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EPÍGRAFE

¿Qué es la tristeza? Es cuando estoy separado de una potencia de la que, con razón o sin ella, me creía capaz.

«¡Ah, podría haber hecho eso!» –pero las circunstancias, o bien no me estaba permitido, o bien, etc. Así, pues,

eso es la tristeza; habría que decir: toda tristeza es el efecto de un poder sobre mí.

-Gilles Deleuze, El Abecedario de Deleuze.

El regocijo es una alegría que, en cuanto referida al cuerpo, consiste en que todas las partes del cuerpo sean

igualmente afectadas, esto es, en que la potencia de actuar del cuerpo resulta aumentada o favorecida de tal

modo que todas sus partes conservan la misma relación de reposo y movimiento entre sí; y de este modo, el

regocijo es siempre bueno, y no puede tener exceso.

-Baruj Spinoza, Ética.

Les dice “en la primera proposición estaba obligado a hacer como si la potencia fuera una cantidad fija, pero de

hecho la potencia no existe más que como relación entre cantidades”. Y es por eso que la potencia es una

cantidad extraña. La potencia en sí misma no es una cantidad, es el pasaje de una cantidad a otra.

-Gilles Deleuze, En medio de Espinoza.
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1. RESUMEN

La fisiopatología de la depresión se ha asociado con la desregulación del sistema glutamatérgico y sus

mecanismos de recaptación en las regiones del cerebro que median comportamientos

cognitivo-emocionales. El transportador neuronal de aminoácidos excitatorios 3 (EAAT3) juega un papel en

la recaptura de glutamato, y su actividad podría ofrecer protección contra el aumento extracelular de

glutamato debido al estrés crónico. Nuestro laboratorio desarrolló un modelo de ratón que sobreexpresa

EAAT3 bajo el promotor CaMKIIα (EAAT3glo/CaMKII). Datos de nuestro laboratorio sin publicar, indican que

este ratón no desarrolla comportamientos similares a la depresión después de un protocolo de estrés

crónico impredecible leve (UCMS, siglas en inglés). Dado el papel del circuito de dopamina (DA), que

involucra al Área del Tegmento Ventral (VTA)-Núcleo Accumbens (NAc), en la sintomatología depresiva,

este estudio evaluó la liberación de DA en el NAc Shell utilizando voltametría cíclica de barrido rápido ex

vivo en ratones EAAT3glo/CaMKII y su control (EAAT3glo) expuestos o no a la UCMS. Mostramos que, en

comparación con sus respectivos grupos no estresados, los ratones EAAT3glo sometidos a UCMS exhibieron

un aumento en DA evocada por un solo pulso, y una disminución en la liberación de DA evocada por

estimulación de 5 pulsos con frecuencias variables (5, 10 y 20 hz), ambos a una intensidad constante (400

μA), mientras que la liberación de DA evocada eléctricamente en ratones con sobreexpresión

EAAT3glo/CaMKII se mantuvo sin cambios por estimulación de un pulso y múltiples pulsos. Estos hallazgos

sugieren que el comportamiento similar a la depresión en el grupo EAAT3glo sometido a UCMS podría estar

relacionado a alteraciones en la transmisión de DA en el NAc Shell. Mientras que la resiliencia

comportamental del ratón EAAT3glo/CaMKII podría estar relacionada con la ausencia de cambios en la

liberación de DA en el NAc Shell.

PALABRAS CLAVES

Estrés Crónico; Depresión; Dopamina; EAAT3; Voltametría; Relación Fásico/Tónico.
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2. ABSTRACT

The pathophysiology of depression has been associated with dysregulation of the glutamatergic system

and its reuptake mechanisms in brain regions that mediate cognitive-emotional behaviors. The neuronal

excitatory amino acid transporter 3 (EAAT3) plays a role in glutamate reuptake and its function could

confer protection against the extracellular increase in glutamate due to chronic stress. Our laboratory

developed a mouse model that overexpresses EAAT3 under the CaMKIIα promoter (EAAT3glo/CaMKII).

Unpublished data from our laboratory indicate that this mouse does not display depression-like behaviors

after an unpredictable chronic mild stress (UCMS) protocol. Given the role of the DA circuit, which involves

the Ventral Tegmental Area (VTA)-Nucleus Accumbens (NAc), in depressive symptomatology, this study

seeks to assess DA release in the NAc Shell using ex vivo fast scanning cyclic voltammetry, in

EAAT3glo/CaMKII mice and their control (EAAT3glo) exposed or not to UCMS. We show that, compared with

their respective unstressed groups, EAAT3glo mice subjected to UCMS exhibited an increase in

single-pulse-evoked DA, and a decrease in 5-pulse stimulation-evoked DA release with varying frequencies

(5, 10 and 20 hz), both at a constant intensity (400 μA), whereas electrically evoked DA release in

EAAT3glo/CaMKII-overexpressing mice remained unchanged by single-pulse and multiple-pulse stimulation.

These findings suggest that the depression-like behavior in the EAAT3glo group subjected to UCMS may be

related to alterations in DA transmission in the NAc Shell. Whereas the behavioral resilience of the

EAAT3glo/CaMKII mouse might be related to the absence of changes in DA release in the NAc Shell.

KEYWORDS

Chronic stress; Depression; Dopamine; EAAT3; Voltammetry; Phasic/Tonic Ratio.
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3. INTRODUCCIÓN

3.1 Trastorno Depresivo Mayor

El Trastorno de Depresión Mayor (TDM) es un trastorno común que afecta a más de 300 millones de

personas en el mundo (OMS, 2017). En Chile, la Encuesta Nacional de Salud indica una prevalencia de 6,2% a

nivel nacional (MINSAL, 2018). La Organización Mundial de la Salud proyectó que el TDM ocupará el primer

lugar de causa de carga de enfermedad en 2030 (Malhi & Mann, 2018).

La Anhedonia es un síntoma central en el Trastorno de Depresión Mayor (TDM), definido como la pérdida

del interés o placer ante estímulos previamente gratificantes (DSM-5; American Psychiatric Association,

2013). Numerosos estudios han relacionado el TDM con alteraciones en el procesamiento de recompensas,

por ejemplo: Déficit en la “Anticipación de Recompensa” en la tarea de “Retraso de incentivo monetario”,

como también en la tarea de “Retraso de incentivo social” (p. ej: Stringaris et al., 2015; Ubl et al, 2015;

Hägele et al. 2015; Takamura et al. 2017; Spreckelmeyer et al., 2009). Alteraciones en el “Esfuerzo”, las

personas con TDM muestran una menor motivación en comparación con personas no deprimidas, en

tareas que requieren esfuerzo para obtener recompensas (Bi et al., 2022; Sherdell et al., 2012; Horne et al.,

2021). Incluso se han visto alteraciones en el “Aprendizaje de recompensas e integración de

retroalimentación”, dado que los pacientes con TDM tampoco logran desarrollar un sesgo de respuesta

hacia los estímulos recompensados (p.ej: Henriques et al., 1994; Pizzagalli et al., 2008; Pizzagalli et al.,

2005).

Hasta el día de hoy la neurobiología del TDM no se comprende completamente. Sin embargo, obtener

recompensas requiere “Anticipar la recompensa”, “Esfuerzo” y “Aprendizaje de recompensas”, distinta

literatura preclínica en modelos animales indica un rol crítico de la Dopamina (DA) en la modulación de

dichas conductas (Phillips & Ahn, 2022; Treadway & Zald; Husain & Roiser, 2018; Schultz, 1998; Montague et

al., 1996). En cuanto a la literatura clínica, numerosos hallazgos de neuroimagen involucran alteraciones en

circuitos de recompensa en la actividad del estriado ventral/ Núcleo Accumbens (NAc) en el TDM (Phillips

et al., 2015). Y se ha correlacionado positivamente la actividad neural en el estriado ventral con la actividad

del Área del Tegmento Ventral (VTA, siglas en inglés) y Sustancia Nigra (Schott et al., 2008), esto sugiere

una alteración en circuitos dopaminérgicos en TDM. Por otro lado, se ha indicado niveles reducidos de

Ácido Homovanilico medidos en Líquido cefalorraquídeo (Mitani et al., 2006) y en sangre (Lambert et al.,

2000). La administración de un inhibidor de la tirosina hidroxilasa aumentó los síntomas depresivos en

sujetos en remisión (Miller et al., 1996; Bremner et al., 2003; Hasler et al., 2008). Algunos estudios sugieren

una disminución en la densidad del transportador de DA DAT estriatal (Shiapone et al., 2006; Meyer et al.,

2001) y en la expresión del receptor de DA D2 (Shah et al., 1997; Peciña et al., 2017).
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3.2 El Impacto del estrés en la transmisión dopaminérgica

Cuando un estímulo estresante amenaza la homeostasis de un organismo, se inician respuestas adaptativas

que destinan los suministros desarrollados en tiempos de calma para incrementar el poder en el ataque y

defensa o la huida (Cannon, 1915). Sin embargo, cuando la respuesta adaptativa es sostenida en el tiempo

debido al estrés crónico, se obtiene un desgaste del cuerpo y cerebro que predispone al individuo a sufrir

enfermedades (McEwen, 2005). En la misma línea, distinta literatura ha establecido que el estrés es un

factor de riesgo para la aparición del TDM (Hammen, 2005; Kendler et al., 1999; Caspi et al., 2003). Del

mismo modo, el estrés crónico conduce a comportamientos similares a la depresión en roedores y se han

desarrollado diversos modelos animales basados en la aplicación de estresores (Planchez et al., 2019). Ellos

han permitido comprender cambios moleculares, sinápticos y neuroarquitectónicos del TDM,

complementando estudios clínicos de neuroimagen (Sanacora et al., 2022).

El eje Hipotálamo - Pituitario - Adrenal (HPA) es un mediador importante del impacto del estrés. El

organismo genera una respuesta primaria a través de la activación del Núcleo Paraventricular Hipotalámico

(PVN, siglas en inglés), resultando en la liberación del Factor Liberador de Corticotropina (CRF por sus

siglas en inglés) hacia la circulación portal hipofisaria, actuando sobre las células de la pituitaria anterior,

induciendo la secreción de la Hormona Adrenocorticotrófica (ACTH por sus siglas en inglés) al torrente

sanguíneo; en la corteza suprarrenal, la ACTH estimula la síntesis y secreción de Glucocorticoides al sistema

sanguíneo (Herman et al., 2016). Es importante destacar que el CRF y sus receptores CRF-R1 y CRF-R2 se

presentan amplia y densamente en distintas regiones del cerebro, una de ellas es el NAc (particularmente

en Shell Lateral), en las terminales DAérgicas e interneuronas colinérgicas (Lemos et al., 2012).

El NAc está compuesto en un 90-95% por neuronas espinosas medianas (MSN, siglas en inglés) y recibe una

densa inervación de aferencias DAérgicas provenientes del VTA (Klawonn & Malenka, 2018). El VTA es una

estructura evolutivamente conservada en vertebrados superiores (Holly, & Miczek, 2016). Está formada por

neuronas DAérgicas (TH positivas, alrededor del 60-65%), GABAergicas (35%), y Glutamatérgicas (2-3%)

(Baik, 2020). Además, las neuronas DAérgicas se activan en un modo tónico de baja frecuencia (0,2 - 10 hz),

como resultado de las corrientes de marcapasos autónoma de las células DA, mientras que el disparo fásico

(> 10 hz) es resultado de entradas excitatorias, generando actividad neuronal sincronizada en respuesta

ante estímulos ambientales destacados (Liu et al., 2021). Además, estas neuronas expresan el

transportador vesicular de monoaminas 2 (VMAT2), DAT y el autorreceptor D2R (Morales & Margolis, 2017).

Existe evidencia sólida que respalda la modulación del estrés en la actividad de DA, por ejemplo, se ha

evidenciado que la activación de receptores de glucocorticoides genera una potenciación de la sinapsis

excitatoria en neuronas DAérgicas del VTA, aumentando la relación AMPA/NMDA (Daftary et al., 2009; Saal

et al., 2003). Por otro lado, se ha visto que el CRF aumenta la transmisión excitatoria mediada por

N-Metil-D-Aspartato (NMDA) sobre neuronas DAérgicas del VTA, involucrando CRF-R2, PLC y PKC (Ungless

et al., 2003). Además, CRF aumenta la activación de las neuronas DAérgicas del VTA mejorando las

corrientes de entradas por hiperpolarización (Ih) a través de la señalización PLC-PKC al activar CRF-R1
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(Wanat et al., 2008). En la misma línea, el CRF aumenta las Corrientes Postsinápticas Inhibitorias (IPSC,

siglas en inglés) mediadas por GIRK sobre las neuronas de VTA-DA, pero el estrés crónico atenúa este

efecto (Beckstead et al., 2009). También se ha visto que el CRF aumenta la acetilcolina extracelular en el

NAc y modula la liberación de DA, a través de receptores nicotínicos y muscarínicos (Lemos et al., 2019;

Chen et al., 2012). Finalmente, también se ha evidenciado que el CRF genera un aumento de la liberación de

DA en humanos (Payer et al., 2017).

Durante un estrés agudo, las terminales DAérgicas que proyectan al NAc Shell lateral se inhiben, y al retirar

el estímulo aversivo, estas terminales se excitan por sobre los niveles basales, coincidiendo con datos de

aumento en concentraciones extracelulares de DA en esta área, al finalizar el estrés (Lowes & Harris, 2022).

En cuanto al Estrés Crónico Leve Impredecible (UCMS, siglas en inglés), un tipo de estrés crónico que

induce anhedonia (Willner, 2005), 4 semanas de estrés crónico leve no afecta el nivel de DA basal en el NAc

shell medido por microdiálisis, pero si disminuye su liberación en respuesta a una recompensa altamente

palatable (Di Chiara et al., 1999). Por otro lado, una duración de 3 semanas UCMS aumenta la liberación de

DA en el NAc medida por Voltametría cíclica de barrido rápido in vivo, pero sin resultados significativos en

la medición ex vivo (Stamford et al., 1991). Otro estudio demostró que 7 semanas de UCMS aumenta la DA

en contenido tisular del NAc medido por HPLC (Willner et al., 1991).

Respecto a la actividad de las neuronas DAérgicas, acercamientos electrofisiológicos han replicado que al

menos 4 semanas de UCMS disminuyen la frecuencia de disparos tónicos y fásico en las neuronas de DA

VTA (Zhong et al., 2018; Chang & Grace, 2014; Moreines et al., 2017; Rincón-Cortés y Grace 2017).

Específicamente en ratones, la disminución de actividad en ráfaga se produce en el VTA Lateral, neuronas

que se proyectan al NAc Shell Lateral (Zhong et al., 2018), el cual, se ha involucrado con un rol clave en la

recompensa (Lammel et al., 2011). Por otro lado, los fenotipos similares a la depresión inducidos por UCMS

son revertidos por la estimulación fásica optogenética del sistema DAérgico mesolímbico (Tye et al., 2013).

3.3 Transmisión glutamatérgica

El Glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central. Una sinapsis típica de

glutamato se compone por tres tipos de células distintas: un astrocito, una neurona presináptica y una

neurona postsináptica (Zárate et al., 2010). Después de la liberación del glutamato, este se une a

receptores ionotrópicos (NMDA, kainato y AMPA) y receptores metabotrópicos (mGluR 1-8) (Crupi et al.

2019). El glutamato es removido de la sinapsis a través de transportadores de aminoácidos excitatorios

(EAAT, siglas en inglés), que se encuentran en tanto en células gliales (EAAT1-2), como en neuronas

(EAAT3-5) (O'Shea, 2002). Los EAATs ejercen un rol importante en la regulación fina en la transmisión del

glutamato, previniendo los efectos excitotóxicos, es decir, daño o pérdida neuronal por el ingreso excesivo

de iones de Ca2+ causado por la sobre estimulación de receptores ionotrópicos (Bianchi et al., 2014).

La corteza prefrontal y el hipocampo tienen un rol clave en la resiliencia/vulnerabilidad al estrés crónico,

dado que ejercen un rol inhibidor del PVN (Ulrich-Lai & Herman, 2009). Datos preclínicos indican que el

estrés agudo eleva las concentraciones extracelulares de glutamato en las áreas del hipocampo y corteza
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prefrontal (Bagley & Moghaddam, 1997; Lowy et al., 1993; Moghaddam, 1993; Venero & Borrell, 1999).

Mientras que el estrés crónico conduce a cambios desadaptativos disminuyendo la recaptación de

glutamato de la hendidura sináptica en las neuronas de la corteza prefrontal e hipocampo (Olivenza et al.,

2000; de Vasconcellos-Bittencourt et al., 2011) y en un incremento de la activación de receptores de NMDA,

resultando en excitotoxicidad y retracción dendrítica (Murrough et al., 2017). Estos cambios estructurales

podrían estar relacionados con las reducciones volumétricas y funcionales en corteza prefrontal e

hipocampo reportadas en humanos y en modelos animales de TDM (Drevets et al., 1997; Rajkowska et al.,

1999; Sheline et al., 1999; Musazzi et al., 2011; Duman & Aghajanian, 2012; Duman et al., 2016).

3.4 Modelo animal EAAT3:

Como se mencionó anteriormente, los EAAT regulan finamente las concentraciones extracelulares de

glutamato. Nuestro laboratorio ha desarrollado un ratón transgénico que sobreexpresa el transportador

EAAT3. Este transportador se encuentra post-sinápticamente en las sinapsis glutamatérgicas (He et al.,

2000; Waxman et al., 2007), peri-sinapticamente, es decir, a los costados de la hendidura sináptica de

dendritas y cuerpos celulares de neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas y Dopaminérgicas (Bianchi, et al.,

2014; Berman et al., 2010). El EAAT3 desempeña un rol clave al limitar el desbordamiento de glutamato y

regular la activación de receptores de glutamato extra-sinápticos (Scimemi et al., 2009; Delgado-Acevedo

et al., 2019).

Resultados no publicados de nuestro laboratorio indican que el modelo de ratón con sobreexpresión de

EAAT3 bajo el promotor de CaMKII (EAAT3glo/CaMKII) presenta resiliencia al UCMS en pruebas de

comportamientos similares a la depresión y ansiedad (Ardiles, 2021). Además, el ratón EAAT3glo/CaMKII

presenta cambios en el sistema dopaminérgico, específicamente, una reducción en la liberación de DA

tónica, y una mayor liberación de DA inducida por anfetamina en el cuerpo estriado, determinadas por

microdiálisis (Escobar et al. 2021). Por otro lado, este mismo estudio encontró mayores niveles del receptor

D2 en el cuerpo estriado (Escobar et al., 2021). Estas mediciones permiten esclarecer la funcionalidad de la

DA dependiente de la sustancia negra pars compacta, pero se requieren más estudios para esclarecer el

papel que juega el sistema DA mesolímbico en los ratones que sobreexpresan EAAT3 y que son resilientes

al UCMS.

3.5 Resumen de antecedentes

Datos previos de nuestro laboratorio indican que 1) los ratones EAAT3glo/CaMKII sometidos a estrés crónico

no presentan déficits en la preferencia social y sacarosa, conductas estrechamente relacionadas con

mecanismo hedónicos dependientes del circuito dopaminérgico VTA-NAc. 2) los ratones EAAT3glo/CaMKII

presentan cambios en transmisión dopaminérgica en el circuito nigro-estriatal, pero se desconoce si

existen cambios en VTA-NAc.

Esto nos lleva a la pregunta de investigación: ¿La resiliencia del ratón EAAT3/CaMKII ante el estrés crónico

se debe a cambios en la transmisión de DA en el NAc?
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4. HIPÓTESIS Y/O PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN

La sobreexpresión de EAAT3 bajo el promotor CaMKII en ratones no disminuye la liberación de DA en el

NAc en condiciones controles y de estrés crónico.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la liberación de DA en el NAc Shell Lateral en el modelo de ratón EAAT3glo/ CaMKII en

condiciones controles y de estrés crónico.

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Determinar las consecuencias del UCMS a través de mediciones biológicas en ratones EAAT3glo y

EAAT3glo/CaMKII

2. Medir las consecuencias del UCMS en el comportamiento similar a la depresión en ratones

EAAT3glo y EAAT3glo/CaMKII

3. Caracterizar los efectos del UCMS en la liberación de DA en el NAc en ratones EAAT3glo y

EAAT3glo/CaMKII.

4. Comparar los efectos del UCMS en la liberación de DA en el NAc en ratones EAAT3glo y

EAAT3glo/CaMKII.
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6. DISEÑO EXPERIMENTAL

Figura 1. Descripción esquemática del diseño experimental. Machos y hembras adultos (mayor a 60 días

post natal) pertenecientes a ambos genotipos, es decir, sobreexpresión de EAAT3 (EAAT3glo/CaMKII) y sin

sobreexpresión (EAAT3glo) fueron asignados a la condición de grupo control o grupo de Estrés Crónico Leve

Impredecible (Unpredictable Cronic Mild Stress, UCMS por sus siglas en inglés) durante 7 semanas. A

ambos grupos se les midió durante 5 semanas su estado de pelaje y su ganancia de peso (GP) dos veces por

semana, y durante la sexta semana se realizaron las pruebas de comportamiento. El día 1 de la sexta

semana se realizó el “Test de 3 cámaras con Enfoque Social” (3 chambert social interaction test, 3CHT por

sus siglas en inglés) y el “Test de Campo Abierto” (Open Field Test, OFT por sus siglas en inglés). En el día 2

se comenzó con el “Test de Sacarosa” (Sucrose Preference Test, SPT por sus siglas en inglés). Durante la

séptima semana se realizó la eutanasia y ese mismo día se midió la liberación de DA a través de Voltametría

Cíclica de Escaneo Rápido (Fast Scan Cyclic Voltammetry, FSCV por sus siglas en inglés).

7. MATERIAL Y MÉTODOS

7.1 ANIMALES

Se utilizaron 22 ratones transgénicos que sobreexpresan el transportador EAAT3 bajo el promotor CaMKIIα

(EAAT3glo/CaMKII) y 22 ratones que sin sobreexpresión (EAAT3glo, no Cre) con la cepa de fondo C57BL/6J. 11

ratones EAAT3glo/CaMKII fueron asignados al grupo UCMS y 11 EAAT3glo/CaMKII se mantuvieron sin estrés. 11

ratones EAAT3glo fueron asignados al grupo UCMS y 11 EAAT3glo se mantuvieron sin estrés. En todos los

grupos se utilizaron machos y hembras con una edad mayor a 60 días postnatal. Se mantuvieron en

condiciones estándar de laboratorio alimentación y agua ad libitum, ciclos luz/oscuridad de 12 horas,

temperatura (21± 2°C) y humedad al 60%. Los ratones sometidos al protocolo de estrés fueron mantenidos

en aislamiento (1 por jaula), en cambio los ratones que no fueron sometidos a estrés se alojaron de 3 a 4

por caja. Todos los procedimientos fueron realizados con la aprobación del comité de Bioética de la

Universidad de Valparaíso, con acta de evaluación CBC46/2022.
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7.1.1 Línea de Ratón con sobreexpresión condicional de EAAT3

Pablo Moya, el director de esta tesis, generó una línea de ratones transgénicos con sobreexpresión

condicional de EAAT3 mediante el sistema Cre/LoxP, utilizando un vector pCLE-EAAT3 (Fig. 1A) generado a

través de la subclonación de ADN complementario de EAAT3 de ratón en el vector pCLE, como describen

Delgado-Acevedo et al., (2019).

Los ratones con sobreexpresión de EAAT3 se obtienen al cruzar ratones EAAT3glo con ratones CaMKIIα-Cre.

Esta cruza promueve la recombinación Cre/LoxP bajo el control del promotor del gen de la proteína

quinasa II dependiente de alfa-calcio/calmodulina (CaMKIIα) (Tsien et al., 1996). De este modo, en

presencia de Cre recombinasa la secuencia de EGFP y la secuencia de parada es eliminada y el gen EAAT3

queda bajo el control del promotor promotor CMV/β-actina constitutivo, permitiendo su sobreexpresión

condicional (Fig. 1B). A partir de la misma cruza se obtienen animales controles EAAT3glo, compañeros de

camada que no expresan la CaMKII-cre,

Figura 2: (A) Vector pCLE-EAAT3: Los elementos principales de este vector incluyen un promotor

CMV/β-actina constitutivo, seguido de una secuencia de proteína fluorescente verde realizada (EGFP, por

sus siglas en inglés), que contiene una cola poliA 3' como secuencia de parada. EGFP está flanqueado por

regiones LoxP y una construcción de ADNc de EAAT3 de ratón se encuentra aguas abajo. (B) Esquema
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representativo de la obtención de ratones con sobreexpresión de EAAT3 a través de cruzas. Imagen

modificada de Ardiles (2021).

7.2 Protocolo de Estrés Crónico Leve Impredecible:

Los ratones fueron expuestos a un protocolo de Estrés Crónico Leves e Impredecible (UCMS por sus siglas

en inglés), protocolo adaptado en nuestro laboratorio por Ardiles (2021) y basado en Nollet et al. (2013). El

protocolo consiste en someter de 2 a 3 estresores leves por día, cubriendo el horario AM y PM de acuerdo

con un calendario semialeatorio (ver Tabla 1), durante 5 semanas. Posteriormente, durante la sexta semana

se mantienen con 1 estresor diario mientras se realizaron test conductuales. Durante la sexta semana se

evitó utilizar estresores que alteren el ciclo luz/oscuridad, para evitar alteraciones en la posterior medición

de DA (Jameson et al., 2023)

Tabla 1: Calendario semialeatorio de UCMS

Los estresores consisten en 9 estresores (Ver tabla 2): 1) Sin viruta: se retira la viruta de la jaula. 2) Baño: La

viruta de la caja es removida y reemplazada por 125 ml de agua. 3) Viruta mojada: Se humedece la ropa de

cama vertiendo aproximadamente 80 ml de agua en la jaula. 4) Restricción: Los ratones fueron puestos en

una caja o tubo de plástico manufacturado por nuestro laboratorio para restringir su movimiento, el cual,

tiene unas medidas aproximadas de (6,5 cm x 4 cm). 5) Inclinación de jaulas: Las jaulas fueron inclinadas en

un ángulo de 45°. 6) Luz estroboscópica: Las jaulas fueron puestas en una sala oscura y expuestos a luz

estroboscópica. 7) Cambios en los ciclos de luz/ oscuridad: Las jaulas fueron alojadas en una habitación

distinta para alterar los ciclos normales de luz/oscuridad. 8) Viruta CF-1: se reemplaza la viruta de la caja por la

viruta de un ratón CF-1. 9) Sacudida: un grupo de 5 ratones son restringidos de movimiento y puestos en un

vibrador orbital a 150 rpm. Además, los ratones que forman parte del protocolo de estrés permanecieron
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constantemente en aislamiento social y alojados sin el enriquecimiento ambiental rutinario (conos y material

de cama).

Tabla 2: Estresores Leves

7.3 Comportamiento

Para la medición de los test de comportamiento los animales se trasladaron en sus respectivas jaulas a la

sala de conducta y fueron aclimatados por al menos 1 hora. Los test se realizaron de 10:00 a 16:00 hrs

(durante el ciclo de luz). El estado del pelaje y peso fueron realizados en la sala de procedimientos.

7.3.1 Ganancia de peso y estado de pelaje:

Se evaluó la ganancia de peso (GP) y el estado del pelaje el día antes de comenzar los protocolos, y

posteriormente los lunes y jueves de manera rutinaria durante todo el procedimiento. La evaluación del

pelaje consistió en la evaluación del estado de siete partes corporales: cabeza, cuello, espalda, abdomen,

cola, patas traseras y patas delanteras. Hay 3 posibles puntajes de evaluación: cuando el pelaje esta liso y

brillante se asigna “0” puntos; cuando el pelo esta despeinado y puntiagudo es “0,5” puntos; el puntaje “1”

es cuando el pelaje está en mal estado con ligeros pelones en la zona. El puntaje máximo obtenible es 7

puntos. La escala será de 0 a 7, un continuum que va de buen a mal estado.
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7.3.2 Prueba de campo abierto:

Los ratones se introdujeron en el centro de la caja de campo abierto (40 cm de largo, 40 cm ancho y 35 cm

en profundidad). Se grabó durante 5 min y se calculó el tiempo de permanencia en el borde y en el centro

con el software Noldus Ethovision Video Tracking System (Version 7.0; Noldus, Wageningen, Netherlands).

Entre cada prueba se limpió la caja con etanol al 70%, para eliminar rastros olfativos. La caja fue iluminada al

centro de la caja a aproximadamente 45 lux. Antes de la prueba los animales se aclimatan a la sala de

conducta por 1 hora.

7.3.3 Test de tres cámaras con enfoque social:

La caja de acercamiento social es una caja rectangular con tres cámaras internas una central y dos laterales,

que miden 20 cm de largo, 40,5 de ancho y 22 de alto cada una. Cada cámara está separada por un plexiglás

transparente con aberturas que permiten el acceso a las otras cámaras. La prueba consistió en 3 fases

basadas en el protocolo descrito por Yang et al. (2011). La fase I, consta de habituar a los ratones a la

cámara central, para ello se cierran las dos puertas de la cámara y el ratón se coloca en la cámara central

por 10 minutos (no es necesario grabar esta fase). Fase II, consiste en habituar a los ratones a las 3

cámaras, para esto ambas puertas se abren. Esta fase dura 10 minutos, la grabación permite descartar que

los ratones tengan preferencia por una cámara lateral. Fase III, tiene por finalidad probar la sociabilidad de

los ratones. Para ello, hay que confinar al ratón en la cámara central con las puertas cerradas. Introducir en

una cámara lateral el ratón novedoso encerrado en un portalápiz invertido con rejilla metálica blanca y se

posiciono encima un frasco blanco de 20 gramos y en la otra cámara lateral el objeto novedoso, el cual es,

otro portalápiz con un frasco blanco de 20 gramos encima. Se abren las puertas de la cámara central

rápidamente y se graba esta fase. Se ilumina con luz roja de aproximadamente 10 lux. Los objetos fueron

limpiados entre pruebas con alcohol al 70%. Antes de la prueba los animales se aclimataron a la sala de

conducta por 1 hora.

Para calcular “la razón de interacción” se utilizará la siguiente ecuación:

7.3.4 Prueba de preferencia de sacarosa:

Esta prueba consta de dos fases: fase 1 habituación y fase 2 prueba de preferencia. Primeramente, los

ratones son removidos de su jaula habitual y puestos aisladamente en una jaula distinta con comida, agua y

viruta habitual. En la fase 1, se colocan botellas para beber, ambas con agua por 2 días, la posición de las

botellas es intercambiada el segundo día, y se mide la cantidad de agua tomada para descartar preferencias

de lugar o bebedero. En la fase 2, se presentan dos botellas, una de ellas con agua y la otra con sacarosa al

1% por 2 días. La posición de las botellas fue intercambiada durante el segundo día, para descartar
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preferencia de lugar. El volumen consumido fue medido por día. Para calcular la cantidad de agua y

sacarosa consumida se utilizó la siguiente ecuación:

7.4 Neuroquímica

Para la medición de dopamina se utilizó Voltamperometría cíclica de barrido rápido (FSCV) para caracterizar

la liberación y captación de DA presináptica, así como la capacidad de la terminal de responder a patrones

de estimulación fásica en el NAc Shell Lateral.

7.4.1 Realización de rebanadas

Los ratones fueron decapitados bajo anestesia con isoflurano. El cerebro fue extraído rápidamente y se

obtuvieron rebanadas coronales de NAc de 300 µm utilizando un Microtomo Vibratorio (modelo vibroslice

VSL; World Precision Instruments, Sarasota, FL, EE. UU.). Los cortes se realizaron en Líquido

Cefalorraquídeo Artificial (aCSF) a una temperatura de 1-4 °C, cuya composición fue: NaCl 126,0 mM, NaHCO

3 25,0 mM, glucosa 11,0 mM, KCl 2,5 mM, CaCl 2 2,4 mM, MgCl 2 1,2 mM, NaH2PO4 1,2 mM y ácido

L-ascórbico 0,4 mM. El aCSF fue burbujeado con gas carbógeno (95% O2; 5% CO 2; pH 7,4; Linde Gas Chile

SA). Las rebanadas fueron incubadas en aCSF por 45 minutos a temperatura ambiente (20-24 C°) antes de

comenzar los registros.

7.4.2 Voltametría Cíclica de Barrido Rápido

Transcurrido el tiempo de incubación, una rebanada fue transferida a la cámara de registro y perfundida

con aCSF carbogenado y a una temperatura de 32 °C. Se realizó registro de DA con un electrodo de fibra de

carbono, la fibra de carbono se recortó manualmente bajo microscopio obteniendo un largo aproximado

de 150μM. Este electrodo de trabajo escanea aplicando un barrido de onda triangular de −0,4 a +1,2 a −0,4

V/s versus Ag/AgCl a una velocidad de 400 V/s cada 100 ms usando un voltamperímetro/amperímetro

(modelo Chem-Clamp Potenciostat, Dagan Corporation, Minneapolis, MN, EE. UU.) esta técnica permite

detectar un cambio en la corriente cuando la DA se oxida a +0,6 V en la rampa de voltaje y luego se reduce

cuando el voltaje vuelve a -0,4 V. Además, se utilizó un electrodo de referencia Ag/AgCl (modelo EP2; World

Precision Instruments, Sarasota, FL, EE. UU.) posicionado a un costado de la cámara de registro y

sumergido en el buffer durante la realización de registros. Se estimuló con un electrodo bipolar concéntrico

(modelo 30200; FHC, Bowdoin, ME, EE. UU.) con los siguientes parámetros: monofásico, 4 ms y 400 μA

(aislador de estímulo actual NL800A; Digitimer, Ltd., Hertfordshire, Reino Unido).

En base a la literatura antes expuesta el estrés crónico afecta de manera diferencial la actividad y liberación

tónica y fásica de las neuronas que proyectan al NAc (Di Chiara et al., 1999; Zhong et al., 2018; Tye et al.,

2013). Para evaluar la dinámica de liberación de DA, se posicionaron los electrodos en el NAc Shell Lateral

(Figura 3) se estimuló con un solo pulso de 400 μA cada 5 min en busca de un basal estable (6 colecciones

con un peak dentro del 10% de variabilidad). La estimulación de un solo pulso modela liberación Tónica
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(Ferris et al., 2013). Luego para modelar la liberación Fásica se aplicaron trenes de 5 pulsos de 400 μA a

distintas frecuencias 5, 10, 20, 40 y 100 Hz. Al final de cada experimento los electrodos de trabajo se

calibraron utilizando aCSF que contenía 3μM de DA.

Figura 3. Izquierda: Diagrama representativo de una rebanada coronal. La mitad inferior señala la ubicación

del Shell Lateral del NAc. Las líneas negras con punta hexagonal indica la posición del “Electrodo de

estimulación" y las líneas negras con punta triangular señala el “Electrodo de Fibra de Carbono” en el Shell

Lateral. Las barras con color de relleno negro son pesos de material platino que usualmente se utilizan para

inmovilizar y prevenir que la rebanada flote. Imagen Modificada de Paxinos & Franklin (2004). Derecha:

Fotografía registro de una rebanada de ratón del presente estudio, la cual, presenta todos los elementos

mencionados en el diagrama de la izquierda.

Una vez obtenido un basal estable, se aplicó un protocolo de estimulación que constaba de trenes de 5

pulsos a frecuencias de 5, 10, 20, 40 y 100 Hz. Para la recopilación de datos, se utilizaron dos tarjetas de

adquisición de National Instruments (NI-DAQ; PCI-6711 y PCI-6052e; National Instruments, Austin, TX, EE.

UU.) para interconectar el potenciostato y el estimulador con el software Demon Voltammetry and

Analysis (Wake Forest Health Sciences, Winston-Salem, Carolina del Norte, EE. UU.) Terminado el registro

se procedió a calibrar el electrodo de fibra de carbono con ACSF que contenía 3 μM DA.
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8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

El análisis estadístico se realizó con GraphPad Prism v9.0.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, Estados

Unidos). Los datos son expresados como promedios ± Error Estándar de la Media (EER, o SEM por sus

siglas en inglés), y p < 0,05 se consideró estadísticamente significativo en todas las pruebas.

Todos los datos se analizaron utilizando la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si se ajustaban a la

distribución normal. Se utilizó ANOVA de dos vías de medidas repetidas para los datos de medidas

biológicas. Se utilizó ANOVA de dos vías para los datos de comportamiento y tambien, para los datos

obtenidos por Voltametría Cíclica de Barrido Rápido. Para el análisis post hoc se utilizó la prueba de Tukey

en los datos de comportamiento, la prueba de Fisher para la comparación de múltiples grupos en los datos

obtenidos por Voltametría Cíclica de Barrido Rápido. Finalmente, en la relación Fásico/Tónico se utilizó

Test-T no pareado.
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9. RESULTADOS

9.1 Medidas Biológicas de los efectos de UCMS

Respecto al estado del pelaje el UCMS aumentó el puntaje en ambos genotipos (Two-Way Repeated

Measures ANOVA, F (3,38) = 33.05, p <0,00001). Siendo significativo desde la semana 1 tanto para el grupo

EAAT3glo (post hoc Tukey test: EAAT3glo – CTRL vs EAAT3glo – UCMS, t = 25.90, p<0,00001) como también

para EAAT3glo/CaMKII (post hoc Fisher test: EAAT3glo/CaMKII vs EAAT3glo/CaMKII – UCMS, t = 14.85, p <

0.00001). Sin diferencias significativas entre grupos controles (post hoc Fisher test: EAAT3glo– CTRL vs

EAAT3glo/CaMKII – CTRL, t = 1.75, p = 0.6048). Finalmente, los grupos sometidos a estrés presentan

diferencias (post hoc Fisher test: EAAT3glo– UCMS vs EAAT3glo/CaMKII – UCMS, t = 9.48, p < 0.0001).

El protocolo UCMS produjo una reducción de la ganancia de peso (Two-Way Repeated Measures ANOVA, F

(3, 38) = 24,89, p < 0.0001). Este efecto fue significativo desde la semana 1 tanto para el grupo EAAT3glo

(post hoc Tukey test: EAAT3glo– CTRL vs EAAT3glo– UCMS, t = 18.97, p<0,0001) como también para

EAAT3glo/CaMKII (post hoc Fisher test: EAAT3glo/CaMKII vs EAAT3glo/CaMKII – UCMS, t = 11.32, p < 0.00001).

Sin diferencias significativas entre grupos controles (post hoc Fisher test: EAAT3glo– CTRL vs

EAAT3glo/CaMKII – CTRL, t = 0.77, p = 0.9472). Finalmente, los grupos sometidos a estrés presentan

diferencias (post hoc Fisher test: EAAT3glo– UCMS vs EAAT3glo/CaMKII – UCMS, t = 7.02, p < 0.0001).

Figura 4: Efectos de 6 semanas de UCMS en medidas biológicas en ratones con sobreexpresión de EAAT3.

(A) Estado de pelaje (B) Ganancia de peso. Control: EAAT3glo n = 10 y EAAT3glo/CaMKII n = 10, y UCMS:

EAAT3glo n = 11 and EAAT3glo/CaMKII n = 11. Todos los datos reflejan la media ± SEM y el análisis estadístico

utilizado fue ANOVA de dos vías de medidas repetidas ( *****p<0.00001).
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9.2 Comportamiento similar a la depresión.

Se realizaron pruebas de comportamiento para medir el comportamiento hedónico y la sociabilidad de los

distintos grupos.

La prueba de preferencia a la sacarosa mide el comportamiento hedónico. No se encontraron diferencias

por el Genotipo (Two-Way ANOVA, F (1, 38) = 3,611, P=0,0650), pero si por la Condición (Two-Way ANOVA, F

(1, 38) = 16,29, P=0,0003) y presenta una interacción entre Condición y Genotipo (Two-Way ANOVA, F (1, 38)

= 8,698, P=0,0054). El UCMS disminuyó la preferencia a la sacarosa en los ratones EAAT3glo comparados con

los grupos: EAAT3glo no estresados (post hoc Test de Tukey: EAAT3glo: Ctrl vs. EAAT3glo: UCMS, p < 0,0001);

EAAT3glo/CaMKII no estresados (post hoc Test de Tukey: EAAT3glo/CaMKII: Ctrl vs. EAAT3glo: UCMS, p =

0,0009) y EAAT3glo/CaMKI estresados (post hoc Test de Tukey: EAAT3glo: UCMS vs. EAAT3glo/CaMKII: UCMS,

p =0,0061). Por otro lado, los ratones EAAT3glo/CaMKII sometidos a UCMS no muestran cambios en la

preferencia a la sacarosa comparados con EAAT3glo/CaMKI no estresados (post hoc Test de Tukey:

EAAT3glo/CaMKII: Ctrl vs. EAAT3glo/CaMKII: UCMS, p = 0,8680).

Se midió sociabilidad a través de la prueba de sociabilidad de tres cámaras. El comportamiento social se

midió con la Razón de Interacción, no se encontraron diferencias por la Condición (Two-Way ANOVA, F (1,

38) = 1,890, P=0,1773), pero si por el Genotipo (Two-Way ANOVA, F (1, 38) = 6,852, P=0,0126) y presenta una

interacción entre Genotipo y Condición ((Two-Way ANOVA, F (1, 38) = 1,890, P=0,1773). El UCMS disminuyó

la interacción social en los ratones EAAT3glo comparados con los grupos: EAAT3glo no estresados (post hoc

Test de Tukey: EAAT3glo: Ctrl vs. EAAT3glo: UCMS, p = 0.0308); EAAT3glo/CaMKII no estresados (post hoc Test

de Tukey: EAAT3glo/CaMKII: Ctrl vs. EAAT3glo: UCMS, p = 0.0308) y EAAT3glo/CaMKII estresados (post hoc

Test de Tukey: EAAT3glo: UCMS vs. EAAT3glo/CaMKII: UCMS, p = 0,0023. Por otro lado, los ratones

EAAT3glo/CaMKII sometidos a UCMS no muestran déficits sociales comparados con EAAT3glo/CaMKII no

estresados (post hoc Test de Tukey: EAAT3glo/CaMKII: Ctrl vs. EAAT3glo/CaMKII: UCMS, p = 0,7802).

Figura 5: Efectos de la expresión condicional de EAAT3 bajo el promotor CaMKII sobre la conducta similar a

la depresión en condiciones basales y sometidas a UCMS. (A) Sin cambios en la preferencia a la sacarosa.
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(B) sin disminución en la interacción social. Todos los datos reflejan la media ± SEM y el análisis estadístico

utilizado fue ANOVA de dos vías con test para múltiples comparaciones (*p < 0,05, **p < 0,01,***p < 0.001

y ****p < 0.0001).

9.3 Liberación y recaptación de DA evocada por un solo pulso

Se utilizó FSCV, una técnica electroquímica que permite medir la liberación de DA en una resolución menor

a los subsegundos. Esta técnica se utilizó ex vivo en el NAc Shell lateral para evaluar los efectos del UCMS y

el Genotipo en la concentración liberada y recaptura de DA ante 1 solo pulso.

Se encontraron diferencias entre la condición CTRL y UCMS en la concentración de DA evocada por un solo

pulso (Fig 6A) (ANOVA de dos vías; Condición: [F (1, 27) = 4,915; p = 0,0352]; Genotipo: [F (1, 27) = 0.1450,

P=0.7063]; Interacción: [F (1, 27) =2.417; P=0.1316]). Los ratones EAAT3glo sometidos a UCMS presentan una

mayor liberación de DA ante un solo pulso comparados con EAAT3glo sin estrés (post hoc Test de Fisher:

EAAT3glo: Ctrl vs. EAAT3glo: UCMS, p = 0.0117). Por otro lado, encontramos que UCMS no genera un aumento

en la liberación de DA en los ratones EAAT3glo/CaMKII (post hoc Test de Fisher: EAAT3glo/CaMKII: Ctrl vs.

EAAT3glo/CaMKII: UCMS, p = 0.6477). Y en condiciones basales no se observan diferencias en la liberación

entre genotipo (post hoc Test de Fisher: EAAT3glo: Ctrl vs. EAAT3glo/CaMKII: Ctrl, p = 0.2019).

Por otro lado, para comprobar si los los cambios vistos en la DA liberada ante un solo pulso se relacionaban

con cambios en la recaptura a través del transportador de dopamina (DAT), medimos la tasa máxima de

recaptación de DA (Vmax), la cual, no reveló diferencias debido a la condición CTRL o UCMS (Fig. 6B), como

tampoco diferencias entre genotipos (ANOVA de dos vías; Condición: [F (1, 27) = 1.353, p = 0.2549];

Genotipo: [F (1, 27) = 3.572, P=0.0695]; Interacción: [F (1, 27) = 0.1861; P=0.6696]).
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Figura 6: Diferencias en la recaptación y liberación de DA en ratones EAAT3glo/CaMKII y EAAT3glo/CaMKII

sometidos a UCMS. (A) Los ratones EAAT3glo/CaMKII sometidos a UCMS no presentan un aumento en la

liberación de DA evocada por un solo pulso, mientras que los ratones EAAT3glo sometidos a UCMS si

presentan un aumento en la DA evocada a 1 pulso respecto a su grupo control. (B) Tasa máxima de

Recaptación de DA (Vmax). (C) Comparación visual de los trazos de línea promediados que muestran la

liberación de DA (altura del peak) y la Vmax (pendiente descendente) que representa la corriente media ±

SEM en el área sombreada con un diagrama de pseudocolor representativo para cada grupo. Todos los

datos reflejan la media ± SEM y el análisis estadístico utilizado fue ANOVA de dos vías con test para

múltiples comparaciones (*p < 0,05).

9.4 Liberación de DA evocada por múltiples pulsos

Nuestros datos indican que la condición de presencia o ausencia de UCMS tuvo efectos en el porcentaje de

liberación de DA evocada por 5 pulsos a distintas frecuencias (Fig 7. A-C) (ANOVA de dos vías; Condición: [F

(3, 160) = 7,422, P=0,0001]; Frecuencias: [F (4, 160) = 42,45, P<0,0001]; Interacción: [F (12, 160) = 0,3555;

P=0,9765]). Los ratones EAAT3glo sometidos a UCMS presentan una menor porcentaje de liberación de DA

ante la estimulación de 5 pulsos a frecuencias de 5, 10 y 20 Hz, comparados con ratones EAAT3glo sin estrés

(Fig. 7A) (post hoc Test de Fisher: EAAT3glo: Ctrl vs. EAAT3glo: UCMS; 5hz, p = 0,0458; 10 Hz, p = 0,0064; 20hz,

p = 0,0117). Mientras que el ratón EAAT3glo/CaMKII no presenta diferencias en el porcentaje de liberación DA

en comparación con su control no estresado (Fig.7B) (post hoc Test de Fisher: EAAT3glo/CaMKII: Ctrl vs.
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EAAT3glo/CaMKII: UCMS; 5 Hz, p = 0,7479; 10 Hz, p = 0,1661; 20 Hz, p = 0,5773). Tampoco hay diferencias en

condiciones basales sin estrés entre los ratones EAAT3glo vs. EAAT3glo/CaMKII (Fig 7.C) (post hoc Test de

Fisher: EAAT3glo vs. EAAT3glo/CaMKII; 5hz, p = 0,6137; 10hz, p = 0,2498; 20hz, p = 0,1787).

Este efecto también se refleja en el cálculo de la relación Fásico/Tónico, que compara la liberación de DA

ante 5 pulsos a 20 hz con la liberación de DA provocada ante un solo pulso. El UCMS redujo la relación

Fásico/Tónico en el grupo EAAT3 (Fig. 7D, Test-T= 2,424, df= 16, P= 0,0276). Mientras que el EAAT3glo/CAMKII

tiene su relación Fásico/Tónico sin cambios significativos después del UCMS (Fig. 7E, Test-T= 0,489, df= 16,

P= 0.6315).

Figura 7: DA evocada por estimulación de 5 pulsos a frecuencias de 5, 10, 20, 40 y 100 Hz en rebanadas

coronales de Shell Lateral del NAc. (A-C) Porcentaje de cambio de la DA liberada por un protocolo de

múltiples pulsos en relación con la DA liberada ante 1 solo pulso. (A) Los ratones EAAT3glo sometidos a

UCMS presentan un menor porcentaje de liberación de DA ante la estimulación de 5 pulsos a frecuencias de

5, 10 y 20 Hz, comparados con ratones EAAT3glo sin estrés. (B) El ratón EAAT3glo/CaMKII no presenta

diferencias en el porcentaje de liberación DA en comparación con su control no estresado. (C) Los ratones
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EAAT3glo vs. EAAT3glo/CaMKII no presentan diferencias en el porcentaje de liberación. (D) La relación

Fásico/Tónico fue significativamente menor en los ratones EAAT3glo sometidos a UCMS. (E) No hay

diferencias significativas en la relación Fásico/Tónico en los ratones EAAT3glo/CaMKII sometidos a UCMS.

ANOVA de dos vías con múltiples comparaciones (Fig. 7 A-C) y Test-T no pareado (Fig. 7 D-E) (*p < 0,05;

**p< 0,01). El gráfico de barras muestra la media ± SEM.
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10. DISCUSIÓN

En este estudio se utilizó un protocolo de UCMS, en el cual, luego de 5 semanas de estrés ambos grupos

EAAT3glo/CaMKII y EAAT3glo tuvieron déficit en el aumento de peso y deterioro del pelaje, con una

atenuación del deterioro en el grupo EAAT3glo/CaMKII. Además, el grupo EAAT3glo/CaMKII sometido a UCMS

no presenta comportamiento similar a la depresión y alteraciones en la dopamina evocada en el NAc,

mientras que el ratón EAAT3glo sometido a estrés si presenta estas alteraciones.

10.1 Medidas Biológicas

El deterioro del estado del pelaje observado en ambos grupos EAAT3glo y EAAT3glo/CaMKII durante la

aplicación del protocolo de UCMS (Fig. 4A) puede estar relacionado con alteraciones en el acicalamiento.

Se ha demostrado en roedores que el estrés agudo modula el patrón y la frecuencia del acicalamiento

(Kalueff & Tuohimaa, 2004) y se ha evidenciado que ratones sometidos a UCMS disminuyen la duración y

frecuencia de acicalamiento ante una prueba de splash (Nollet, 2021). Esta medida puede ser interpretada

como una disminución del autocuidado y arreglo personal (Willner, 2005).

Por otro lado, ambos grupos EAAT3glo y EAAT3glo/CaMKII sometidos a UCMS presentan una disminución en

la ganancia de peso en relación con sus controles sin estrés (Fig. 4B). La disminución de la ganancia de peso

en el ratón C57Bl/j desafiados a UCMS está bien documentada (Nollet, 2021). El mecanismo preciso por el

cual el UCMS afecta la ganancia de peso no se comprende bien. En otros paradigmas de estrés se ha

demostrado que el estrés crónico por restricción disminuye la ingesta diaria de alimentos durante los

primeros días de la aplicación del protocolo de estrés (Jeong et al, 2013), en los días posteriores, se cree

que el bajo peso se mantiene debido al aumento del gasto energético y temperatura corporal (Bhatnagar

et al., 2006).

Finalmente, aunque ambos grupos sometidos a estrés presentaron deterioro en el estado de pelaje y

disminución de ganancia de peso comparados con sus controles sin estrés (Fig. 4 A-B), en ambas medidas

se encontraron diferencias significativas entre los grupos estresados EAAT3glo y EAAT3glo/CaMKII, indicando

un menor deterioro en estas medidas en el grupo EAAT3glo/CaMKII, diferencia que podría indicar que la

sobreexpresión EAAT3glo condujo a una atenuación de los efectos del estrés.

10.2 Test de comportamiento

Los ratones EAAT3glo (controles) sometidos a UCMS mostraron un déficit a la recompensa natural,

específicamente, preferencia por la sacarosa (Fig. 5A). Este resultado es esperable dado que una amplia

literatura respalda que el UCMS produce efectos anhedónicos (Nollet, 2021; Willner, 2005).

En principio, la disminución en la preferencia a la sacarosa podría reflejar una anhedonia de consumación.

Treadway & Zald (2011) proponen dos tipos de Anhedonia, la Anhedonia de Consumación y la Anhedonia

Motivacional. Categorización que se corresponde respectivamente con “Placer” (o “liking”) y “Deseo” (o

“wanting”) propuesto en la literatura preclínica, los cuales, son disociables y tienen sustratos neurológicos

diferentes (Berridge and Robinson, 1998, 2003). El “Placer” esta mediado en gran parte por opioides

endógenos en regiones como el Núcleo Accumbens (NAc) y palio ventral (Smith, & Berridge, 2007); por
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otro lado, los circuitos dopaminérgicos mesocorticolímbico parecen ser necesarios para el “Deseo”, siendo

la proyección más estudiada el VTA hacia el NAc (Parte del estriado ventral) (Treadway & Zald, 2011). Dado

que personas con TDM en la prueba de sabor dulce no han mostrado una diferencia en el impacto hedónico

comparado con los controles (Berlin et al., 1998), diversos autores sospechan que la anhedonia

motivacional es la que esta alterada en el TDM (Treadway & Zald, 2011; Pizzagalli, 2014).

El “liking” y el “wanting” funcionan en conjunto en el comportamiento normal ante una recompensa. Los

ratones con deficiencia de DA (Pérdida de enzimas sintéticas de DA) sin estrés mantienen su preferencia a

la sacarosa, sin embargo, su ingesta total de sacarosa y el número de lamido es menor comparado con sus

controles (Cannon & Palmiter, 2003). Se ha demostrado que ratas acostumbradas a soluciones con

sacarosa al 4%, son expuestas a una nueva concentración de sacarosa al 32%, experimentan un aumento en

la concentración extracelular de DA en el NAc correlacionado con un mayor número de lamidas, que las

ratas controles mantenidas a concentraciones de sacarosa al 32% (Phillips & Ahn, 2022). También se ha

demostrado un aumento en la actividad de las neuronas DAérgicas del Shell lateral ante el consumo de

agua con sacarosa, codificando Valor motivacional (de Jong et al., 2019). Incluso se ha visto que en ratones

sometidos a UCMS (de 8 a 12 semanas) la reducción de preferencia a la sacarosa se restauró ante la

estimulación fásica de neuronas DAérgicas en el VTA aumentando el comportamiento de lamido, mientras

que la inhibición de las neuronas DAérgicas del VTA en animales control sin estrés redujo la preferencia por

sacarosa (Tye et al., 2013). Estos datos han demostrado un vínculo entre el circuito DAérgico y el esfuerzo

realizado en el número de lamidas en soluciones con sacarosa, esto podría sugerir que el UCMS produce

anhedonia motivacional hacia la preferencia a la sacarosa encontrada en el grupo EAAT3glo.

Respecto al test de tres cámaras con enfoque social, se encontró que el grupo control EAAT3glo sometido a

UCMS presenta un déficit en la sociabilidad (Fig. 5B). En la misma línea, se ha visto que el UCMS provoca

déficits sociales en ratas (D'Aquila et al., 1994). Respecto a su correlato neurobiológico, se ha demostrado

una relación entre la actividad del VTA-NAc y la interacción social, además su control optogenético modula

el comportamiento social (Gunaydin et al., 2014). Por otro lado, se ha visto que las neuronas del Shell

Lateral del NAc están involucradas en la codificación de la proximidad social (Espinosa et al., 2022).

Finalmente, la sobre expresión de EAAT3 protegió al ratón EAAT3glo/CaMKII de los efectos negativos del

UCMS como la anhedonia motivacional en el test de preferencia a la sacarosa, y de los déficits en

sociabilidad en el test de tres cámaras con enfoque social (Fig. 5A-B).

10.3 Liberación de DA y Recaptura

Demostramos que los ratones EAAT3glo sometidos a UCMS presentan un aumento en la liberación de DA

evocada a un solo pulso (Fig. 6A). Una posible explicación podría involucrar una potenciación de la sinapsis

excitatoria debido al aumento de la función/número de AMPA en las neuronas DAérgicas del VTA, generada

por la activación de receptores de glucocorticoides (Daftary et al., 2009; Saal et al., 2003). También se ha

visto que el CRF aumenta acetilcolina y aumenta la liberación de DA ante estresores agudos, a través de
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receptores nicotínicos y muscarínicos (Lemos et al., 2019; Chen et al., 2012). Se sabe que el UCMS eleva

persistentemente los niveles de glucocorticoides y produce un aumento en la densidad de neuronas que

contienen CRF en las neuronas del PVN y amígdala (Malta et al., 2021; Wang et al., 2010).

Otra posible explicación respecto al aumento en la liberación de DA a un solo pulso en el grupo EAAT3glo

sometidos a UCMS, podría ser un aumento en la síntesis de DA. En consonancia con esto, se ha informado

que el UCMS de 7 semanas aumenta la DA en contenido tisular del NAc medido por HPLC (Willner et al.,

1991). En el mismo sentido, una duración de 3 semanas estrés crónico leve aumenta la liberación de DA en

el NAc medida por Voltametría cíclica de barrido rápido in vivo, aquella tendencia se mantiene en la

medición ex vivo, pero sin ser significativa (Stamford et al., 1991). Esto puede ser contradictorio con la

evidencia de la disminución del metabolito de DA en pacientes con TDM, lo cual, sugiere una disminución

de DA (Mitani et al. 2006). Distintos autores sugieren que el estrés produce efectos bifásicos, aumentando

el contenido de DA durante las primeras semanas de estrés y disminuyendo frente a estresores crónicos de

varias semanas (Douma & de Kloet, 2020; Baik, 2020). Se ha reportado que el estrés crónico por

inmovilización de 16 semanas produce neurodegeneración en neuronas DAérgicas en el VTA (Douma & de

Kloet, 2020). Esto podría sugerir que una duración similar a 16 semanas de UCMS podría resultar en

hallazgos similares y significativos respecto a la pérdida de neuronas DAérgicas, y por tanto en menor

contenido de DA y su metabolito. A pesar de la extensa evidencia disponible hay resultados contradictorios

(Revisar: Hill et al., 2012; Douma & de Kloet, 2020; Baik, 2020; Stanton et al., 2019), que no permiten

sostener decisivamente que los resultados en la liberación a un solo pulso se deban a un cambio en el

contenido de DA en el NAc.

Los ratones EAAT3glo/CaMKII desafiados a UCMS no presentaron un aumento de liberación de DA ante un

solo pulso (Fig. 6A). Una posible explicación es que la sobreexpresión de EAAT3 resulta en una protección

ante el estrés crónico en la corteza prefrontal e hipocampo, regiones que regulan la actividad del PVN y

liberación de CRF, impidiendo la elevación persistente de niveles de glucocorticoides y aumento en la

densidad de neuronas que contienen CRF en las neuronas del PVN y amígdala. Otra posible explicación es

que la resiliencia se deba a la sobreexpresión de EAAT3 local en las neuronas dopaminérgicas, en las cuales

se ha descrito que está expresado este transportador (Underhill et al., 2014), y que su mayor actividad en

estas neuronas tenga un rol “protector” en el impacto del estrés mediado por el control glutamatérgico.

Se requieren experimentos futuros para distinguir si la resiliencia al estrés crónico se debe a la

sobreexpresión de EAAT3 sobre las neuronas DAérgicas del VTA que proyectan al NAc o se debe a la

sobreexpresión sobre regiones externas como el hipocampo y corteza prefrontal.

En la técnica FSCV ex vivo se considera que las estimulaciones de un solo pulso modelan activación tónica

de las neuronas DAérgicas (Ferris et al., 2013). Apresuradamente se podría inferir que el ratón control

estresado presenta una liberación tónica o basal elevada in vivo. Pero es relevante resaltar que la liberación

tónica in vivo es independiente de estimulación y proviene de la actividad aleatoria de neuronas

individuales, mientras que esta técnica ex vivo produce liberación sincronizada de poblaciones de

terminales DAérgicas por la estimulación eléctrica (Ferris et al., 2013). Además, la técnica de acercamiento
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de estudio ex vivo utilizada nos limita a la hora de estudiar las aferencias de las neuronas DAérgicas a nivel

de VTA. Existe diversa evidencia que ha reportado que las neuronas DAérgicas disminuyen la frecuencia de

disparo tónico después de desafiar a los roedores a un protocolo de UCMS (Zhong et al., 2018; Tye et al.,

2013). En la misma línea, se ha evidenciado en ratas que la hiperactividad de la Corteza Prefrontal Infra

Límbica impulsa la actividad de la Amígdala Basolateral activando el Pálido Ventral (VP) resultando en la

inhibición de las neuronas DAérgicas del VTA, y de manera paralela, la corteza prefrontal infra límbica

inhibe el núcleo reuniens del tálamo, lo cual, resulta en la disminución de la actividad del Subiculum ventral

del Hipocampo, disminuyendo el tono GABAérgico del NAc sobre el Pálido Ventral (Belujon & Grace, 2017).

Respecto al Vmax se demostró que no hay diferencias entre los grupos (Fig. 6B). Esto es consistente con

datos previos que indican no hay diferencias en la cantidad de DAT entre ratones EAAT3glo y

EAAT3glo/CaMKII (Escobar et al., 2021). Por otro lado, han demostrado diferencias en la expresión de DAT

por UCMS en ratas (Sedaghat et al., 2019). Esta discrepancia podría explicarse en las diferencias de especie,

dado que en este trabajo se utilizaron ratones.

10.4 Liberación de DA ante múltiples pulsos

Como se expuso anteriormente el estrés crónico afecta de manera diferencial la actividad y liberación

tónica y fásica de las neuronas que proyectan al NAc (Di Chiara et al., 1999; Zhong et al., 2018; Tye et al.,

2013). Para evaluar la dinámica de liberación de DA se realizó un protocolo de múltiples pulsos que consiste

en la aplicación de trenes de 5 pulsos de 400 μA a distintas frecuencias 5, 10, 20, 40 y 100 Hz.

Demostramos que el porcentaje de liberación obtenida por múltiples pulsos en el grupo EAAT3glo tuvo una

disminución significativa comparado con su grupo sin estresar (Fig. 7A). Los Canales de nucleótidos cíclicos

activados por hiperpolarización (HCN, siglas en inglés) son canales que permean iones, con mayor

selectividad a K+, sobre Na+, se activan por hiperpolarización del voltaje de membrana -70 mV o menor,

conduciendo una corriente Ih de entrada en neuronas, favoreciendo la excitación y manteniendo el

potencial de membrana cerca del umbral del potencial de acción (Combe & Gasparini, 2021; Chang et al.,

2019). Se ha demostrado que neuronas DAérgicas del VTA lateral que se proyectan al shell lateral presentan

una gran corriente Ih (Lammel et al., 2011) y estudios han implicado la presencia de HCN en terminales

presinápticas (Huang & Trussell, 2011), esto podría sugerir la presencia de este canal en las terminales

DAérgicas presentes en el NAc shell de la rebanada coronal. En la misma línea, la aplicación del protocolo

de UCMS produce una disminución de Ih en las neuronas de DA del VTA lateral (Zhong et al., 2018). Ya que

estas corrientes Ih están fuertemente relacionadas con la actividad de marcapasos y su menor presencia

aumenta el retraso en el rebote despolarizante luego de la hiperpolarización bajo condiciones de

Current-Clamp (Neuhoff et al., 2002). La disminución de las corrientes Ih producto de UCMS podrían

explicar la disminución de DA liberada ante la estimulación de pulsos múltiples a distintas frecuencias en el

grupo EAAT3glo, dado que después de un potencial de acción las neuronas suelen entrar en un estado

hiperpolarizado, los pulsos posteriores al primer pulso reclutan, de este modo, menos neuronas DAérgicas

resultando en una menor sinergia de liberación máxima de DA. Se ha visto que la activación de CRF-R1

mejora la Ih, a través de PKC en las neuronas DAérgicas del VTA (Wanat et al., 2008). Por otro lado, los
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glucocorticoides regulan negativamente el ARNm de CRF-1 en la hipófisis (Iredale & Duman, 1997).

Asumiendo un mecanismo similar, la disminución de CRF-R1 en las neuronas DAérgicas del VTA lateral

podría explicar la disminución de la Ih. En suma, la eliminación de HCN2 mediada por shRNA en el VTA imita

el comportamiento similar a la depresión en ratones sin estrés, mientras que la sobreexpresión de HCN2

protege de los comportamientos inducidos por UCMS (Zhong et al., 2018).

El shell lateral del NAc está involucrado fuertemente en la recompensa, dado que se ha demostrado que

forma parte de un circuito de retroalimentación desinhibitoria sobre el VTA, a través de la inhibición de

neuronas GABA (Yang et al. 2018). Se ha registrado que el Shell lateral aumenta la actividad de las neuronas

DAérgicas ante estímulos recompensantes como el consumo de agua con sacarosa, mientras que una

inhibición ante estímulos aversivos como el shock eléctrico en los pies (de Jong et al., 2019). Dado que la

actividad fásica codifica eventos recompensantes, se postula que estas neuronas codifican Valor

Motivacional (Bromberg-Martin et al., 2010). En adición, la estimulación optogenética de la entrada

excitatoria de neuronas DAérgicas que se proyectan al Shell Lateral provoca preferencia de lugar

condicionada (Lammel et al., 2012).

Aquí, informamos que la relación Fásico/Tónico está disminuida en los ratones EAAT3 sometidos a UCMS

(Fig. 7D). Esto podría ser comprendido desde la teoría de la Señal-Ruido, desde la cual se puede inferir que

una línea base elevada logra un menor valor de cambio (o diferencia temporal) hacia la DA fásica liberada

por un estímulo recompensante, resultando en una señal de DA fásica menos destacada en relación con el

ruido de fondo (Wanat et al., 2009). Probablemente esto generaría una dificultad en la comunicación y

etiquetado del Valor Motivacional hacia las neuronas postsinápticas y estructuras cerebrales relacionadas.

Respecto al grupo EAAT3glo/CMKII este no presenta diferencias en la dinámica de liberación de DA (Fig. 7B)

y, por tanto, no presenta diferencias en la relación Fásico/Tónico (Fig. 7E). Como se detalló anteriormente,

la sobreexpresión del transportador EAAT3 ejerce un rol protector ante el estrés crónico.

Finalmente, no se encontraron diferencias en la liberación de DA evocada ante un solo pulso (Fig. 6 A),

como tampoco ante múltiples pulsos (Fig. 7C) entre los grupos controles EAAT3glo y EAAT3glo/CaMKII. Esto

parece contradictorio dado que mediciones anteriores indican una diferencia en la liberación basal y ante la

administración de anfetamina entre EAAT3glo y EAAT3glo/CaMKII (Escobar et al., 2021). Una posible

explicación es que las alteraciones vistas en la liberación de DA en el estriado dorsal no se replican en el

NAc, dado que son estructuras con características distintas que reciben inputs DAérgicos distintos, el NAc

recibe principalmente inputs DAérgicos del VTA, mientras que el estriado dorsal recibe principalmente

inputs de la sustancia nigra. Otra explicación es que la alteración en la liberación de DA vista por Escobar et

al. (2021) se deba a un control ejercido por inputs excitatorios e inhibitorios sobre los cuerpos celulares del

VTA, y en la preparación de rebanadas coronales de NAc estas aferencias quedan eliminadas.
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11. CONCLUSIONES

Nuestra hipótesis de trabajo refería a que el ratón que sobreexpresa EAAT3 bajo el promotor CaMKII no

presenta una disminución en la liberación de DA en el NAc en la condición de estrés crónico leve

impredecible. Los resultados en este trabajo contribuyen a sostener aquella hipótesis, dado que los ratones

EAAT3glo/CaMKII sometidos a UCMS efectivamente no presentaron una disminución en la liberación de DA

ante la estimulación fásica en NAc Shell Lateral. Por otro lado, los animales control sometidos a UCMS

presentaron una disminución en la liberación fásica, sin embargo y sorprendentemente, presentaron un

aumento en la liberación de DA ante la estimulación de pulso único. Además, hemos corroborado que el

ratón con sobreexpresión desafiado a UCMS no presenta comportamientos depresivos ni deterioro de la

sociabilidad. Mientras que el grupo EAAT3glo desafiados a UCMS presentan deterioro en el comportamiento

similar a la depresión y sociabilidad.

Este estudio ha permitido responder a la pregunta: ¿La resiliencia del ratón EAAT3/CaMKII ante el estrés

crónico se debe a cambios en la transmisión de DA en el NAc? Decantando por una falta de cambios en la

liberación de DA.
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