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Resumen

El estrés es un concepto relacionado con las respuestas biolégicas
asociadas a la capacidad de adaptacion que tiene el organismo frente a cambios
ambientales llamados estresores. El principal sistema neuroendocrino de la
respuesta al estrés es el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA), en situaciones
estresantes este sistema se activa. Por otro lado, cuando los animales se adaptan
al estresor, el sistema endocanabinoide (eCB) suscita una disminucion de la
actividad del eje HPA.

El estrés cronico es ansiogénico y deteriora la memoria de las ratas. Estas
alteraciones conductuales se correlacionan con un aumento de la sintesis de
eCBs respecto a animales controles. En esta tesis se plantea la hipotesis de que
el tratamiento con un inhibidor del receptor tipo 1 de eCB (CB;) tiene un efecto
antiestrés en las ratas estresadas. Los animales fueron estresados cronicamente
usando un modelo de restriccion de movimiento, y se evaluaron los dos principales
marcadores fisiologicos del estrés, el nivel plasmatico de corticosterona y la
ganancia en peso. En este sentido, a nivel conductual se cuantifico la ansiedad, el
aprendizaje y la memoria en el paradigma conductual laberinto acuatico de Morris
(MWM). Nuestros resultados muestran que el tratamiento con AM251, un
antagonista de receptor CB;, disminuyo la ansiedad y la concentracion plasmatica
de corticosterona en las ratas estresadas. Ademas, AM251 mejoré el deterioro que
induce el estrés crénico en el aprendizaje y la memoria. Estos resultados muestran
gue un antagonista de receptor CB; tiene un potente efecto antiestrés en las ratas
estresadas cronicamente. Este estudio preclinico entrega informacion muy
relevante sobre la neurobiologia de la interaccion entre el estrés y el sistema
endocanabinoide, la cual podria servir de base para desarrollar mejores

tratamientos para los trastornos de ansiedad y depresivos.



Marco teodrico.
Estrés.

El estrés es una reaccion bioldgica compleja que favorece la adaptacion en
todos los animales cuando son amenazados por estimulos del medio ambiente
llamadas estresores (Selye, H, 1936, 1956). Las respuestas al estrés son de tipo
neuroendocrina y conductual. Ambas estan mediadas por la activacion del eje HPA
y el aumento de los niveles plasmaticos de glucocorticoides (Dagnino-Subiabre,
2013). En el caso de las ratas Sprague Dawley el principal glucocorticoide es la
corticosterona y en primates es el cortisol.

El eje HPA es capaz de coordinar la actividad de varios sistemas fisiolégicos
periféricos a través de la liberacion de corticosterona y de catecolaminas desde las
glandulas adrenales (Pérez MA et al., 2013). Ante la presencia de un estresor los
animales responden aumentado la actividad neuronal en el complejo amigdaloide.
Las aferencias glutamatérgicas que llegan al ndcleo paraventricular (NPV) del en
el hipotalamo inducen la liberacion del factor liberador de corticotropina desde el
NPV hacia la adenohipdfisis. Esto estimula la liberacion de la hormona
adrenocorticotropica hacia la circulacion sistémica, la cual estimula la sintesis de
glucocorticoides desde la corteza de las glandulas suprarrenales y de
catecolaminas desde la médula adrenal (Smith SM et al., 2006; Herman JP et al.,
2013), (Esquema 1). Los glucocorticoides activan la glucogenolisis aumentando la
glicemia, mientras que las catecolaminas aumentan la frecuencia cardiaca
ayudando a movilizar la glucosa hacia los musculos estriados para desarrollar las
respuestas conductuales al estrés, la lucha y el escape (Esquema 1). Esta
respuesta adaptativa a los estresores es conocida como eustrés o estrés positivo
(McEwen BS et al., 1992). Sin embargo, cuando el estrés se prolonga en el tiempo
y se vuelve incontrolable se convierte en un factor de riesgo importante para el
desarrollo de enfermedades cronicas con alto impacto social y econémico en el
mundo, tales como los trastornos depresivos y ansiosos (Tafet GE et al., 2003).

Este tipo de estrés es conocido como distrés o estrés cronico.



Interacciones entre el Sistema Endocanabinoides y el eje HPA.

Los endocanabinoides (eCBs) son moléculas de naturaleza lipidica las
cuales tienen funciones esenciales en el sistema nervioso central (DiPatrizio NV et
al., 2012). En este sentido, los eCBs mas abundantes en el sistema nervioso son
el N-araquidonoiletanolamina (anandamida) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG)
(Kano M et al., 2009). Puesto que la actividad neuronal es un potente estimulo
para la liberacion de los eCBs, se ha demostrado que los eCBs actian como
mensajeros retrégrados, regulando la transmision sinaptica a través del receptor
tipo 1 de eCB (CB;) (Heifets BD y Castillo PE, 2009). A nivel postsinaptico la
activacion del receptor metabotrépico tipo | de glutamato (mGlu;) genera una
cascada intracelular que promueve la formacién de 2-AG mediado por la enzima
lipasa diacilglicerol (DGL) a partir de fosfatidilinositol (PI) (Heifets BD y Castillo PE,
2009). Por otro lado, el aumento de Ca?* intracelular contribuye a la movilizacion
de eCBs, este aumento puede depender de la entrada de Ca®" de canales
dependientes de voltaje o receptores NMDA (NMDA-R) o desde la liberacion del
reticulo endoplasmatico (RE), activando cascadas intracelulares que permiten la
liberacion de 2-AG (Heifets BD y Castillo PE, 2009). El 2-AG viaja retrogradamente
al terminal presinaptico y se une al receptor CB; (Heifets BD y Castillo PE, 2009).
La activacion de este receptor induce una cascada de transduccion de sefales
gue termina con la inhibicién de la liberacion del neurotransmisor (Gorzalka BB et
al., 2008), (Esquema 1). El receptor CB; se expresa en neuronas glutamatérgicas
y GABAérgicas dependiendo del area del cerebro, por ejemplo, en el hipocampo y
la amigdala se expresa mayoritariamente en neuronas GABAEérgicas mientras que
en la neocorteza se expresa en ambos tipos neuronales (Hill EL et al., 2007; Di S
et al 2003; Ziegler CG et al., 2010).

En el hipotalamo los eCBs funcionan como un sistema de retroalimentacion
negativo del eje HPA (Ishac EJ et al., 1996). El estrés aumenta la actividad del eje
HPA, luego de la lucha o el escape los eCBs disminuyen la actividad del eje HPA,
favoreciendo el retorno a la homeostasis y la adaptacion al medio. Durante las
respuestas al estrés, a nivel molecular, el aumento de actividad en las neuronas

glutamatérgicas ubicadas en el NPV aumenta la formacién de 2-AG (Ishac EJ et



al., 1996). Los receptores CB1 se expresan en las neuronas glutamatérgicas del
NPV y al activarse disminuyen la actividad neuronal en el hipotalamo favoreciendo
la disminucion de la actividad del eje HPA. En este sentido, se plantea la hipétesis
de que al activarse los receptores de glucocorticoides (GR) ubicados en la
membrana plasmatica mediado por la corticosterona aumenta la liberacion de 2-
AG lo cual favorece la disminucion de la actividad del eje HPA (Keller-Wood ME et
al., 1984; Tasker JG et al., 2006; Rademacher DJ et al., 2008).

Estrés (+) eCB (-)

Hipotalamo
z

S ¥ *e* .. GLUTAMATO
e} o . e

kY NMDA-R
J‘v \ ‘\
) A 1 4 Glandula
’ Suprarrenal
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Cortisol Catecolaminas

Esquema 1. Interaccion entre el eje HPA y el sistema eCBs en condiciones no

patolégicas. Los estresores activan el eje HPA mientras que los eCBs lo

disminuyen a través del GR.



Efecto del Estrés Crénico y el Sistema Endocanabinoide.

El estrés crénico afecta la interaccion del sistema eCBs y el eje HPA, en
consecuencia genera una menor adaptacion a los estresores. En la amigdala las
ratas estresadas presentan bajas concentraciones de anandamida y altos niveles
de 2-AG (Wamsteeker Jl et al., 2010; Hill MN et al., 2008). Esta evidencia sugiere
que el estrés cronico induce una disminucion de la inhibiciébn en la amigdala, lo
gue favorece el aumento de la actividad excitatoria en ratas estresadas. Como
resultado de estas alteraciones aumentaria la actividad neuronal en la amigdala
extendida o bed nucleus of the stria terminalis (BNST) y en el NPV, favoreciendo
un aumento de la ansiedad y un aumento de la actividad del eje HPA
respectivamente. En concordancia con estos argumentos, es posible que el uso de
un antagonista del receptor CB;, como AM251, pueda tener un efecto terapéutico

en los animales estresados.

Conducta Ansiosa.

La ansiedad es una reaccion adaptativa inducida en todos los animales
cuando se enfrentan a un potencial peligro o demanda. Asi, la ansiedad tiene un
papel biolégico-adaptativo y es muy conservada en la evolucion (Ohl F et al.,
2008). Niveles excesivos 0 patologicos de ansiedad inducen respuestas no
adaptativas (Ohl F et al., 2008). EI complejo amigdaloide y el BNST regulan la
conducta ansiosa (Davis M et al., 2010). El estrés cronico induce hipertrofia
dendritica en la amigdala lo cual se asocia a un aumento de la ansiedad en las
ratas estresadas (Vyas A et al., 2002, 2003, 2004).

Memoria y Estrés cronico.

La memoria es la capacidad que tiene el cerebro de almacenar y evocar
informacion contextual y emocional. Las memorias tienen 3 etapas: adquisicion o
aprendizaje, consolidacion y reconsolidaciéon, cada una de estas etapas esta
asociada a diferentes procesos celulares, por ejemplo, las memorias adquiridas y
gue son de corto plazo involucran la activacion de receptores NMDA, mientras que

cuando la memoria se consolida involucra la sintesis de proteinas (Phelps y



Leroux, 2005). Una memoria consolidada puede evocarse y volverse labil y
susceptible a ser modificada por el ambiente, este proceso es conocido como
reconsolidacién (Phelps y Leroux, 2005).

Las memorias de tipo contextuales son reguladas por el hipocampo (Shafe
et al., 2001). El estrés cronico induce retraccion dendritica en el hipocampo y

deteriora la memoria contextual en los roedores (Conrad DC, 2010).

Planteamiento del problema.

El estrés crénico afecta la ansiedad, el aprendizaje y la memoria de los
animales. Estas alteraciones se relacionan con el desarrollo de los trastornos
depresivos y ansiosos. Por esta razon se han desarrollado modelos animales de
experimentacion para desarrollar tratamientos que prevengan y/o mejoren los
trastornos que puede producir el estrés cronico. En este contexto, es muy
importante estudiar si el tratamiento con AM251 puede prevenir las alteraciones

gue induce el estrés cronico.

Hipotesis.
“El tratamiento con AM251, un antagonista de receptor CB;, tiene un efecto

antiestrés en ratas Sprague Dawley sometidas a estrés crénico”.

Objetivo general.

e Determinar el efecto antiestrés de AM251 en ratas Sprague Dawley

estresadas.

Objetivos especificos.
Cuantificar en los grupos experimentales (Control, Vehiculo, AM251, Estrés,
Vehiculo + Estrésy AM251 + Estrés):
1. Actividad locomotora.
2. Marcadores fisiologicos del estrés: ganancia de peso y niveles séricos de
corticosterona.

3. Marcadores conductuales: ansiedad, aprendizaje y consolidacién de la



memoria espacial en el laberinto acuéatico de Morris.
4. Analizar la expresién del RNA de CB; en el hipocampo de ratas estresadas

a través de PCR.

Materiales y Métodos.

1.- Animales de experimentacion.

Se usaran ratas Sprague Dawley machos de 21 dias y de aproximadamente
200 (g) al inicio de los experimentos. Estos animales se mantendran en grupos de
tres en cajas de acrilico transparente de 20 x 20 x 40 cm, con un ciclo circadiano
de 12 hrs de luz y 12 hrs de oscuridad (luz encendida a las 08:00 AM), en una
habitacion con temperatura y humedad controlada (20 + 1 °C, 55 %). El laboratorio
donde se llevaran a cabo los experimentos estara aislado de ruidos ambientales
externos. Los animales tendran libre acceso a comida y agua, estos seran
pesados diariamente con una balanza digital (modelo WLC2/A1, Radwag,
Polonia). Todos los animales seran alimentados ad libitum con un alimento
comercial de la marca LabDiet® (Prolab RMH 3000, MO, USA).

Todos los experimentos y la manipulacion de los animales se realizaron de
acuerdo al protocolo ético establecido por el “National Institutes of Health” (USA) y
aprobado por el comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso. Se realizaron los maximos esfuerzos para minimizar el nimero de
animales que se usaron en cada grupo experimental y su sufrimiento durante el
proceso. Proyectos Fondecyt N° 1100413 y 1141276 (Prof. Dr. Alexies Dagnino
Subiabre).

2.- Disefio Experimental

Se utilizaron dos grupos experimentales, no estresados (unstressed) y
estresados (stressed). Cada uno de estos grupos fue subdividido en 3 subgrupos:
control, vehiculo (los animales fueron inyectados (i.p.) diariamente durante el
protocolo de estrés con suero fisiologico mas etanol 25 mM en un volumen final de
800 pL), AM251 (los animales fueron inyectados con 0.3 mg/kg/dia de AM251). Se

10



utilizaron diferentes grupos de ratas para los experimentos conductuales, ELISAy

de biologia molecular. En cada uno de estos se usaron 6 animales.

Exp. 4 Exp. 3
Biologia Extracciéon
~ Molecular Plasma

Dias 0 21 42 63 64 65 67 68

Post-natales Destete i Estrés crénico : Water maze :
: i i (aprendizaje) : _°
: Exp.1 ° (ap je) ! Exp. 2
Open Memoria
Field Ansiedad

Esquema 1. Disefio experimental.

En el dia 21 post natal ocurrira el destete, aqui las crias pueden alimentarse
independientemente y seran separadas de la madre para formar los grupos
experimentales. Todos los animales seran pesados diariamente hasta finalizar
cada uno de los experimentos.

En el dia 42 las ratas pesaron aproximadamente 200 g, aquellos animales
gue formaron los grupos estrés fueron estresados por restriccion de movimiento
durante 21 dias consecutivos (6 horas/dia). Los animales que se usaron en los
experimentos N° 3 y 4 fueron eutanasiados en el dia post natal 64 y 68 bajo
anestesia profunda usando isofluorano. Los experimentos N° 1 (Open Field) y 2
(MWM) se realizaron entre los dias 64 y 67. Posteriormente fueron eutanasiadas

bajo el mismo protocolo que los experimentos N° 3y 4.

3.- Experimento N° 1.
Actividad Locomotora (Campo abierto u Open Field).

Veinticuatro horas después de la Ultima sesién de estrés se midio la
actividad locomotora en los grupos experimentales. Es muy importante medir la
actividad locomotora antes de aplicar otros paradigmas conductuales ya que si la
rata presenta alteraciones locomotoras, estas pueden inducir la aparicion de falsos

positivos 0 negativos en el analisis de otras pruebas. La actividad locomotora fue
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medida a través de la distancia recorrida y la velocidad media que presentan los
animales en el paradigma open field. Esta prueba fue realizada ubicando cada rata
en el centro de una caja de acrilico negro (70x70x40 cm) dividida virtualmente en
16 grillas iguales usando el programa ANY-Maze (Stoelting Co., Illinois, USA). La
rata pudo explorar durante 5 minutos el laberinto y fue grabada usando una
camara IP (VIVOTEK, Sunnyvale CA, USA). Los videos fueron obtenidos con el
programa Nuuo (Nuuo, Taipei, Taiwan). La iluminacién fue de 300 + 20 lux en el
centro. Los siguientes parametros fueron medidos con el programa ANY-Maze:
locomocién distancia total recorrida, velocidad media (m/s) y tiempo en el centro

(s). El laberinto ser& limpiado cada vez con una solucion de etanol al 5 %.

—70 [cm]

70 [cm] 8

Esquema 3. Esquema del paradigma conductual para medir actividad locomotora.

4.- Experimento N° 2.
El paradigma conductual Laberinto Acuatico de Morris.

Consiste en un contexto formado por una piscina circular de 180 cm de
diametro y 51 cm de alto, el agua fue opacada con tempera negra no toxica y llena
hasta los 31 cm de alto y a una temperatura de 19° C. En su interior se ubic6 una
plataforma de 13 cm de diametro que se encuentra sumergida 2 cm bajo el nivel
del agua. Esta plataforma fue la Unica via de escape de la rata. En las paredes
gue rodearon la piscina se ubicaron figuras geométricas de alto contraste
(cuadrado, circulo, tridngulo, lineas verticales) que funcionaron como claves

espaciales que facilitaron la ubicacion del animal durante el nado hacia la
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plataforma. La piscina fue iluminada entre 90 y 100 lux en el centro y 125 lux en
las figuras geomeétricas. Cada ensayo fue grabado con una webcam (Genius,
WideCam 1050) adosada al techo de la habitacion.

En la fase de adquisicidn o aprendizaje el animal tuvo que asociar las pistas
espaciales con la ubicacion de la plataforma sumergida para lograr llegar a un
lugar mas seguro (Morris, Garrud et al. 1982). El animal a medida que aprendio es
capaz de realizar la prueba en un menor tiempo, incluso si es colocado en
diferentes puntos de partida. Para evaluar consolidacién de la memoria se realizé
una prueba en la que se introdujo al animal en la piscina, pero esta vez sin
plataforma (Probe Trial o prueba final). En este caso, se espera que si la memoria
se consolidd, entonces el animal pasé mas tiempo explorando la zona en la que
estuvo la plataforma. El protocolo de aprendizaje y consolidacion utilizado consta
de cuatro partes fundamentales:

Habituacion: Las ratas fueron llevadas en sus jaulas a la habitacion en las
qgue se realizo el entrenamiento en el Laberinto Acuatico de Morris. Luego de 10
minutos, los animales fueron devueltos al bioterio.

Entrenamiento: Se realizé en 3 dias, en cada dia se realizaron 4 ensayos
de entrenamiento. En cada ensayo el animal fue introducido suavemente en el
agua, en algun punto de la piscina previamente determinado. Se utilizaron los
puntos cardinales norte, noroeste, noreste, y sureste, estando fija la plataforma en
el centro del cuadrante sur. A la rata se le permitié explorar la piscina durante 60
segundos, durante este tiempo el animal debi6é encontrar la plataforma. Si la rata
no encuentra la plataforma en este tiempo, se le guid hasta la plataforma y
permanecio en ella durante 15 segundos. Si la rata encuentra la plataforma en un
tiempo menor a 60 segundos, se la dejé permanecer alli por 45 segundos. Luego
la rata fue retirada de la piscina, secada y puesta en una caja calefaccionada (22°
C aproximadamente) donde permanecido 10 minutos hasta el siguiente ensayo.
Una vez terminados los 4 ensayos del dia, la rata fue devuelta al bioterio.

Consolidacion de la Memoria: Un dia después de finalizado el
entrenamiento se aplicé un ensayo pero sin la plataforma (Probe Trial). Cada rata

fue depositada en el cuadrante opuesto al cuadrante donde estuvo originalmente
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la plataforma. La ansiedad fue evaluada a través de la conducta de tigmotaxis en
la piscina durante el probe trial.
Pistas Visuales

O Plataforma O

Dia2 Dia3
Adquisicion

@)

Prueba final
Consolidacion

Esquema 4. Esquema del paradigma conductual Laberinto acuatico de Morris
(Jonathan Kipnis, et al., 2012).

6.- Experimento N° 3.

Se us6 un nuevo set de animales, cada grupo experimental tuvo 6 ratas.
Los animales fueron sometidos a un estrés agudo nuevo (nadar en un MWM a 19
° C) para estimular el eje HPA, Después de 60 segundos de nado estos fueron
anestesiados con isofluorano (Pérez et al.,, 2013). Luego se obtuvo 1 mL de
sangre desde la auricula izquierda y se recolectdé en tubos heparinizados. Las
muestras fueron centrifugadas (Modelo: # MiniSpin Plus: Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemania) a 10.000 rpm por 20 minutos a 4° C. El plasma fue
congelado a -80° C y después analizado. La corticosterona se determiné usando

un Kit de inmunoensayo (BioAssay corticosterona, Catalog. #C7903-30,
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Swampscott, MA, USA). Los valores de densidad 6ptica se midieron a una longitud
de onda de 450 nm utilizando un lector de microplaca (Tecan GENios, Tecan
Group Ltd., Suiza). Las muestras se diluyeron 01:10 y los valores finales se
represaron en ng/mL. Limite de deteccién: 340 to 399 nm: 0 a 3.0 OD, 400 a 750
nm: 0 a 4.0 OD. Precision: 0.0 a 2.0 OD/492 nm: mejor que £ (0.5% + 0.005 OD);
2.0 a 3.0 OD/492 nm: mejor que % (1.0% + 0.005 OD).

Experimento N° 4.

Se us6 un nuevo set de animales para el experimento de biologia molecular
(6 ratas en cada grupo experimental).

Microdiseccién: Los animales fueron anestesiados con isofluorano y luego
eutanasiados. Luego los animales fueron perfundidos con suero fisiolégico estéril
(NaCl al 0,9 %) y decapitados. El cerebro se extrajo y se realizd una
microdiseccion para extraer el hipocampo.

Protocolo Extraccidén Total de RNA: el tejido se lisé con 175 uL de buffer
de lisis proveniente del kit de extraccién de RNA de Promega®. Luego se agregé
350 uL de buffer de dilucion a los 175 L de lisado. Se mezcld por inversion y se
pipeted cuidadosamente. A continuacion se incubo6 en un bafio termorregulado a
70° C por tres minutos. Después se centrifugo a 14.000 rpm por 10 minutos, para
luego transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1500 pL.

Protocolo Purificaciéon del RNA: Al sobrenadante anterior se agregaron
200 pL de etanol al 95 %, luego se mezcld por pipeteo y después se transfirio la
mezcla a una columna de elucion y se centrifugd a 14.000 rpm por 1 minuto. El
eluato se elimind. Después se puso la columna dentro de un tubo eppendorf nuevo
de 1500 uL y se agregaron 600 uL de RNA Wash Solution. Luego se centrifugo
nuevamente a 14.000 rpm por 1 minuto.

Preparacion del DNAI. Se mezcl6 en cada columna:

e 40 uL de Yelow Core Buffer.
e 5uL 0,09 M MnCl,
e 5uLDNAI

La mezcla se mantuvo en hielo. Luego se agregaron 50 uL de esta mezcla
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a la membrana de la columna y se encubd por 15 minutos a 20 -25° C. Después
se agregaron 200 uyL de DNase Stop Solution a la columna y se centrifug6 a
14.000 rpm por 1 minuto. Después se agrego a la columna 600 uL de RNA Wash
Solution y centrifugé a 14.000 rpm por 1 minuto. El eluato fue eliminado y se
agrego a la columna 250 pL de RNA Wash Solution y centrifug6 a 14.000 rpm por
dos minutos.

Por ultimo se transfirié la columna a un tubo de elucién y se agregaron 50
ML de Agua Nuclease Free y se centrifugd a 14.000 rpm por 1 minuto. Luego se
repitio tres veces este proceso.

Protocolo Transcripcién Reversa PCR: Por cada reaccion se debe
mezclar en un tubo, el volumen necesario de RNA para agregar 2 ug, luego se
agregan 2 pL de Oligo dT y se completdé con volumen necesario de agua DEPC
hasta completar los 14 L.

Luego incubar 5 minutos a 70° C y por cada tubo mezclar:

e 5 uL Buffer M-MLV 5x
e 5uL dNTPS 10 mM
e 1uL M-MLV

Luego someter a las muestras a ciclos de temperatura, por medio de un
termociclador, marca My GeneTM modelo MG25+, con la siguiente programacion;
1 ciclo de 60 minutos a 42° C.

Protocolo de PCR: Por cada reaccién de PCR agregar a un tubo 5 uL de
Buffer Green Go Taq 5x, luego agregar 1,5 yL de Solucién de MgCl, 25 mM,
después agregar 0,5 uL de dNTPS 10 mM, a continuacién agregar cantidad de
Primers 10 mM necesaria para que ocurra la reaccion, seguido agregar cantidad
suficiente de cDNA para que ocurra la reaccién, luego agregar 0,2 uL de Go Taq
DNA Polymerase y completar con Agua DEPC, hasta alcanzar los 25 pL.

Luego someter a las muestras a ciclos de temperatura, por medio de un
termociclador, marca My GeneTM modelo MG25+, con la siguiente programacion;
1 ciclo de 5 minutos a 95° C, 30 ciclos de 30 segundos a 95° C, 30 segundos a
58° C, 1 minutoa 72 ° Cy 1 ciclo de 10 minutos a 72° C.
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Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron con estadistica no paramétrica a través de un
analisis de varianza de mediciones repetidas usando como post test el de
Bonferroni. Los resultados de los experimento de biologia molecular se analizaron
con t-test. Los datos se presentan en promedios con el respectivo error estandar
medio (SEM). Los niveles de probabilidad menores o igual a 0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos. Se usé el programa estadistico
GraphPad.

Resultados.
Actividad Locomotora.

El estrés cronico, las inyecciones con vehiculo y el AM251 no afectaron la
actividad locomotora de las ratas. No hubo diferencia en la distancia recorrida total
(Control: 14.17 + 1 m, Estrés: 14.06 + 2.6 m, Vehiculo: 14.04 £ 0.8 m, Vehiculo +
Estrés: 14.78 £ 2.3 m, AM251: 10.54 + 0.2 m, AM251 + Estrés: 14.92 +1.3 m, p >
0.05) (Figura 1A). Tampoco hubo diferencia en la velocidad promedio (Control:
0.047 £ 0.003 m/s, Estrés: 0.055 £ 0.004 m/s, Vehiculo: 0.048 + 0.002 m/s,
Vehiculo + Estrés: 0.053 + 0.006 m/s, AM251: 0.035 + 0.0008 m/s, AM 251 +
Estrés: 0.050 + 0.004 m/s, p > 0.05) (Figura 1B). Los animales no presentaron
diferencia en el tiempo de permanencia en el centro del laberinto (Control: 22.58 +
5.7 s, Estrés: 17.82 £ 6.1 s, Vehiculo: 26.74 + 8.4 s, Vehiculo + Estrés: 12.15+ 4.1
s,AM251: 16.6 £ 1.1 s, AM251 + Estrés: 13.83 £ 1.03 s, p > 0.05) (Figura 1C).
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Figura 1. Actividad locomotora.
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Distancia recorrida en la zona central
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Marcadores del Estrés
Ganancia en Peso.

El estrés por restriccion de movimiento disminuyé la ganancia de peso
respecto a los controles (Figura 2A). El analisis estadistico demostré que la
disminucién de ganancia en peso comenzo6 desde el dia 14 del protocolo de estrés
en el grupo AM251 + Estrés, en relacion con el grupo Vehiculo + Estrés (Figura
2A). La interaccion entre el estrés y los dias en que se aplico el estrés fue
significativa en los grupos experimentales Control y AM 251 (Control: F 330 =
40.07, p < 0.0001; AM 251: F 45 = 19.68, p < 0.0001). El estrés cronico también
afecto a todos los grupos experimentales (Control: F 110y = 15.20, Vehiculo: F (1,10
=6.107; AM251: F (5,15) = 12.45, p < 0.001) (Figura 2A, B).
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Ansiedad.

El estrés cronico aumento6 el tiempo de permanencia en el perimetro del
MWM en los grupos control y vehiculo, mientras que el tratamiento con AM251
disminuy6 este efecto (Control: 16.9 + 3.0 s, Estrés: 32.0 + 3.6 s; p < 0.001;
Vehiculo: 19.3 + 6.2 s, Vehiculo + Estrés: 42.0 + 2.2 s, p < p < 0.001, AM251: 16.4
+4.6 s, AM251 + Estrés: 22.2 + 4.0 s, p > 0.05) (Figura 2C).

Niveles de corticosterona en el plasma.

Las ratas sometidas a 60 (s) de un estrés agudo en el MWM mostraron una
diferencia significativas respecto a los controles en los niveles plasmaticos de
corticosterona (Control: 285.1 + 16.87 n/dL, Estrés: 420.0 + 30.17 n/dL, p < 0.05;
AM251: 287.1 + 13.46 n/dL, AM251 + Estrés: 141.0 + 30.99 n/dL, p < 0.05) (Figura
2D). Mientras que las ratas del grupo Vehiculo no presentaron diferencias
significativas (Vehiculo: 250 £ 12.56 n/dL, Vehiculo + Estrés: 193.9 £+ 33.86 n/dL)
(Figura 2C).

Figura 2. Marcadores del estrés.
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Aprendizaje.

Los animales de los grupos experimentales presentaron diferencias
significativas en el tercer dia de entrenamiento respecto al tiempo que requirieron
para llegar a la plataforma (trial o prueba N° 4: Vehiculo: 16.0 £ 2.2 s, Vehiculo +
Estrés: 45.0 + 7.5 s, p < 0.05; Vehiculo + Estrés: 45.0 £ 7.5 s, AM251 + Estrés:
13.6 £ 0.7 s, p < 0.05) (Figura 3A, B).

La distancia que recorrieron las ratas hacia la plataforma fue también
significativamente diferente entre los grupos experimentales (F (11,240) = 19.61, p <
0.0001) (Figura 3C, D). Interesantemente, en el primer dia de entrenamiento las
ratas que fueron tratadas con AM251 mostraron un aprendizaje significativamente
superior al resto de los animales de los grupos experimentales (dia 1, ensayo 3:
Vehiculo: 15.76 + 0.48 s, Vehiculo + Estrés: 8.43 + 2.1 s, p < 0.05; ensayo 2:
Vehiculo: 6.87 £ 1.9 s, Vehiculo + Estrés: 13.97 £+ 0.8 s, p < 0.05; ensayo 3:
AM251: 2.16 + 0.06 s, AM251 + Estrés: 17.64 £ 0.9 s, p < 0.05) (Figura 3C). En el
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segundo dia de entrenamiento los siguientes grupos mostraron diferencias
significativas en el ensayo N° 1 y 2 respectivamente: AM251: 14.3 £ 0.5 s, AM251
+ Estrés: 6.66 + 0.63 s, p < 0.05; Vehiculo: 15.23 + 2.5 s, Vehiculo + Estrés: 9.82 +
1.7 s, p < 0.05) (Figura 3C). En el tercer dia de entrenamiento se obtuvieron las
siguientes diferencias significativas en el ensayo N° 4: Vehiculo: 4.09 = 0.9 s,
Vehiculo + Estrés: 10.73 £ 0.7 s, p < 0.05; Vehiculo + Estrés: 10.73 £ 0.7 s, AM251
+ Estrés: 4.78 £ 1.1 s, p < 0.05) (Figura 3C).

Memoria.

La cuantificacién de la consolidacion de la memoria se obtuvo al comparar
la distancia y tiempo que el animal nad6 en el cuadrante objetivo (target), que es
donde estuvo la plataforma, comparado con la distancia de nado en el cuadrante
opuesto. Las ratas con buena memoria nadan mas en el cuadrante objetivo
respecto al opuesto. Las ratas estresadas que fueron tratadas con AM251 nadaron
mas tiempo en el cuadrante objetivo comparado con las ratas inyectadas con el
vehiculo (grupo AM251 + Estrés, cuadrante objetivo: 17,2 £ 1.7 s, cuadrante
opuesto: 7,14 £ 0.02 s, p < 0.05) (Figura 3B).

En el grupo de animales no estresados, las ratas que fueron inyectadas con
el vehiculo o AM251 recorrieron una mayor distancia en el cuadrante objetivo
respecto al opuesto (cuadrante objetivo: 4.96 + 0.6 s, cuadrante opuesto: 3.03 +
0.4 s, p < 0.05). En el grupo de ratas estresadas, las que fueron tratadas con
AM251 presentaron una mejor memoria respecto al grupo vehiculo (cuadrante
objetivo: 4.43 £ 0.1 s, cuadrante opuesto: 2.59 £ 0.08 s, p < 0.05).
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Figura 3. Aprendizaje y Memoria.
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Expresion de receptor CB;

La figura N° 4 muestra la semicuantificacion de la expresion de receptor
CB: en el hipocampo de ratas controles y estresadas. Las ratas estresadas
presentan una mayor expresion RNAm de CB; en el hipocampo respecto a los
animales controles (controles: 1872 + 659 pixeles; estrés: 2764 + 358 pixeles, p <

0.01) (Figura 4).

Figura 4. Expresion de receptor CB; en el hipocampo de rata.
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Discusion

En esta tesis se demostré que el tratamiento con AM251 tiene un potente
efecto antiestrés en las ratas Sprague Dawley. Este farmaco tuvo un efecto
ansiolitico y regulador del eje HPA, ademas mejord el deterioro que indujo el

estrés cronico en el aprendizaje y memoria de las ratas.

Actividad locomotora.

Primero se analiz6 la actividad locomotora en los animales de todos los
grupos experimentales. El estrés crénico, las inyecciones con vehiculo y el
tratamiento con AM251 no afectaron la actividad locomotora de las ratas (Figura
1A, B). Este resultado indica que todos los cambios de comportamiento medidos
en el MWM no ocurren por alteraciones locomotoras de los animales.

En la figura 1C se observa en el grupo no estresado que ratas tratadas con
AM251 tienden a estar menos tiempo en el centro del laberinto. Es posible que
esa tendencia sea significativa si se aumenta el numero de animales sujetos a la
prueba de campo abierto. Cuando aumenta su ansiedad, las ratas tienden a estar
menos tiempo en el centro del laberinto de campo abierto. Este resultado sera
correlacionado con los resultados de tigmotaxis mostrados en la figura 2C, donde
en un ambiente mas estresante como el MWM las ratas pueden mostrar mejor una

conducta ansiosa.

Marcadores del Estrés
Ganancia en peso

El primer paso de esta investigacion fue analizar si el protocolo de estrés
gue se utilizd tuvo un efecto significativo en las ratas. Se analizaron dos
marcadores fisioldgicos del estrés créonico ampliamente usados, la ganancia de
peso y la ansiedad. Las figuras 2A y B muestran que el estrés cronico disminuyo
significativamente la ganancia de peso de los animales comparada con los
controles.

Una posible explicacion para este resultado es que el estrés aumento la

liberacién de glutamato en el cerebro (Bagley y Moghaddam, 1997; Reznikov et
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al.,, 2007), lo que genera un aumento de la demanda energética. Asi, el
catabolismo lipidico podria haber aumentado en las ratas estresadas resultando
en la disminucion del peso corporal en las ratas estresadas. Otra posible
explicacion estaria relacionada con los efectos de la corticosterona. El estrés
cronico por restriccion de movimiento aumenta la liberacion de corticosterona
(Cook y Wellman, 2004) (Figura 2D), se ha demostrado que esta hormona
disminuye la ganancia de peso (Dagnino-Subiabre et al., 2012). La corticosterona
aumenta la secrecion de insulina (Fleur et al., 2004), lo que incrementa el gasto de
energia para la respuesta de lucha y escape. Se ha demostrado que
corticosterona, de manera dependiente de insulina, modifica la preferencia de
alimento en las ratas hacia una dieta rica en azucar y grasa (“dieta confortable”)
(Dallman et al., 2005). Asi, en ausencia de alimentos placenteros como en los
experimentos de esta tesis, los animales disminuirian su ingesta de alimento, lo
gue combinado con el aumento de la demanda energética producto del estrés se
traduciria en una disminucion de la ganancia de peso. A pesar de que el consumo
de alimentos en nuestros animales no fue medido, no se descarta esta posibilidad.

En el grupo de ratas no estresadas, el tratamiento con AM251 disminuyé
significativamente el peso de los animales respecto a los tratados con el vehiculo
(Figura 2A, B). Rimonabant es un farmaco antagonista de receptor CB; que se uso0
ampliamente hace unos afios para disminuir la obesidad en humanos, este
farmaco tiene un mecanismo de accién muy similar al AM251 y a través de este
pudo haber disminuido la ganancia de peso de las ratas estresadas.

Por otro lado el hipotalamo estd compuesto por un variado conjunto de
nacleos que controlan un diverso tipo de conductas. Dentro de estos nucleos se
encuentra el area hipotalamica lateral (AHL), que ejerce el control del hambre y la
sed. EI NPV, que es un nucleo integrador dentro de la neurocircuiteria del
hipotalamo, el ndcleo accumbens (NA), una estructura extrahipotalamica, contiene
circuitos que determinan el “querer’ y el gusto de los alimentos (Matias | y Di
Marzo V, 2006).

Ahora bien desde el area tegmental ventral (ATV), existen eferencias

dopaminérgicas, hacia el NA, luego desde el NA existen proyecciones
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GABAérgicas hacia el AHL, que es uno de los nucleos que controla el hambre
(Matias | y Di Marzo V, 2006). Los receptores CB;, estan distribuidos en las
neuronas presinapticas de diversas areas del hipotalamo entre ellas el NPV, AHL y
el ATV. Se ha demostrado que el consumo apetecible de comida puede ser
bloqueado por un antagonista de receptor CB; (Matias | y Di Marzo V, 2006).

Por otro lado NPV expresa CRH, la cual es una sustancia anorexigénica o
supresora del apetito, el bloqueo de receptor CB; disminuye los niveles de éste
neuropéptido (Matias | y Di Marzo V, 2006) en el hipotdlamo, lo que podria generar

la disminucion en la ganancia de peso de las ratas.

Ansiedad.

En los grupos control y vehiculo el estrés cronico tuvo un efecto
ansiogénico en las ratas, mientras que el tratamiento con AM251 tuvo un efecto
ansiolitico en las ratas estresadas (Figura 2C). La conducta ansiosa es regulada
principalmente por el complejo amigdaloide y el BNST (Davis et al., 1997, 2010,
Kupferschmidt et al., 2012). El estrés cronico induce hipertrofia dendritica y
aumento de la densidad de espinas dendriticas en la amigdala lateral (Vyas et al.,
2002; Mitra y Sapolsky, 2008; Mitra et al., 2005). Estas alteraciones morfologicas
se correlacionan con un aumento de la excitabilidad en la amigdala basolateral de
las ratas estresadas (Rozenckatz et al., 2010). Es posible que el protocolo de
estrés cronico usado en esta tesis, indujo estas alteraciones en el complejo
amigdaloide y sean el origen del aumento de ansiedad encontrado en las ratas
estresadas de los grupos control y vehiculo (Figura 2C).

El estrés crénico aumenta la produccion de 2-AG en la amigdala y como
resultado de esta alteracion se inhibe la liberaciéon de GABA (Hill et al., 2008; Patel
et al., 2009). Esto podria aumentar la actividad excitatoria en la amigdala lo que
induciria el efecto ansiogénico en las ratas estresadas. Por otro lado, el
tratamiento con AM251 bloquearia los receptores CB; en la amigdala lo que
aumentaria la probabilidad de liberacion de GABA en las neuronas inhibitorias.
Asi, el tratamiento con AM251 disminuiria la actividad glutamatérgica en la

amigdala y generaria el efecto ansiolitico en las ratas estresadas como se muestra
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en la figura 2C.

Niveles de corticosterona

Las ratas estresadas tuvieron altos niveles de corticosterona en el plasma
respecto a los controles después de ser expuestas a un nuevo estresor agudo
(Figura 2D). Un resultado no esperado, pero que es muy interesante es el que se
observa en el grupo de ratas estresadas que fueron inyectadas con el vehiculo.
Este grupo de animales presentd niveles de corticosterona menores que las ratas
estresadas, esto implica que el estrés generado por las inyecciones diarias, mas el
estrés inducido por la restriccion de movimiento generd resiliencia en esos
animales. Otros estudios han demostrado que las ratas son capaces de habituarse
a un estresor repetido y asi adaptarse con el tiempo a ese estresor si ho es capaz
de transformarlo. Por ejemplo, el estrés por restriccion de movimiento induce un
aumento de la corticosterona plasmatica durante la primera semana del protocolo
de estrés, sin embargo, durante la tercera semana de estrés, el aumento de
corticosterona inducido por el estresor es menor que el producido durante la
primera semana de estrés (Galea y cols., 1997; Cook y Wellman, 2004). Asi, las
ratas estresadas disminuyen la actividad de su eje HPA frente al estresor que se
aplica repetidamente, como se observa en la figura 2D, y no generan una
respuesta de lucha o escape exacerbada. Esta capacidad de generar resiliencia
no la presentan solo los roedores, también la tienen los primates y los humanos y
cumple una funcién evolutiva muy importante ya que es la base de la adaptacion
(Dagnino-Subiabre, 2013).

En la figura 2D también se observa que las ratas estresadas que fueron
tratadas con AM251 presentaron niveles de corticosterona significativamente
menores que las ratas no estresadas. Este resultado demuestra que el tratamiento
con AM251 mejora el principal marcador fisiolégico del estrés que es la
concentracion plasmatica de corticosterona. Es posible que AM251 inhiba en parte
la actividad de eje HPA cuando el animal es sometido a un nuevo estresor agudo.
Esto pudo haber ocurrido porque el AM251 inhibié el efecto generado por el

aumento de liberacion de 2-AG que presentan las ratas estresadas en la amigdala
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basolateral. Asi, cuando las ratas estresadas presentarian un aumento de la
inhibicion en la amigdala, generada por el aumento de 2-AG vy la activacion de los
receptores CBj, el tratamiento con AM251 podria inhibir el efecto del 2-AG ya que
es un antagonista de receptor CB;. Como resultado de la accion de AM251
disminuiria actividad glutamatérgica en la amigdala, silenciandose el eje HPA y
disminuyendo los niveles de corticosterona plasmatica como se observa en la
figura 2D (Wamsteeker JI et al., 2010; Hill MN et al., 2008).

Aprendizaje y Memoria

Al finalizar la fase de adquisicion o aprendizaje en el MWM, las ratas
estresadas inyectadas con vehiculo tuvieron un aprendizaje significativamente
menor que las ratas no estresadas tratadas con vehiculo (Figura 3A, C). Este
efecto pudo haber sido generado por la atrofia dendritica que induce el estrés
cronico en el hipocampo como ha sido publicado por otros grupos de investigacion
(Vyas et. al., 2002; McLaughlin et. al., 2007; Conrad, 2010). Por otro lado, el
tratamiento con AM251 mejoré significativamente el aprendizaje de las ratas
estresadas (Figura 3A, C). Las ratas necesitan aprender a ubicarse espacialmente
en el MWM a través de pistas visuales, durante este proceso el hipocampo cumple
un rol fundamental. GR esta muy expresado en el hipocampo, estructura
fundamental del sistema de retroalimentacion negativa del eje HPA (McEwen et al.,
1968, 1969). Se ha propuesto que el estrés cronico y el tratamiento con
corticosterona deterioran estructuralmente el hipocampo a traves de la
sobreactivacion de GR (Conrad D.C, 2010). Es posible que la sobreactivacion de
GR en el hipocampo genere un aumento de 2-AG. El receptor CB; se expresa en
las neuronas GABAérgicas del hipocampo (Hill EL et al., 2007; Di S et al 2003;
Ziegler CG et al., 2010), entonces en las ratas estresadas la probabilidad de
liberaciéon de GABA en el hipocampo esta disminuida producto del aumento de la
actividad del sistema eCBs (Heifets BD y Castillo PE, 2009). Los resultados
preliminares que se muestran en la figura 4 apoyan esta idea, la cual muestra que
las ratas estresadas presentan una mayor expresion del receptor CB; en el

hipocampo respecto a las ratas controles. El desbalance entre el sistema
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excitatorio e inhibitorio en el hipocampo inducido por la sobreactivacion del
sistema eCBs, también podria ser parte de las alteraciones en la induccion de
potenciacion a largo plazo y aprendizaje que presentan las ratas estresadas
(Keller-Wood ME et al., 1984; Tasker JG et al., 2006; Rademacher DJ et al., 2008).

Respecto a la consolidacion de la memoria, las ratas estresadas tratadas
con AM251 presentaron un menor tiempo de latencia y una mayor distancia de
recorrido en el cuadrante objetivo, comparado con la ratas inyectadas con vehiculo
(Figura 3B,D). Este resultado puede ser explicado por la misma idea planteada
anteriormente, esto implica que el efecto positivo que tiene el tratamiento con
AM251 sobre la consolidacion de la memoria estaria relacionado con el efecto
inhibitorio que tendria el AM251 sobre la hiperactivacion del sistema eCBs en el
hipocampo de las ratas estresadas. Interesantemente, este efecto solo se produce
en las ratas estresadas ya que el tratamiento con AM251 no aumenté el tiempo ni
la distancia recorrida en el cuadrante objetivo en las ratas no estresadas (Figura
3B,D). Las inyecciones con vehiculo mejoraron la consolidacion de la memoria en
las ratas no estresadas (Figura 3D), esto pudo haber ocurrido por la induccién de

resiliencia producida por el estrés repetido de inyecciones diarias con el vehiculo.

Conclusiones

Los datos presentados en esta tesis demuestran que el tratamiento con
AM251 tiene un potente efecto antiestrés en las ratas. Disminuy6 la ansiedad y la
actividad del eje HPA en las ratas estresadas, ademas mejoré el aprendizaje y la
memoria. También se demuestra en esta tesis que la aplicacion de dos estresores,
el inducido por las inyecciones diarias del vehiculo y el generado por la restriccion
de movimiento, producen resiliencia en las ratas estresadas. Sin duda estos
resultados entregan un avance significativo en el conocimiento de la neurobiologia
del estrés y la posibilidad de desarrollar mejores tratamientos para los pacientes

con trastornos ansiosos y depresivos.
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