x 12 horas (7:00 am a 7:00 pm) con agua y alimento ad libitum. La manipulación de los sujetos experimentales siguió 

estrictamente los acuerdos establecidos en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999) y los lineamientos del Comité de Ética del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.
Fármacos
Se utilizó como vehículo una solución de cloruro de sodio al 0.9% en la cual se disolvió el clorhidrato de fluoxetina (Sigma-Aldrich Co. PO St. Louis, MO USA) para posteriormente administrarla vía intraperitoneal a una dosis de 0.5 mg/rata cada 24 horas durante 21 días. 

Grupos experimentales

Se utilizaron ratas macho asignadas aleatoriamente en dos grupos experimentales: el grupo control (n= 7) fue sometido a registro extracelular unitario previa habituación al bioterio, mientras que el grupo de tratamiento con fluoxetina (n= 10) fue sometido al mismo registro posterior a la administración crónica de fluoxetina durante 21 días. 

Cirugía estereotáxica

Las ratas fueron anestesiadas con etil carbamato (Uretano 1g/kg i.p., Sigma chemicals Co. MO) una sustancia que ha demostrado tener efectos anestésicos sin afectar la actividad neuronal (Contreras et al., 1991). Posteriormente, las ratas fueron fijadas en un aparato estereotáxico (Stoelting, World Dale, Illinois, USA), donde se seccionó la piel con la finalidad de exponer el cráneo y poder visualizar la sutura de bregma a partir de la cual se realizaron los trépanos según las coordenadas estereotáxicas (Paxinos y Watson, 1998). 
Micripipetas de registro

Las micropipetas para el registro unitario extracelular fueron elaboradas con tubos capilares de borosilicato (FHC, Main ST Bowdoin ME 04287 USA) de 100 mm de largo con un diámetro externo de 1.2 mm e interno de 0.9 mm. Posteriormente los capilares fueron colocados en el estirador de pipetas (Micro electrode puller, 512117) para obtener dos micropipetas con puntas de abertura de 1 a 2 micras con una resistencia de 10-30 mΩ. Las pipetas fueron llenadas mediante capilaridad con una solución conductora de Azul de Pontamina (Chicago Sky Blue, Sigma chemicals Co. MO) como colorante (4%) en una solución de KCL (1M). El electrodo de registro se descendió hacia las coordenadas estereotáxicas de las cortezas frontales (AP= 3.2 mm, L= -0.6 mm; corteza del cíngulo anterior de -1.000 a 1-2.100; corteza prelímbica de -2.1000 a -3.750 y la corteza infralímbica de -3.750 a -5.000), de acuerdo a las coordenadas del atlas estereotáxico de Paxinos y Watson (1998).
Electrodo de estimulación

Los electrodos bipolares concéntricos para estimulación fueron construidos a partir de un alambre de teflón insertado en una cánula de acero inoxidable. Una vez construido, fueron aislados con resina epoxi. El diámetro de los electrodos fue de 0.01mm (+) y 0.2mm (-) respectivamente, con una resistencia de 100 mΩ. Para estimular el núcleo septal lateral, el electrodo bipolar se conectó a 
un estimulador (GRASS S88, Quince MA, USA) acoplado en serie a una unidad de aislamiento (GRASS SIU 5ª, Quince MA, USA). El electrodo bipolar, concéntrico, de acero inoxidable empleado para la estimulación eléctrica, se descendió hacia las coordenadas estereotáxicas del núcleo septal lateral (AP= 0.3 mm, L= -0.4 mm), de acuerdo a las coordenadas del atlas estereotáxico de Paxinos y Watson (1998).
Estudio electrofisiológico 
Para el registro unitario extracelular de las tres regiones de la corteza prefrontal, se conectó la micropipeta a un preamplificador GRASS 7P511 (Quince, Massachussets, USA) cuya salida se conectó en paralelo a un osciloscopio Tektronix TDS3052B (modelo 5111ª, Tektronix, Beaverton, OR, USA), a un sistema de audio para monitorizar el registro y a un estimulador GRASS S88 (Quince, MA, USA) que convierte la señal en pulsos cuadrados de amplitud y duración constante (4 V a 0.6 ms). La señal fue enviada a la interfase (CED MICRO 1401, Cambridge Electronic Desing) y transformada a una imagen digital que se almacenó en el programa Spike2 para su posterior análisis. 
Control histológico
Posteriormente al registro y después de una dosis letal de pentobarbital sódico (60 mg/kg, Anestesal, Veterinary Use, Pfizer, S.A., México) los animales fueron perfundidos vía intracardiaca con 50 ml de solución salina al 0.9% y 50 ml de formaldehído al 30%, respectivamente. Finalmente se extrajeron los cerebros y se colocaron en 30 ml de formaldehído por 48 horas para posteriormente ser cambiadas a sacarosa al 10% por 24 horas antes de la realización de los cortes. Con el uso de un micrótomo (Criostato Leica CN 1510S) los cerebros fueron congelados a 20 ºC y cortados a 40 micras para ser teñidos con la técnica de Nissl.

Análisis estadístico
Los datos obtenidos con Spike2 fueron los histogramas periestímulo, los cuales son una representación gráfica del efecto que tuvo la estimulación del núcleo septal lateral sobre las regiones de la corteza prefrontal medial. Se obtuvieron histogramas periestímulo en base 1000 ms para cada una de las regiones de las cortezas registradas. Para ello, se obtuvo el valor de la frecuencia de disparo de cada célula cortical durante 60 estímulos eléctricos aplicados al núcleo septal lateral durante 3 minutos. Se obtuvieron histogramas periestímulo de todas las neuronas registradas, para cada subregión de la corteza prefrontal registrada. Los datos fueron analizados con el paquete estadístico SigmaPlot versión 10.0 mediante una ANOVA de 1 vía para cada una de las estructuras (cíngulo, prelímbica e infralímbica) teniendo como único factor de comparación al tratamiento (control y fluoxetina). 
4. RESULTADOS

La estimulación eléctrica del septum lateral produjo cambios detectables en la actividad neuronal de las tres estructuras de la corteza prefrontal medial estudiadas (cíngulo anterior, corteza prelímbica e infralímbica), en las que predominó un efecto inhibitorio distinguible para cada región cortical analizada en animales intactos. 
El ANOVA de una vía para el análisis de cada una de las subregiones registradas indicó que la fluoxetina incrementó la actividad neuronal del cíngulo anterior [F(97,6468)= 38.55, p < 0.001] y de la corteza prelímbica [F(97,10094)= 29.36, p < 0.001], acortando la duración de la inhibición de estas regiones corticales en comparación con el grupo control. El tratamiento crónico con fluoxetina no modificó la actividad neuronal de la corteza infralímbica [F(97,3920)= 0.65, NS].  

5. CONCLUSIONES
El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto que la administración crónica por 21 días de fluoxetina tiene sobre la actividad neuronal de la corteza prefrontal medial ante la estimulación eléctrica del núcleo septal lateral. Los resultados preliminares indicaron que la estimulación eléctrica del septum lateral produce cambios en la actividad neuronal de la corteza prefrontal medial (cíngulo anterior, corteza prelímbica e infralímbica), en las que predomina un efecto inhibitorio y que el tratamiento crónico con fluoxetina disminuye este efecto inhibitorio, pero solo en la corteza del cíngulo anterior y prelímbica. Todo ello en conjunto sugiere que es posible que las 
disfunciones descritas en las áreas prefrontales y en el giro del cíngulo en el humano propicien el desarrollo de trastornos emocionales relacionados con el estrés, como la depresión (Scopinho et al., 2010) y que siendo la fluoxetina un fármaco eficaz en el tratamiento del trastorno depresivo, se podría a través de este modelo electrofisiológico dilucidar los substratos neurobiológicos que pudieran estar involucrados en la fisiopatología de los trastornos afectivos. 
*Agradecimiento: Beca CONACyT de posgrado para SSJA 337256.
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