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OBJETIVOS DE LA ESTANCIA

El objetivo principal fue la realización de un protocolo experimental de electrofisiología in vivo para caracterizar la formación de LTP en el hipocampo de un modelo murino de sobrexpresión del gen NTRK3, necesario para el desarrollo de mi tesis doctoral.

Como objetivo secundario destaco mi necesidad de adquirir nuevas técnicas sobre electrofisiología que ampliasen mis conocimientos en el campo de la psicobiología experimental.

Y también destaco la importancia de mantener contactos interdepartamentales entre diferentes centros de investigación fuera de Catalunya, para poder compartir experiencias y conocimientos con otros profesionales del ámbito de la neurociencia.

JUSTIFICACIÓN DE LA ESTANCIA

Se ha sugerido que los factores neurotróficos pueden participar en la patofisiología de los trastornos de ansiedad. NTRK3, uno de los miembros de la familia Trk presente en el Locus Coeruleus (LC) y su ligando, neutrotrofina 3 (NT-3), está relacionado con la plasticidad de este núcleo, que esta íntimamente ligado con la patogenia del trastorno de pánico (TP). El síntoma principal de las personas con TP es su incapacidad para identificar correctamente la información relacionada con el miedo. Este efecto podría depender de una alteración en la respuesta de los circuitos del miedo y de una inapropiada hipersensibilidad del sistema noradrenérgico. En una primera serie de experimentos, caracterizamos neuromorfométricamente la amígdala y el hipocampo de un modelo murino de sobrexpresión de NTRK3 mediante técnicas estereológicas. Observamos una tendencia al incremento de la densidad celular en todas las subregiones hipocámpicas del TgNTRK3, siendo significativa sólo en CA3, y también observamos un incremento significativo de la densidad y del número de células en la amígdala basolateral. Para analizar las consecuencias funcionales de estas modificaciones estructurales observadas, usamos dos paradigmas neuroconductuales, el Fear Conditioning (FC) y el Morris Water Maze (MWM). En el FC observamos un incremento significativo en la sensibilidad al miedo contextual y no contextual en el TgNTRK3, 24 horas después del entrenamiento. Además, observamos la persistencia de esta sensibilidad en el TgNTRK3 una semana después del primer test. En el MWM no se observaron diferencias en las latencias de escape durante las sesiones de adquisición. Proponemos que la hipersensibilidad del circuito del miedo en el TP depende de la hipertrofia de regiones clave de ése circuito, como la amígdala basolateral. Asimismo proponemos que el hipocampo está específicamente relacionado con memoria emocional a través de un efecto plástico en el área CA3. La sobrexpresion de NTRK3 produce modificaciones en la estructura y posiblemente en la plasticidad neuronal en circuitos cerebrales relacionados con la respuesta de miedo/ansiedad a través de un efecto de dosis génica. Este efecto trófico podría ser un factor etiopatogenico subyacente a los trastornos de pánico/ansiedad.

Una de las mejores formas de abordar el estudio del aprendizaje es investigar la formación de Long Term Potentiation (LTP) directamente en un animal vivo mediante técnicas de electrofisiología. Estas técnicas permiten evaluar los potenciales eléctricos evocados por el cerebro de un ratón durante el aprendizaje condicionado.

El equipo de la División de Neurociencias de la Facultad de Ciencias Experimentales (Universidad Pablo de Olavide, Sevilla) que lidera el doctor José María Delgado y que dirige la doctora Agnès Gruart tiene el material y la técnica necesaria para llevar a cabo este tipo de experimento satisfactoriamente. Es por este motivo que desde el seno del grupo donde desarrollo mi tesis se decidió que me desplazara al laboratorio de dichos doctores tienen en Sevilla para realizar los experimentos diseñados y adquirir nuevos conocimientos sobre electrofisiología.

METODOLOGÍA

1- Fabricación de electrodos

Fabricamos manualmente los electrodos que posteriormente iban a ser implantados mediante cirugía estereotáxica en los cerebros de los ratones. Los electrodos eran de tungsteno recubierto de teflón. El tungsteno nos otorga una excelente conducción eléctrica. Los electrodos fueron soldados a unas torretas de plástico mediante estaño y fueron chequeadas una a una para asegurar su correcto funcionamiento.

2- Cirugía de implantación

Se implantaron los electrodos mediante cirugía estereotáxica en las siguientes zonas. 2 en el hipocampo, concretamente uno en la zona CA1 para estimular y otro en la zona CA3 para registrar la actividad. Y otros dos más, uno en el párpado para estimular y otro en el músculo orbicular para registrar su actividad. Las torretas se fijaron al cráneo mediante cemento dental. Todo el proceso se realizó bajo el efecto de anestésicos. Media hora después de la intervención, los animales mostraban una actividad normal.

3- Habituación- Condicionamiento- Extinción

Mediante un complejo aparataje, estimulamos y registramos la actividad en el cerebro de un grupo de 12 ratones transgénicos NTRK3 y de 12 ratones controles durante varias sesiones de condicionamiento clásico, basado en el aprendizaje asociativo que se produce en los ratones al presentar un estímulo sonoro seguido de un estímulo eléctrico de baja intensidad en el párpado, que genera un parpadeo. Cuando se había producido el aprendizaje, la presencia de la respuesta condicionada (cerrado de párpado) se producía al presentarse el estímulo condicionado (sonido) sin necesidad de presentarse también el estímulo incondicionado (shock). El protocolo incluyó 5 días de Habituación con la presencia solitaria del sonido, seguido de 10 días de Condicionamiento, con la presencia pareada de los dos estímulos (sonido junto a shock) y finalizó con 5 días de Extinción, con la presencia únicamente del sonido. Se realizaron dos tandas de experimentación con 12 animales en cada una (6 TgNTRK3 y 6 WT). Durante estas sesiones se contabilizó el porcentaje de respuestas condicionadas (cierres de párpado) y además, se realizó por otro lado un registro constante de la actividad cerebral en el hipocampo

RESULTADOS OBTENIDOS

El análisis de las respuestas condicionadas reveló un problema en el aprendizaje en los ratones TgNTRK3. Así como los ratones wild-type llegaron gradualmente a lo largo de las diversas sesiones al 65% de respuestas condicionadas, por lo tanto aprendidas, los TgNTRK3 sin embargo apenas llegaron al 45% de media (Fig 1). 
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Figura 1. En esta figura se puede apreciar el porcentaje de respuestas condicionadas de las dos tandas de ratones durante los diferentes días de experimentación (H: Habituación; C: Condicionamiento; E: Extinción). Los ratones WT siguen un patrón normal de aprendizaje, mientras que los ratones TgNTRK3 siguen un patrón errático de aprendizaje, no llegando al 45% de respuestas condicionadas, siendo este patrón significativamente diferente al de los WT. Los datos están expresados como medias ± S.E.M. *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001.

Por otro lado, el análisis de los potenciales de campo evocados durante el aprendizaje reveló un patrón de activación eléctrico significativamente diferente en los animales TgNTRK3 respecto a sus homólogos controles (Fig 2). 


Figura 2. En esta figura se puede apreciar el porcentaje de potenciación eléctrica de los potenciales de campo de las dos tandas de ratones durante los diferentes días de experimentación (H: Habituación; C: Condicionamiento; E: Extinción). Los ratones WT siguen un patrón normal de potenciación, mientras que los ratones TgNTRK3 siguen un patrón significativamente diferente, aumentado notablemente respecto a los controles. Los datos están expresados como medias ± S.E.M. *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001.

CONCLUSIÓN

Mi estancia en Sevilla ha sido excelente, por una parte por haber logrado satisfacer con creces todos mis objetivos propuestos y por otra parte porque los resultados obtenidos gracias a este exclusivo protocolo experimental han permitido dilucidar algunos aspectos muy importantes para el desarrollo de mi tesis. Debo destacar también que gracias a estos experimentos preliminares he podido establecer un puente entre ambos departamentos (Barcelona-Sevilla) que será sin ninguna duda origen de nuevas futuras colaboraciones.
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