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RESUMEN

El estrés es un concepto que explica como los seres vivos se adaptan a situaciones
adversas que afectan la homeostasis. El estrés prolongado genera un estado
proinflamatorio en el cerebro predisponiendo el desarrollo de enfermedades mentales
relacionadas con el estrés como es la depresién. Un mecanismo importante para la
regulacion de la respuesta al estrés esta formado por las hormonas del estrés y sus
receptores, en especial los receptores de glucocorticoide (RG) y mineralocorticoide (RM).
El balance de estos receptores en el cerebro regula la resiliencia al estrés que es la
capacidad de adaptarse rapidamente a la adversidad. Cuando el balance de RG y RM se
pierde, la respuesta al estrés se desregula provocando que el cerebro sea mas vulnerable
a desarrollar enfermedades mentales. En esta investigacion se buscé responder la
siguiente interrogante: ¢Es posible modular farmacolégicamente la resiliencia al estrés a
través de los receptores de glucocorticoide y mineralocorticoide? Para esto, se utilizaron
ratas Sprague-Dawley macho que fueron expuestas a un protocolo de estrés llamado
“estrés por derrota social” (EDS) y luego fueron clasificadas como resilientes al estrés en
base a su comportamiento social. Estos animales fueron distribuidos en tres grupos
experimentales y recibieron inyecciones subcutaneas con tres tratamientos diferentes: 1)
Grupo Vehiculo, las ratas fueron tratadas con aceite de sésamo; 2) Grupo Dazucorilant,
las ratas fueron tratadas con un antagonista de los RG llamado dazucorilant; 3) Grupo
Espironolactona, las ratas fueron tratadas con un antagonista de los RM llamado
espironolactona. Se evaluaron los comportamientos similares a la depresién mediante la
prueba de preferencia a la sacarosa (PS) y los marcadores fisioldégicos del estrés
mediante la mediciébn del peso de las glandulas adrenales y la medicion de la

concentracion de corticosterona mediante la técnica ELISA. Nuestros resultados dan



cuenta que las ratas expuestas al protocolo de EDS y tratadas con dazucorilant o
espironolactona presentaron un mayor tiempo en la zona de interaccion dentro de la fase
social de la prueba de interaccion social, un mayor porcentaje de preferencia a la
sacarosa y una mejor respuesta al afrontamiento al estrés medido a través de las
concentraciones séricas de corticosterona al ser comparado con el grupo tratado con
corticosterona, la hormona del estrés. Esta investigacion sugiere que es posible modular
farmacologicamente la resiliencia al estrés y a través de este mecanismo prevenir el

comportamiento similar a la depresion.

Palabras clave: Estrés, resiliencia, corticosterona, receptores de glucocorticoide,

receptores de mineralocorticoide, enfermedades mentales.



ABSTRACT

Stress is a concept that explains how living beings adapt to adverse situations that affect
homeostasis. Prolonged stress generates a pro-inflammatory state in the brain,
predisposing it to the development of stress-related mental illnesses such as depression.
An important mechanism for the regulation of the stress response is formed by stress
hormones and their receptors, especially glucocorticoid (GR) and mineralocorticoid (MR)
receptors. The balance of these receptors in the brain regulates stress resilience, which is
the ability to quickly adapt to adversity. When the balance of RG and MR is lost, the stress
response is deregulated, making the brain more vulnerable to developing mental illnesses.
This research sought to answer the following question: Is it possible to pharmacologically
modulate stress resilience through glucocorticoid and mineralocorticoid receptors? For
this, male Sprague-Dawley rats were used that were exposed to a stress protocol called
“social defeat stress” (SDS) and were then classified as resilient to stress based on their
social behavior. These animals were distributed into three experimental groups and
received subcutaneous injections with three different treatments: 1) Vehicle Group, rats
treated with sesame oil; 2) Dazucorilant group, the rats were treated with a GR antagonist
called dazucorilant; 3) Spironolactone Group, the rats were treated with an MR antagonist
called spironolactone. Depression-like behaviors were evaluated using the sucrose
preference test (SPT) and physiological markers of stress by measuring the weight of the
adrenal glands and measuring corticosterone concentration using the ELISA technique.
Our results show that rats exposed to the SDS protocol and treated with dazucorilant and
spironolactone had a longer time in the interaction zone within the social phase of the
social interaction test, a higher percentage of preference for sucrose and a better

response to coping with stress measured through serum concentrations of corticosterone



when compared with the group treated with corticosterone, the stress hormone. This
research suggests that it is possible to pharmacologically modulate stress resilience and

through this mechanism prevent depression-like behavior.

Key words: Stress, resilience, corticosterone, glucocorticoid receptors, mineralocorticoid

receptors, mental illnesses.



GLOSARIO DE TERMINOS

Alostasis: Proceso activo de adaptacion al estrés que conlleva un costo biolégico que el

organismo debe pagar para lograr la adaptacion y la restauraciéon de la homeostasis.

Campo abierto: Prueba conductual implementada para evaluar la actividad locomotora

de las ratas y analizar conductas similares a la ansiedad.

Depresion: Enfermedad mental que se caracteriza por un trastorno del estado de animo

como bajo animo o una tristeza persistente, asociado a alteraciones del comportamiento.

Estrés por derrota social: Modelo de estrés crénico que consta de una rata Long Evans
residente y una rata Sprague Dawley intrusa, generando cambios en el comportamiento

similares a la depresién como la ansiedad, anhedonia y conducta de evasion social.

Estrés: Es un concepto relacionado con procesos fisiologicos que permiten a los seres

vivos adaptarse ante nuevas situaciones o adversidades.

Interaccion social: Prueba conductual que evalla las respuestas sociales que presenta

una rata Sprague Dawley al enfrentarse a una rata Sprague Dawley conespecifico.

Preferencia a la sacarosa: Prueba conductual que permite evaluar el comportamiento

depresivo en roedores evidenciado por la anhedonia.

Receptores de mineralocorticoide y glucocorticoide (RM y RG): Los receptores de
mineralocorticoide se caracterizan por mantener la sensibilidad del sistema de estrés y
generar las acciones rapidas en las situaciones estresantes y los receptores de
glucocorticoide son esenciales para la recuperacién y la adaptacion al estrés, ademas de
consolidar nuevas memorias. Los RM poseen una afinidad 10 veces mayor por los
glucocorticoides en comparacion a los RG y son expresados mayoritariamente en la

corteza prefrontal, la amigdala y el hipocampo.



Resiliencia al estrés: Es una caracteristica de las personas que poseen una rapida
adaptacion ante las adversidades y lograr la adaptacién al medio, siendo capaz de
generar respuestas y soluciones que guien al mejor estado de salud del organismo con

una resolucion positiva al problema.

Sobrecarga alostatica: Se genera un costo biolégico aun mayor, provocando que el
organismo sea incapaz de adaptarse a la nueva situacion y la homeostasis no sea posible

restablecerse derivando en la neuroinflamacion.

Vulnerabilidad al estrés: Caracteristica de personas que tienen una disminucion en la

resiliencia, teniendo dificultad al momento de adaptarse a los estresores.

10



ABREVIACIONES

ACTH
ce°

CA
cm
CRH
DPN
EDS
ELISA
HPA

LE
PS
RG
RM
SD
SNS
ML

Hormona adrenocorticotrépica
Celsius

Campo abierto

Centimetro

Hormona liberadora de corticotropina
Dia postnatal

Estrés por derrota social

Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima
Hipotalamo — Pituitaria — Adrenal
Interaccioén social

Long-Evans

Preferencia de sacarosa

Receptor de glucocorticoide
Receptor de mineralocorticoide
Sprague-Dawley

Sistema Nervioso Simpatico

Microlitro
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l. INTRODUCCION

1. EL ESTRES Y SU RESPUESTA FISIOLOGICA

El estrés es un concepto relacionado con diversos procesos fisiolégicos que permiten a
los seres vivos adaptarse ante nuevas situaciones o adversidades que se presentan
diariamente en la vida (Selye, 1955). También es un factor que altera la homeostasis
debido a la implicancia que tiene sobre las respuestas fisiolégicas y conductuales,
pudiendo afectar la adaptacion del organismo al nuevo ambiente que se presenta (Duval,
Gonzéalez y Rabia, 2010).

El organismo al verse afectado por cambios en el entorno o estresores, produce un
estado de alerta donde el cuerpo se prepara para enfrentar las posibles opciones que
tiene ante un peligro inminente, activando diversos mecanismos involucrados en la
respuesta al estrés y se dispone a entregar la respuesta conductual denominada “fight-or-
flight” o “lucha o huida” (Fava et al., 2019). Dentro del organismo, esta respuesta provoca
cambios fisiolégicos y la activacion de multiples sistemas que disponen al cuerpo para
enfrentarse al peligro, tales como es el aumento de la circulacion del flujo sanguineo vy el
aumento del ritmo cardiaco mediado por el sistema cardiovascular, la dilatacion de los
bronquios para aumentar la cantidad de oxigeno circulante en sangre siendo controlado
por el sistema respiratorio, la liberacibn de glucosa proveniente del higado y su
conversion de glucdégeno a glucosa, entre otros cambios que se generan para mejorar la

respuesta a la supervivencia del organismo (McCarty, 2016).

El concepto de estrés también explica la relacidbn que existe en el ambiente —fisico y
psicolégico— con el desarrollo de enfermedades mentales (McEwen y Akil, 2020). Este
concepto de estrés provoca gue el cuerpo humano interrumpa su estado de homeostasis
con el ambiente y predispone al cerebro al desarrollo de enfermedades mentales como el
trastorno depresivo (McEwen y Akil, 2020). El cuerpo humano no siempre se encuentra en
un estado de equilibrio, no obstante, para su correcto funcionamiento tiende a buscar el

estado de homeostasis.

Posteriormente se crea un concepto mas completo en comparacion a la homeostasis, el

concepto de alostasis, el cual se define como un proceso activo de adaptacién al estrés
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gue conlleva un costo biolégico en el organismo que debe pagar para lograr la adaptacion
y la restauracion de la homeostasis, tanto interna como con el medio ambiente, logrando

el 6ptimo y correcto funcionamiento del organismo (McEwen y Akil, 2020).

Aunque los conceptos de homeostasis y alostasis pueden parecer similares, el elemento
de la adaptacion que otorga la alostasis es fundamental para entender de mejor manera el
funcionamiento del organismo ante situaciones estresantes debido a la experiencia que se
obtiene de cada caso y que se deriva de las situaciones que viven los individuos en el
transcurso de la vida, consiguiendo la adaptacion y generacion de varios tipos de

memorias y vivencias (Lemos, 2015).

La alostasis es una respuesta ante la necesidad de adaptacion del organismo con la
finalidad de lograr una mejor supervivencia (McEwen y Akil, 2020). Sin embargo, si esta
adaptacion no es posible de concretar, nos enfrentamos a una sobrecarga alostatica donde
el costo biolégico es aun mayor, provocando que el organismo sea incapaz de adaptarse y
la homeostasis no sea posible restablecerse, produciendo un estado inflamatorio que deriva

en un dafo en el cerebro mediante la neuroinflamacién (Fava et al., 2019).

Dentro del concepto de sobrecarga alostatica, se ha descrito la existencia de cuatro
condiciones o tipos de como se puede presentar esta sobrecarga alostatica (Figura 1). La
primera condicion que se muestra en la Figura 1 se refiere a situaciones de estrés
frecuente y repetido de mudltiples factores estresantes que se reiteran en el tiempo e
impiden que el organismo pueda alcanzar la adaptacién al nuevo medio (Pilnik, 2010).
Luego se expone una situacién donde el individuo tiene una falta de adaptacion a los
estresores de una misma categoria, lo que resulta en una exposicion prolongada a las
hormonas del estrés, teniendo como consecuencia una sobrecarga alostatica. Por

ejemplo, las personas gue tienen problemas para hablar en publico (McEwen, 1998).

También existe una respuesta prolongada que puede provocar una sobrecarga alostatica
debido a la incapacidad de desactivar el eje hipotalamico-pituitario-adrenal o eje HPA una
vez finalizado el estrés, no logrando la recuperacion del organismo. Por ejemplo, la
hipersecrecién de cortisol por la noche en personas con enfermedades mentales como la
depresion (McEwen, 2000).
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Y finalmente tenemos la cuarta condicién, una respuesta inadecuada del organismo, lo
gue conduce a una hiperactividad de sistemas compensatorios como la secrecion
inadecuada de glucocorticoides (Pilnik, 2010). Por ejemplo, si la secrecién de cortisol no
aumenta como respuesta al estrés, se genera un aumento en la secrecion de citoquinas

proinflamatorias, que se encuentran reguladas por la accion del cortisol (McEwen, 1998).
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Figura 1. Gréficos representativos de los cuatro tipos de sobrecarga alostética. La figura muestra la respuesta
alostatica normal, donde un estresor inicia una respuesta en el organismo que perdura por un intervalo y luego
se va deteniendo hasta apagarse. Los paneles muestran los cuatro tipos de sobrecarga alostatica: el primer
recuadro (A) muestra una respuesta mdultiple ante el factor estresante; el segundo recuadro (B) muestra la
falta de adaptacion; el tercer recuadro (C) demuestra una respuesta prolongada debido a una tardia
detencion; y el recuadro (D) esté la respuesta inadecuada del organismo que conduce a la hiperactividad de
otros sistemas o mediadores para compensar (McEwen, 1998:174).
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En relacion a situaciones estresantes, encontramos la activacion de dos sistemas
importantes para dar respuesta a la disrupcion de la homeostasis, una respuesta rapida
gue proviene del Sistema Nervioso Simpético (SNS) y una respuesta mas lenta que se
origina del eje hipotalamico-pituitario-adrenal o eje HPA (McEwen y Akil, 2020).

Dentro de la respuesta del SNS encontramos que los mediadores de la respuesta simpatica
del estrés son las catecolaminas que conducen a la liberacion de la noradrenalina y la
adrenalina, ambas secretadas desde la médula de las glandulas adrenales al torrente
sanguineo. La adrenalina aumenta la frecuencia cardiaca y la circulacion sanguinea,

preparando el cuerpo para afrontar el estrés (Dagnino-Subiabre, 2021).

Por otro lado, se activa el eje neuroendocrino HPA que se encuentra mediado por los
glucocorticoides —tal como el cortisol en humanos o la corticosterona en roedores—
siendo secretado desde la corteza adrenal hacia el torrente sanguineo para efectuar su
accion en el cerebro (Dagnino-Subiabre, 2021). Posteriormente, los glucocorticoides al
unirse a sus receptores en el cerebro, los receptores de glucocorticoide (RG) y los
receptores mineralocorticoide (RM), aumentan su actividad neuronal en el nucleo
paraventricular (PVN) del hipotalamo, que tiene la funcién de integrar la informacién
recibida y estimular la produccion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH). Esta
hormona, a su vez induce la liberacion de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) que
circula al torrente sanguineo, finalmente provocando la liberacion de los glucocorticoides
—cortisol o corticosterona— desde las glandulas suprarrenales, generando que los
niveles de cortisol o corticosterona aumenten (McEwen y Akil, 2020). Los glucocorticoides
producidos en glandulas suprarrenales y secretados al torrente sanguineo atraviesan la
barrera hematoencefalica en el cerebro, lo que produce que el sistema se controle
mediante la retroalimentacion negativa del eje HPA y se produzca la adaptacion del

organismo (Rodriguez, Garcia y Franco, 2012).
Cuando no ocurre la adaptacion al estrés el organismo continla secretando

glucocorticoides, generando una sobrecarga alostatica y favoreciendo el desarrollo de

enfermedades mentales (D’Alessio, 2009).
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Este mecanismo de adaptacion se estabiliza al detectar nuevamente los niveles basales de
glucocorticoides (Rodriguez, Garcia y Franco, 2012). Sin embargo, de Kloet plantea que los
RG y RM se deben encontrar en un equilibrio en relacién a su expresién neuroendocrina y

actividad para mantener la homeostasis (de Kloet et al., 2018b).

En un individuo sano, el balance y sefializacion de RG y RM son adaptables y se pueden
alterar ante la demanda que presenta el organismo, pudiéndose generar una respuesta
inadecuada al momento que la energia que requiera el individuo exceda los recursos
existentes en el cuerpo en relacion a su capacidad de adaptacion y afrontamiento hacia el
estrés (de Kloet et al., 2018b). En el caso de las enfermedades mentales se genera un
desequilibrio en su expresién, provocando el balance de los receptores RG/RM, los cuales

se encuentran principalmente concentrados en el cerebro (McEwen, Nasca y Gray, 2016).

Al perderse este balance se genera un aumento en la expresion de ambos receptores en
areas del cerebro que controlan las emociones y la memoria, provocando la disfuncion del
hipocampo, favoreciendo la neuroinflamacion y desencadenando que el cerebro se vuelva
mas vulnerable y se encuentre predispuesto a desarrollar alguna enfermedad mental
relacionada con el estrés, como es la depresién y los trastornos ansiosos (de Kloet et al.,
2018b). Como consecuencia del desbalance, la activacion de RM produce una respuesta
inadecuada, afectando a la respuesta, reaccion y periodo de afrontamiento al inicio del
evento estresante, pero también se puede ver afectada la sefializacion de RG, provocando
gue la respuesta al estrés se prolongue y la recuperacion del individuo se dificulte,

impidiendo la adaptacion al estrés (de Kloet et al., 2018b).

2. LA RESILIENCIA Y VULNERABILIDAD AL ESTRES Y SU ASOCIACION

CON LAS ENFERMEDADES MENTALES

Ante la diversidad de respuestas y comportamientos frente a una misma situacion
estresante, es que se plantea la existencia de dos tipos de personas dependiendo de esta
capacidad de reaccion al estrés: las personas vulnerables al estrés, las cuales no son
capaces de adaptarse a los estresores, y las resilientes al estrés que se caracterizan por

tener una rapida adaptaciéon ante las adversidades (McEwen, 2016).
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La resiliencia al estrés es un proceso biolégico-conductual que se va desarrollando a
través del tiempo cuando los individuos se exponen al estrés y se adaptan a esa situacion
estresante (Dagnino-Subiabre, 2021). Una de sus principales caracteristicas es la
actividad del eje neuroendocrino HPA, el cual debe tener un funcionamiento 6ptimo para
poder generar un afrontamiento activo ante el estrés y lograr la adaptacion al medio
(Dagnino-Subiabre, 2021).

Segun plantea McEwen, un cerebro sano posee una alta capacidad de resiliencia ante las
situaciones estresantes, siendo capaz de generar respuestas y soluciones que guien al
mejor estado de salud del organismo —o la recuperacién de la homeostasis—
produciendo plasticidad cerebral o una rapida adaptacion ante situaciones adversas,
destacando una resolucién positiva al problema (McEwen, 2016). Ante esto, se puede
sefalar que la resiliencia se caracteriza porque las personas controlan correctamente su
capacidad de afrontamiento ante los estresores dependiendo del grado de estrés que son
expuestos. Asi se evita una reactividad exacerbada o una activacion de la respuesta al
estrés disminuida, siendo en ambos casos donde la persona no puede adaptarse a la

nueva situacion estresante (de Kloet y Joéls, 2023).

Por otro lado, tenemos a las personas vulnerables al estrés que se caracterizan por una
disminucion de la resiliencia del individuo, provocando que la persona sea mas propensa
a desarrollar alguna enfermedad mental relacionada al estrés debido a esa vulnerabilidad
(Bravo-Tobar et al., 2021).

Otra caracteristica importante de las personas vulnerables al estrés es que necesitan un
largo periodo de adaptabilidad para ajustarse a la nueva realidad del individuo, lo que
también genera un dafio debido a una alta concentracién de glucocorticoides —cortisol o
corticosterona— que se mantienen en circulaciéon debido a la hiperactividad del eje HPA
(Bravo-Tobar et al., 2021). Los niveles de actividad del eje HPA, ya sean mas bajos o
altos, generan una sobrecarga alostatica y provocan que la persona sea vulnerable al

estrés (Dagnino-Subiabre, 2021).

Este tipo de personas no logran la adaptacion a su ambiente externo, el medio ambiente

en que viven, y al ambiente interno que involucra al aspecto psicolégico, como son las
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experiencias traumdticas o situaciones adversas pasadas (McEwen y Akil, 2020).
Ademas, al no adaptarse a la adversidad, se presenta un desbalance de RG y RM
provocando que el estrés se vuelva negativo y téxico para el cerebro e interfiriendo con el
manejo de la respuesta al estrés (McEwen, 2016). Este estrés negativo causa una
condicion de desregulacién neuroendocrina y alteracion de la conducta en la adaptacion
del individuo, promoviendo la vulnerabilidad y favoreciendo el desarrollo de enfermedades
mentales relacionadas al estrés (de Kloet et al., 2018a).

3. RECEPTORES DE MINERALOCORTICOIDE Y GLUCOCORTICOIDE

De Kloet y colaboradores descubrieron la existencia de dos receptores para los
glucocorticoides que son relevantes y primordiales en la regulacion de la respuesta al
estrés: RG y RM; ambos receptores se expresan en mayor cantidad en la corteza
prefrontal, la amigdala y el hipocampo, regiones del cerebro encargadas de la modulacion

de la respuesta al estrés y las emociones (McEwen, Nasca y Gray, 2016).

Estos receptores trabajan coordinadamente e interactian en relacion al tiempo, tanto en
el inicio de la respuesta al estrés, como en la consolidacion de la memoria asociada a la
experiencia del estrés (de Kloet et al., 2018b). Los RM poseen una mayor afinidad por los
glucocorticoides en comparacion a los RG, teniendo una afinidad 10 veces mayor, debido
a esto es que, en condiciones homeostaticas, los RM se encuentran unidos a los
glucocorticoides. Cuando el organismo se expone a situaciones estresantes aumenta la
concentracion de glucocorticoides presente en el cerebro y los glucocorticoides se

comienzan a unir a los RG (Gémez-Sanchez, E. y Gébmez-Sanchez, C., 2014).

El funcionamiento y retroalimentacion negativa del eje HPA se encuentra mediado por la
accién de los glucocorticoides de forma gendémica y no gendmica. EI mecanismo
gendmico es un proceso lento que cuenta con una latencia y persistencia del efecto
durante el tiempo, siendo controlado mediante la unién de los glucocorticoides a RG, a
nivel del PVN vy las glandulas adrenales, reprimiendo la liberacion de CRH y POMC, la
cual codifica la pro hormona proopiomelanocortina, precursora de ACTH (Timmermans,
Souffriau y Libert, 2019).

19



La regulacion gendmica por parte de los glucocorticoides depende de la secuencia del
sitio de unién al ADN, lo que también influye en la union entre los glucocorticoides y los
RG pudiendo conducir a diversos patrones de accion referentes a la expresion génica,
incluidos los patrones proinflamatorios (Duque y Munhoz, 2016). Por la via no gendmica,
los glucocorticoides regulan la accion del eje HPA, tiene acciones rapidas y no requiere de
transcripcion ni sintesis de proteinas (Timmermans, Souffriau y Libert, 2019).

Respecto a los RM y RG, podemos encontrar que los RM se pueden activar debido a la
accion de sus propios ligandos, es decir, por la estimulacion que generan los
mineralocorticoides y glucocorticoides. Sin embargo, los RG solamente pueden ser
activados mediante la accion que produzcan los glucocorticoides (Timmermans, Souffriau
y Libert, 2019).

Del punto de vista estructural de los receptores RG y RM, su estructura primaria presenta
tres dominios funcionales: el dominio extremo amino N-terminal (NTD), siendo de
importancia debido a la actividad transcripcional de las hormonas esteroides; la region
intermedia de unién al ADN (DBD) donde se une a los elementos de respuesta a
glucocorticoides (GRE) en la regiébn promotora de los genes diana para ejercer sus
efectos gendmicos; y el extremo C-terminal o dominio de unién al ligando (LBD) que
contiene el dominio de unién a glucocorticoides y determina la especificidad y afinidad de

la unién (Serra, Roganovich y Rizzo, 2012).

Dentro de los dominios, el extremo NTD es la parte mas variable y se puede diferenciar
entre las estructuras de RM y RG, siendo vital en la interaccion con las proteinas
correguladoras; el dominio DBD es un dominio que se conserva altamente en ambos
receptores RG y RM; la regién de unién (HR) conecta los dominios DBD y LBD siendo
importante para la flexibilidad y la funcién de los receptores; por ultimo, el dominio LBD
permite la unién de ligandos como es la union del cortisol, ademas de contener una sefal
de localizacion nuclear (NLS) que es fundamental para la translocacion al nucleo tras la

unién del ligando (Meijer, Buurstede y Schaaf, 2018).
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Figura 2. Estructura y dominios funcionales del receptor de mineralocorticoide (RM) y el receptor de
glucocorticoide (RG). RM y RG poseen un dominio N-terminal (NTD), un dominio de unién al ADN (DBD), una
region de unién (HR) y un dominio de unién a ligando (LBD). Los ligandos estan unidos por el LBD donde,
mediante la unién a los correguladores, se unen los ligandos (por ejemplo, el cortisol), que puede activar tanto
a RM como a RG. LBD también contiene una sefial de localizacion nuclear (NLS), importante para la
translocacién al nacleo después de la unién del ligando. EI DBD permite la unién tanto del RM como del RG a
los elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) en el ADN. Imagen adaptada en la plataforma de
BioRender de Meijer, Buurstede y Schaaf, 2018.

Sobre el balance de los RG y RM, cuando se pierde este estado homeostatico es que
estos receptores se activan en la microglia y en los astrocitos en areas del cerebro que
controlan las respuestas al estrés, favoreciendo la neuroinflamacién de esas estructuras
cerebrales y provocando que el cerebro sea mas vulnerable a desarrollar enfermedades
mentales (de Kloet et al., 2018b).

Los RM son importantes debido a que mantienen la sensibilidad del sistema de estrés,
siendo también los encargados de las acciones rapidas al momento de presentarse una
situacion estresante, mientras que los RG son esenciales para la recuperacion y la
adaptacion al estrés, ademas que tienen la funcion de promover la consolidacion de

nuevas memorias en el hipocampo (de Kloet et al., 2018a).

Enfocandonos en los RG, éstos son controlados mediante el gen receptor nuclear de la
subfamilia 3, grupo C, miembro 1 (NR3C1), pertenecientes a la familia de receptores
nucleares (NRs), especificamente a la subfamilia de receptores de hormonas esteroideas,
también formando parte de esta familia los RM, los receptores de estrégenos

(ERs), andrégenos (ARs) y progesterona (PRs) (Cohen y Steger, 2017).
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Desde el punto de vista farmacoldgico, podemos destacar el farmaco dazucorilant, también
reconocido como CORT113176, caracterizado por su selectividad y su alta afinidad por los
RG, mostrando una baja o nula afinidad ante otros receptores de esteroides (Meyer et al.,
2018). Este compuesto no se encuentra disponible comercialmente, siendo fabricado por la
farmacéutica “Corcept Therapeutics”. Actualmente se encuentra en ensayos clinicos como
potencial tratamiento farmacolégico para trastornos depresivos, esclerosis lateral
amiotrodfica (ELA) y cancer.

Dazucorilant es un antagonista selectivo de RG, es decir, cumple la funcién de bloquear y
detener la accién que ejercen los glucocorticoides frenando la hiperactividad producida
por el eje HPA durante las situaciones estresantes al impedir la unidon del cortisol o
corticosterona, pudiendo ser de gran interés como terapia farmacolégica (Pineau et al.,
2016). Ademas, cuando se genera este bloqueo a corto plazo se ejercen efectos positivos
como los neuroprotectores y antiinflamatorios, debido a que se previene la continuacion
de la cascada de sefializacién, que son los responsables de los efectos como la

neuroinflamacion y la muerte neuronal (Meyer et al., 2018).

Los RM son controlados mediante NR3C2, posee funciones en la modulacién del
transporte de fluidos e iones, siendo esencial para la homeostasis osmoética y la
hemodinamica en el organismo, respuesta neuronal fundamental para el aprendizaje, la
memoria y la respuesta temprana al estrés (Gomez-Sanchez, E. y Gomez-Sanchez, C.,
2014). Ademas, los RM se expresan en varios tejidos del cuerpo, siendo encontrados
principalmente en el rinbn —en el conducto colector— y en el tracto gastrointestinal, al

igual que en las glandulas salivales y sudoriparas (Grossmann et al., 2021).

El uso de espironolactona como terapia farmacoldgica dentro de la clinica ha aumentado
considerablemente en el Gltimo tiempo, siendo empleados en terapias para la hipertension,
el manejo de edemas y la insuficiencia cardiaca crénica (ICC), especialmente en fraccion de

eyeccion reducida (FEVIr).
La espironolactona fue el primer antagonista de RM disefiado en el afio 1960 y basado en

la estructura basica de la progesterona, principalmente reconocida por actividad diurética

(Medeiros et al., 2014). Esta droga, al ser un antagonista de RM, actla a nivel de la
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subfamilia de receptores nucleares 3 (NR3), que también incluye a los receptores RG, a
los receptores de progesterona, estrégenos y andrégenos (Grossmann et al., 2021).

Una disminucion de los RM o el desbalance en la expresion de RG/RM en el cerebro se
relaciona con el desarrollo de la depresion y el deterioro cognitivo, ademas, la funcion de
RM es crucial para la capacidad de aprender bajo estrés y de formar recuerdos (Gémez-
Sanchez, E. y GOmez-Sanchez, C., 2014).

Considerando los aspectos presentados, el objetivo central de esta Unidad de
Investigacion es responder a la siguiente interrogante: ¢Es posible modular
farmacolégicamente la resiliencia al estrés a través de los receptores de

glucocorticoide (RG) y mineralocorticoide (RM)?
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Dazucorilant, un antagonista de los receptores de glucocorticoide, vy
espironolactona, un antagonista de los receptores de mineralocorticoide, mejoran
la resiliencia al estrés.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el rol que cumplen los receptores de las hormonas del estrés en la

resiliencia al estrés.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los efectos de dazucorilant y espironolactona en ratas resilientes al

estrés en relacion a:

a) Comportamientos similares a la depresion.

b) Marcadores fisiol6gicos del estrés.
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II. MATERIALES Y METODO

1. ANIMALES

Se emplearon ratas machos Sprague-Dawley (SD) de 350 gramos aproximadamente y 55
dias de edad (55 DPN), al igual que ratas macho Long-Evans (LE) que poseian un peso
mayor a las ratas SD, alrededor de 800 a 900 gramos, para cumplir la funcién de
agresores dentro del paradigma de estrés por derrota social (EDS). Las ratas SD fueron
agrupadas de dos a tres ratas por cada jaula, en condiciones estandar del laboratorio con
una temperatura de 22 + 1°C y una humedad de 55 *+ 5%. Todas las ratas se mantuvieron
bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, junto con agua y comida ad libitum, excepto
cuando se especifique lo contrario. Todas las manipulaciones y experimentos fueron
realizados en la fase de luz. Los animales fueron adaptados una semana antes de
comenzar el protocolo de EDS por una hora al dia durante tres dias como minimo y al
momento de aplicar el protocolo de EDS, se realiz6 en una habitacion diferente a donde

habitaban las ratas SD generalmente dentro del bioterio.

Las ratas SD no fueron sometidas a ningun tipo de estrés previo el experimento,
solamente fueron expuestas a la manipulacion por parte del experimentador y los sonidos
de limpieza de las jaulas tres veces por semana. En el caso de las ratas LE, éstas fueron
sometidas a un entrenamiento previo al experimento para categorizar su nivel de
agresividad y ser seleccionadas como parte del estudio en la fase de aplicacion del

protocolo de EDS como ratas residentes.

2. DISENO EXPERIMENTAL

En la Figura 3 se muestra el disefio experimental que se siguid en la investigaciéon y la
cronologia que se mantuvo durante cada grupo experimental. Después de una semana de
aplicar el protocolo de EDS, se realizaron las pruebas conductuales de Campo Abierto
(CA) e Interaccién Social (IS), donde posteriormente se dividié el grupo experimental.
Estos animales fueron inyectados via subcutanea de acuerdo a los tratamientos
asignados, ya sea dazucorilant, espironolactona o grupo control, obteniendo un n= 22. Por
altimo, se implementaron nuevamente las pruebas conductuales de CA e IS, ademas de
aplicar la prueba de Preferencia de Sacarosa (PS) para finalizar con la eutanasia de todos

los grupos experimentales para extraer las glandulas adrenales y los cerebros.
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Figura 3. Linea de tiempo del disefio experimental. Linea temporal del disefio experimental. Las ratas
Sprague-Dawley (SD) fueron sometidas al paradigma de estrés de derrota social (EDS). Luego de aplicar 7
dias el protocolo de EDS, se realizaron las pruebas conductuales de Campo Abierto (CA) e Interacciéon Social
(IS). Posteriormente se inyecto a las ratas con dazucorilant o espironolactona durante 14 dias y se efectuaron
las pruebas conductuales de CA e IS, ademas de Preferencia de Sacarosa (PS). Imagen creada en la
plataforma BioRender.

3. ESTAMENTO BIOETICO

Los protocolos asociados al manejo y eutanasia fueron aprobados por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso bajo el Acta de
Aprobacion N°E2CBC 20-2021 (Anexo 1). Esta investigacion respetd la regla de las 3Rs

de la bioética para el uso de animales de experimentacion.
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4. ESTRES POR DERROTA SOCIAL (EDS)

El estrés por derrota social (EDS) es un modelo de estrés cronico que se basa en una rata
LE residente y una rata SD intrusa, produciendo cambios dentro del comportamiento de
las ratas SD experimentales similares a la depresion, que incluyen la ansiedad, anhedonia
o la incapacidad de experimentar placer en roedores, y la conducta de evasion social
(Maher et al., 2021).

Para esta investigacion se aplicé el protocolo establecido por lturra-Mena et al., 2019,
donde se realiz6 la prueba de EDS con una rata macho SD intrusa que se introduce a la
jaula de la rata macho LE residente, desconocida para el intruso, durante un periodo de
siete dias consecutivos (lturra-Mena et al., 2019). Cada dia de aplicacion del protocolo de
EDS consiste en dos fases. La primera tiene una duracion de 15 minutos, siendo el
periodo de interaccion entre ambas ratas —intrusa y residente— con la finalidad de
obtener una subordinacion o derrota social de la rata SD intrusa frente a la rata LE
residente, teniendo como objetivo que la rata intrusa SD asuma una posicion supina
durante 3 segundos como minimo. Luego de la derrota o transcurridos los 15 minutos, se
procede a seguir con la segunda fase que consiste en otros 15 minutos, donde ambas
ratas se mantienen en la misma jaula, pero la rata intrusa SD esta dentro de una malla de
alambre, de modo que no exista un contacto fisico directo, pero si permitiendo la
interaccion de manera visual, auditiva y olfativa, hasta que se complete la sesién del
protocolo de EDS, con una duracion total de 30 minutos (Iturra-Mena et al., 2019). Las

ratas SD, posterior a ser aplicado el protocolo de EDS, fueron devueltas a su jaula.

Se registré la medicién de variables como la latencia del primer ataque del LE, la cantidad
de ataques realizados por LE, el tiempo transcurrido hasta que se produce la derrota
social, detalles y comentarios respecto a las conductas realizadas por SD y LE durante los

enfrentamientos.

27



Protocolo de
Estrés por Derrota Social

—— —
- — -
e B ™,
?:48; \ 15 minutos
—

E; f
' o ' Q//Nminutas

Figura 4. Esquema del protocolo de Estrés por Derrota Social. Protocolo de Estrés por Derrota Social (EDS).
Se induce estrés a las ratas intrusas Sprague-Dawley (SD) (blancas) en la jaula de la rata residente Long
Evans (LE) (blanca con capucha negra). Luego de la derrota social de la rata SD (posicidn supina durante 3
segundos) o 15 minutos transcurridos, se separan las ratas SD con una malla de alambre durante 15 minutos
mas. Finalmente ambas ratas son devueltas a sus jaulas. Imagen creada en la plataforma BioRender.

5. INYECCIONES
Las inyecciones se comenzaron a aplicar luego de emplear el protocolo de EDS y de

realizar las pruebas conductuales de CA e IS.

Al momento de armar los grupos experimentales se analizaron los tiempos que tuvieron las
ratas SD en la prueba de IS, especialmente el tiempo de interaccion, para evaluar si eran
resilientes o vulnerables. Finalmente se obtuvo que el grupo dazucorilant conté con 12 ratas
SD, de las cuales 8 resultaron ser resilientes y 4 ratas fueron vulnerables al estrés. El grupo
espironolactona contdé con una cantidad de 4 ratas SD, 3 resilientes al estrés y 1 rata SD

vulnerable, y en el grupo vehiculo resultaron ser las 6 ratas SD resilientes.

Para el grupo con inyecciones de dazucorilant (n= 8) se aplicé una dosificaciéon de 30
mg/kg/dia de farmaco, solubilizado en el vehiculo de aceite de sésamo (Meyer et al.,
2018). Para el grupo de espironolactona (n= 3) se emple6 una dosis de 50 mg/kg/dia de

farmaco, teniendo también como medio para solubilizar aceite de sésamo (Fox et al.,
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2016). Para el grupo control (n= 6) se aplico 300 yL de aceite de sésamo. Para todos los
tipos de inyecciones se aplicaron 300 pyL de forma subcutdnea durante 14 dias

consecutivos.

6. PRUEBAS CONDUCTUALES

Antes de aplicar las pruebas conductuales y el protocolo de EDS, las ratas fueron
habituadas a la sala definida para realizar los experimentos durante un tiempo de 30
minutos por tres dias consecutivos previos a iniciar la fase experimental. Esta habitacion
es insonorizada y con una temperatura controlada de 22 + 1°C. Después de empleadas
las pruebas conductuales, por cada rata, se limpiaron las jaulas con una solucién de
etanol al 5%. Los videos se analizaron de forma automética mediante el programa

EthoVision® XT version 17 (Noldus, Wageningen, Paises Bajos).

a) Campo abierto (CA)

La prueba de campo abierto se ocupé para evaluar las conductas de exploracion, la
actividad locomotora y comportamientos de tipo ansioso. Al detectarse cambios en la
conducta de locomocion, se pueden reflejar indicios de procesos neuroldgicos alterados
(Kraeuter et al., 2018). Las ratas que permanezcan un mayor tiempo en las zonas
cercanas a las paredes o zonas periféricas tienden a demostrar tigmotaxis, una tendencia
de evitar la zona central de la arena y permanecer en zonas cercanas a las paredes,

siendo un signo de comportamiento similar a la ansiedad (Kuniishi et al., 2017).

Todas las ratas, al momento de realizar la prueba de campo abierto, no conocian la arena
donde se realizé la prueba conductual. Para realizar la prueba, se coloca a cada rata SD
en el centro de una jaula de plexiglas negra (70x70x40 cm) durante 5 minutos, siendo la
arena iluminada a 300+ 20 lux (Bravo-Tobar et al., 2021). Luego, mediante la grabacién
obtenida y el programa de EthoVision® XT, se divide la arena en 16 cuadrados iguales y
se analiza el tiempo de permanencia y distancia recorrida en las zonas centrales y

periféricas (Iturra-Mena et al., 2019).
b) Interaccion social (I1S)

La prueba de interaccion social permite evaluar las respuestas e interacciones sociales

gue presenta la rata SD al enfrentarse a una rata SD conespecifico (Ricceri et al., 2016).
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La prueba consiste en dos fases. En la fase denominada “no social”, consiste en exponer
a las ratas a un campo abierto (70x70x40 cm) que contiene una caja perforada
transparente (25x15x10 cm) vacia en una zona delimitada denominada como zona de
interaccion. Las ratas son libres de explorar durante 5 minutos y se mide el tiempo
transcurrido en la zona de interaccién y en la zona de no interaccion usando el programa
de EthoVision® XT (Walker et al., 2020).

En la fase denominada “social”’, una rata conespecifica SD (macho Sprague-Dawley de
edad y peso comparables) se coloca dentro de la caja transparente perforada, siendo
considerada como el estimulo social de la prueba. El animal de experimentacion puede
explorar libremente la caja durante 15 minutos y al final de la prueba, se determina el
tiempo total que las ratas se mantuvieron en cada zona usando el programa de
EthoVision® XT (Walker et al., 2020).

Para nuestro estudio las ratas que en la “fase social’ tuvieron un menor tiempo que dos
desviaciones estandares que los animales no estresados fueron considerados como ratas
vulnerables al estrés (lturra-Mena et al., 2019). Los animales que permanecieron un
tiempo por sobre dos desviaciones estandares en relacién a los animales no estresados
se consideraron como ratas resilientes, elegibles para el andlisis de datos y de interés

para comprobar la hipotesis propuesta (lturra-Mena et al., 2019).

c) Prueba de preferencia a la sacarosa (PS)

Para evaluar el objetivo especifico relacionado al comportamiento de tipo depresivo en las
ratas SD experimentales es que se aplica la prueba de PS, teniendo como parametro para
la medicién de los comportamientos depresivos, la anhedonia, la incapacidad de
experimentar placer en roedores que se refleja por la reducciéon en el indice de
preferencia de sacarosa (Liu et al., 2018). Existen muchos factores estresantes, como el
estrés por derrota social, que pueden alterar la prueba de preferencia por la solucién de
sacarosa, siendo una prueba aceptada como pardmetro para la medicion del

comportamiento de anhedonia en roedores (Liu et al., 2018).
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Antes de realizar la prueba, se habitia a las ratas SD con el liquido dulce —5% de
sacarosa— tres dias antes de aplicar la prueba, siendo expuestas a una hora por dia,
todas las ratas que conviven en la misma jaula. Esto se realiza para acostumbrar a los

animales al liquido y minimizar la neofobia (Tynan et al., 2010).

Antes de comenzar la prueba se realiza una restriccion hidrica de 12 horas. Cuando
comienza la prueba, cada rata SD es separada de su compariera con el objetivo de obtener
un resultado confiable y real sobre el consumo que realizé cada rata experimental. Se
ubican dos botellas dentro de la jaula simultdneamente: una contiene agua y la otra tiene la
solucién de sacarosa al 5% pl/v, éstas se mantienen durante las siguientes 12 horas. Cada
botella es pesada antes y después de la prueba, ademas de ser pesadas vacias y llenadas
con los liquidos respectivos (Liu et al., 2018). Finalmente se midi6 la cantidad total
consumida de cada rata pesando cada botella, antes y después de aplicar el protocolo de
PS, calculando la diferencia existente entre cada botella (Tynan et al., 2010). Ademas, se
calcula el porcentaje de preferencia de solucién de sacarosa en relacion con el volumen de
agua neutra mediante la siguiente ecuacion: [(consumo de sacarosa (ml)/ (consumo de

agua + consumo de sacarosa) x100] (Bravo-Tobar et al., 2021).

7. MEDICION DEL PESO DE LAS GLANDULAS ADRENALES

Se realiza la medicion de los pesos de las glandulas adrenales, particularmente para
analizar la hipertrofia celular de las glandulas adrenales evidenciada en la corteza
suprarrenal, especificamente en la zona fasciculada, como consecuencia de los efectos

provocados por el protocolo de EDS (lturra-Mena et al., 2019).

Se disectaron las glandulas adrenales y se les realizé una microdiseccion con el objetivo
de separar capsula, corteza y médula. Las masas de las cortezas se normalizaron con el
Gltimo peso corporal de los animales antes de la eutanasia, segun la siguiente formula:
Peso humedo de las glandulas suprarrenales (mg) x100/peso corporal (g) (Bravo-Tobar et
al., 2021).
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8. MEDICION DE CORTICOSTERONA CON ELISA

La corticosterona en roedores es un marcador fisiolégico del estrés el cual puede ser
cuantificado a través de la técnica de ELISA. Para ello, a partir de las muestras de sangre
periférica, la cual es extraida desde la vena de la cola de la rata SD como parte del
protocolo de la prueba de Nado Forzado, donde se extrae una muestra basal antes de
aplicar la prueba de NF, otra a los 20 minutos y finalmente a los 90 minutos de finalizado
la prueba, obteniendo finalmente tres muestras por cada rata SD experimental. Las
muestras se recogieron en tubos heparinizados para posteriormente ser centrifugadas a
3.000 rpm durante 20 minutos y obtener el plasma para ser guardado a -80°C hasta el
momento de ser usado en la técnica de ELISA (ensayo de inmunoadsorcién ligado a
enzima) (Walker et al., 2020). Para realizar la técnica de ELISA se utilizé el kit de ELISA
para la medicién de corticosterona de la marca Crystal Chem y trabajado con triplicados

para cada muestra.

Este ensayo se basa en el principio de unidon competitiva, teniendo una cantidad
desconocida de corticosterona presente en la muestra a analizar y una cantidad definida
de corticosterona conjugada a la peroxidasa de rabano picante (HRP) que compiten por la
unién de sitio de conjugacion del antisuero de corticosterona que se encuentra presente
en las paredes de los microplatos. Después de la incubacién en un agitador durante 2
horas a temperatura ambiente, el microplato se lava cuatro veces, se agrega la solucién
del sustrato y se deja incubar por 30 minutos, en un cuarto oscuro, a temperatura
ambiente y sin agitar. Finalmente se agrega una solucién que detiene la reaccion y se
mide la absorbancia en un espectrofotbmetro de las muestras y el estandar, teniendo que
la concentracion de corticosterona sea inversamente proporcional a la densidad o6ptica.

Los valores se representan en ug/dL.

9. ANALISIS ESTADISTICO

Se usara como supuesto estadistico la hormalidad de los datos a través de la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Cuando este supuesto se cumple, esto implica que la
distribucién de los datos es Gaussiana, se aplicara estadistica paramétrica en el analisis
de los datos, siendo evaluado las diferencias estadisticas mediante una prueba
paramétrica ANOVA para las mdltiples variables. Todos los datos se muestran como

media * error estandar medio (SEM), y se considerd un valor de probabilidad (p-valor)
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<0,05 como estadisticamente significativo (Walker et al., 2020). Los datos fueron
analizados con el programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
Estados Unidos).
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V. RESULTADOS

Los resultados se van a analizar y discutir en forma general y luego especificamente. Es
decir, lo que se realiz6 experimentalmente en esta Unidad de Investigacion que
corresponden a los grupos Resiliente-Vehiculo, Resiliente-Dazucorilant y Resiliente-
Espironolactona. Sin embargo, estos grupos experimentales forman parte de una
investigacion mas amplia que incluyen las categorias de No EDS-Vehiculo y Resiliente-
Corticosterona, pudiendo hacer un mejor andlisis de los cambios generados por las

terapias farmacolégicas aplicadas.
1. PRUEBAS CONDUCTUALES
a) Campo abierto

No se observan diferencias significativas en relacion a la actividad locomotora luego de dos

semanas de haber aplicado el protocolo de EDS (p= 0,3218; F(2,14= 1,231) (Gréfico 1).
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Gréfico 1. Actividad Locomotora en la Zona Central en el Campo Abierto. Se muestra la distancia total
recorrida durante los 5 minutos de prueba de cada grupo experimental, luego de dos semanas de haber
aplicado el protocolo de EDS. Distancia medida en centimetros (cm). Los datos estan representados como
media £ SEM. Se utiliz6 un ANOVA de una via.
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En relacion a la investigacion en general, tampoco se encontraron diferencias
significativas al comparar los resultados de los cinco grupos experimentales participantes
de la investigacion (p= 0, 1664; Fu, 35= 1, 726) (Gréfico 2).

Actividad Locomotora
en Zona Central

No EDS-Vehiculo
Resiliente-Vehiculo
Resiliente-Corticosterona
Resiliente-Dazucorilant
Resiliente-Espironolactona

O O O e O

Distancia recorrida

Gréfico 2. Actividad Locomotora en la Zona Central en el Campo Abierto. Se muestra la distancia total
recorrida durante los 5 minutos de prueba de los cinco grupos experimentales incluidos en la investigacion,
luego de dos semanas de haber aplicado el protocolo de Estrés por Derrota Social (EDS). Distancia medida
en centimetros (cm). Los datos estan representados como media + SEM. Se utiliz6 un ANOVA de una via.

b) Interaccion social
Para la prueba de interaccién social (IS), en la fase no social ho se observan diferencias
significativas (p= 0, 5994; F(,14= 0,5310) (Grafico 3A). En la fase social tampoco se
registraron diferencias significativas entre los grupos experimentalesde ratas (p= 0, 2113;
Fe.14= 1,740) (Grafico 3B).
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Gréfico 3. Tiempo en la zona de interaccion en la prueba de Interaccion Social. (A) Tiempo de interaccién en
la fase no social de la prueba de IS. (B) Tiempo de interaccién en la fase social de la prueba de IS. Ambos
graficos muestran los tiempos 1 dia después de aplicado el protocolo de Estrés por Derrota Social y 2
semanas después. Tiempo registrado en segundos (s). Los datos estan representados como media + SEM.
Se aplicé una ANOVA de dos vias.

Respecto a la investigacion en general, no se observaron diferencias significativas
respecto a la fase no social en ningun grupo (p= 0,0616; F2s81581)= 3,235) (Gréfico 4A).
Por otro lado, se evidenciaron resultados significativos en la fase social en relacion al
tiempo transcurrido en la zona de interaccion mediante la prueba de interaccion social (p=

<0,0001; Fu, 3= 19,91), especialmente en los grupos Resiliente-Dazucorilant y Resiliente-
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Espironolactona al ser comparados con los grupos Resiliente-Vehiculo y Resiliente-
Corticosterona (p= <0,0001; Fu, 34= 13,96) (Gréfico 4B).
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Gréfico 4. Tiempo en la zona de interaccion en la prueba de Interaccion Social. (A) Tiempo de interaccién en
la fase no social de la prueba de IS. (B) Tiempo de interaccion en la fase social de la prueba de IS. Ambos
graficos muestran los tiempos 1 dia después de aplicado el protocolo de Estrés por Derrota Social y 2
semanas después. Tiempo registrado en segundos (s). Los datos estan representados como media + SEM. *
= Indica diferencia significativa. Se aplicé una ANOVA de dos vias.
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c) Preferencia a la sacarosa

En relacion a los comportamientos de tipo depresivo, se pueden evidenciar mediante la
prueba de preferencia a la sacarosa. Esta prueba no mostré diferencias significativas
entre los grupos (p= 0, 9806; F(,13=0,01962) (Gréfico 5).
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Gréfico 5. Porcentaje de preferencia a la sacarosa (%) obtenido en la prueba de Preferencia a la Sacarosa.
Evaluacion del comportamiento de tipo depresivo en las ratas SD evidenciado por la anhedonia. Los datos

estan representados como media + SEM. Se utiliz6 una ANOVA de una via.

En la investigacion global si se reflejaron diferencias significativas entre los diferentes
grupos (p= <0,0001; Fazs5 = 28,40), especificamente al comparar los grupos con el grupo

Resiliente-Corticosterona (Grafico 6).

38



Comportamiento Tipo Depresivo:

Anhedonia o No EDS-Vehiculo
% % % % ® Resiliente-Vehiculo
I O Resiliente-Corticosterona

/\o\ * % dkkk o kokkk o0 Resiliente-Dazucorilant
< O Resiliente-Espironolactona
« 1007
n
= 80 QQS%

L o
8 0.
cU A
) 60
<
© 40+
@
S 20
@
-
(¢D)
© 0
S
(Al

Gréfico 6. Porcentaje de preferencia a la sacarosa (%) obtenido en la prueba de Preferencia a la Sacarosa.
Evaluacion del comportamiento de tipo depresivo en las ratas SD evidenciado por la anhedonia. Los datos
estan representados como media + SEM. * = Indica diferencia significativa. Se aplico una ANOVA de una via.

2. MARCADORES FISIOLOGICOS

a) Peso glandulas adrenales

Debido a que el estrés puede generar la hipertrofia de las glandulas adrenales, lo
evaluamos como un marcador fisiolégico del estrés (Bravo-Tobar et al., 2021). En nuestro
grupo experimental especifico solamente tuvimos una diferencia estadistica entre el grupo
Resiliente-Vehiculo y Resiliente-Dazucorilant (p= 0,0429; F 2,13y = 2,757), mientras que en
los otros grupos no se encontraron diferencias estadisticas significativas (p= 0,1004; F(, 13
=2,757) (Gréfico 7).
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Peso Glandulas Adrenales

Peso Corteza Adrenal
(mg/peso corporal)

Gréfico 7. Marcador Fisiologico del Estrés: Glandulas Adrenales. El peso se calculé con el peso himedo de
las glandulas adrenales (mg) x100/peso corporal (g). Los datos se representan como media + SEM. * = Indica
diferencia significativa. Se aplicé una ANOVA de una via.

En el otro grupo, existen diferencias significativas en el peso de las glandulas adrenales,
gue implica la hipertrofia suprarrenal, evidenciada en el grupo Resiliente-Corticosterona al
poseer un mayor valor y presentar diferencia con el grupo Resiliente-Dazucorilant (p=
0,0004; F,35 = 9,580) (Grafico 8).
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Gréfico 8. Marcador Fisiol6gico del Estrés: Glandulas Adrenales. El peso se calculé con el peso himedo de
las glandulas adrenales (mg) x100/peso corporal (g). Los datos se representan como media £ SEM. * = Indica
diferencia significativa. Se aplicé una ANOVA de una via.

b) Medicion de corticosterona

Para la medicion de corticosterona en sangre se obtuvieron diferencias significativas,
especificamente el grupo Resiliente-Corticosterona que presentd un aumento de la
actividad del eje HPA en comparacion a los otros grupos experimentales de la
investigacion (p= <0,0001; Fs, 40)= 9,617) (Gréfico 9).
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Grafico 9. Concentracion de Corticosterona Sérica. Medicidon realizada por la técnica de ELISA y
representada como ng/mL. Los datos estan representados como media + SEM. * = Indica diferencia
significativa. Se aplicé una ANOVA de dos vias.
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V. DISCUSION

La resiliencia al estrés y el concepto de estrés han sido muy estudiados Ultimamente
debido a su relacion con diversas afecciones fisiolégicas que genera en el organismo y
gue pueden conducir a padecer alguna enfermedad mental relacionada al estrés como el
trastorno depresivo, habiendo un aumento en Chile de los sintomas severos como
sintomas de ansiedad y/o sintomas depresivos moderados o severos de un 6,1% a un
7,9% a nivel nacional, generando que sea un gran foco de estudio y de importancia para
la salud (Ministerio de Desarrollo Social, 2023). Un punto importante, mencionado
anteriormente, es el numero de grupos experimentales de la investigacion, ya que esta
Unidad de Investigacion forma parte de un experimento mas amplio, que cuenta con un
mayor namero de ratas SD y también se incluyen dos grupos de tratamiento adicionales,

generando una discusion precisa.

1. CAMPO ABIERTO

Al analizar la actividad locomotora de los grupos experimentales no se encontraron
diferencias significativas entre grupos, sugiriendo que el estrés inducido mediante el
protocolo de EDS vy el periodo de inyecciones de la terapia farmacologica no tuvo efecto
sobre la actividad locomotoras en ningun grupo experimental (Gréafico 1). Este resultado
estd acorde con lo que previamente hemos publicado en nuestro laboratorio respecto a
que EDS no afecta la actividad locomotora de las ratas (Bravo-Tobar et al., 2021). Los
grupos Resiliente-Corticosterona y Resiliente-Vehiculo no sufrieron alteraciones en la
actividad locomotora lo que implica que el Unico factor determinante relacionado a las
mediciones conductuales en este estudio estan relacionadas con los tratamientos que se
aplicaron (Gréfico 2) (Kuniishi et al., 2017).

2. INTERACCION SOCIAL

Nuestros resultados muestran que no hubo diferencias significativas en la fase no social
sobre el tiempo de interaccién que presentaron las ratas, ya sea un dia o dos semanas
después de aplicado el protocolo de EDS, siendo un resultado esperado debido que es un
area ya conocida por las ratas y no presenta ningiin cambio en ningdn momento del
periodo experimental (Grafico 3A y 4A). En cuanto al tiempo de interaccion que

presentaron las ratas en la fase social, tenemos que en la Grafico 3B el tiempo de
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interaccion se mantuvo luego de pasar dos semanas de haber aplicado el protocolo de
EDS. Esto es un hallazgo muy interesante debido que, segun lo descrito por Bravo-Tobar et
al. (2021), el tiempo de interaccion de las ratas resilientes luego de dos semanas de ser
sometidas a un estresor, tuvieron una disminucion significativa del tiempo de interaccion
frente a un conespecifico (Bravo-Tobar et al., 2021). Al comparar el tiempo de interaccion
en la fase social de la investigacion global, se puede reforzar mas la idea que los
tratamientos farmacolégicos aplicados con los antagonistas de RM y RG mantuvieron las
conductas sociales en los roedores debido a las diferencias significativas que se
presentan al comparar los grupos Resilientes-Dazucorilant y Resiliente-Espironolactona

frente a los grupos Resiliente-Corticosterona y Resiliente-Vehiculo (Gréafico 4B).

3. PREFERENCIA A LA SACAROSA

Para analizar los comportamientos de tipo depresivo se aplico la prueba de preferencia a la
sacarosa, siendo que una baja preferencia por la sacarosa suele interpretarse como la
presencia de anhedonia en roedores. En nuestros resultados, la anhedonia fue presentada
en el grupo Resiliente-Corticosterona, generando diferencias significativas en relacion a
todos los otros grupos de la investigacion, presentando una menor preferencia de beber la

solucion dulce en la prueba (Grafico 6).

4. PESO GLANDULAS ADRENALES

Uno de los marcadores biolégicos que se analizé en la investigacién es el peso de las
glandulas adrenales, especificamente la corteza adrenal, debido a que se ha descrito que
el estrés puede ser un factor que genere una hipertrofia a nivel de las glandulas adrenales
gracias a una activacion sostenida y de manera crénica del eje HPA por el aumento en las
concentraciones de corticosterona, la hormona del estrés (lturra-Mena et al., 2019). En
nuestros resultados observamos que existe una diferencia significativa entre el grupo
Resiliente-Vehiculo y el Resiliente-Dazucorilant, presentando un mayor peso de la corteza
adrenal lo que implica que se generd una hipertrofia adrenal debido al protocolo de EDS
(Gréfico 7).

En los resultados de la investigaciéon, observamos que el grupo Resiliente-Corticosterona

presentd el mayor peso de la corteza adrenal en comparacion a los otros grupos,

pudiendo indicar una hipertrofia de las glandulas adrenales y generando una diferencia

44



significativa con el grupo Resiliente-Dazucorilant. Ademas, el grupo Resiliente-
Espironolactona también presentd una mayor masa de las glandulas adrenales y
generando una diferencia con el grupo Resiliente-Dazucorilant (Gréfico 8). Esto implica
gue el uso de espironolactona podria no tener efecto en el eje HPA y su regulacion en la
respuesta al estrés pudiendo deberse a su afinidad a mas receptores como los de
aldosterona, siendo un farmaco no especifico para los RM.

5. MEDICION DE CORTICOSTERONA

Otro marcador biolégico como respuesta al estrés, es la cuantificacion de corticosterona.
Esta medicién se realiz6 luego de estimular el eje HPA para evaluar la respuesta de los
roedores frente al estrés y la recuperacion del organismo luego de 90 minutos de haber
sido expuesto a un estresor. Nuestros resultados demuestran que la concentracién de
corticosterona sérica del grupo Resiliente-Corticosterona fue la que presentd mayores
valores, ademas de presentar una recuperacion mas tardia del sistema. Por otro lado, la
respuesta del grupo Resiliente-Dazucorilant tiene una concentracion semejante al grupo
No EDS Vehiculo, lo que implica que la terapia farmacoldgica del antagonista de RG
ejerce accion en la regulacion del eje HPA y la respuesta del organismo frente a un

estresor (Gréfico 9).

6. DISCUSION FINAL

Como consideraciones y limitaciones de esta Unidad de Investigacion es mencionar que
esta investigacion mostrd resultados favorables en relacién a la mejora de la resiliencia al
estrés en ratas machos, generando una limitante en la investigacion debido a cémo las
hembras podrian verse afectadas por el protocolo de EDS, los efectos producidos por las
terapias farmacolégicas y las posibles diferencias que se puedan presentar entre los
resultados obtenidos en macho y en hembras. Este es un punto muy importante y
condicionante en la investigacion debido que las enfermedades mentales como el trastorno

depresivo es hasta un 50% mas prevalente en mujeres que en hombres (OMS, 2023).

Otro punto fundamental a tener en consideracion es la afinidad que presenta
espironolactona respecto a su accion en los RM, a pesar de presentar buenos resultados en
las pruebas conductuales de interaccién social y preferencia a la sacarosa, también se

demuestra gue tiene diferencias significativas en el peso de las glandulas adrenales al ser
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comparado con el efecto de dazucorilant (Grafico 8). Una de las razones puede deberse a
la afinidad que presenta a los RM y a los receptores de aldosterona, generando un efecto
diurético, y diferenciandose de dazucorilant por ser altamente especifico a los RG.
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VI. CONCLUSIONES

Las enfermedades mentales relacionadas con el estrés, especificamente el trastorno
depresivo, es una enfermedad frecuente que ha evidenciado un aumento en su diagnéstico
debido a su relacion con la alimentacion desbalanceada, la baja actividad fisica y el
ambiente en el que vivimos diariamente. Se estima, segun las cifras del Ministerio de Salud
de Chile y la Encuesta de Salud 2016-2017, que un 6,2% de las personas presenta un
trastorno depresivo y un 15,8% de personas se encuentran bajo la sospecha de depresion,
siendo cifras que segun la OMS se han visto en un creciente aumento, especialmente por la

pandemia que enfrentamos mundialmente (MINSAL, 2018).

Esta es una investigacion que ha demostrado un gran avance farmacolégico en relacion al
uso de dazucorilant y espironolactona como nuevas terapias farmacolégicas para las
enfermedades mentales que se relacionen con el estrés, influyendo en su aparicion,
progresion y manifestacion clinica, ademas de poder incorporar un nuevo blanco
terapéutico a ser investigado relacionado con mejorar la resiliencia al estrés y el

desbalance de los receptores RM-RG.

La resiliencia al estrés posee mdultiples factores que la pueden afectar pero que también
pueden mejorarla, siendo fundamental para nuestro modelo animal aplicar variadas
pruebas conductuales para analizar de manera fiable, certera y que pueda representar
correctamente las conductas de tipo ansioso, depresivo, afrontamiento al estrés, entre
mas variables que influyen y que alteran en los modelos animales. Si bien todos los
modelos animales poseen limitaciones de estudio, debido a no poder reflejar la fisiologia y
conducta humana, son un modelo esencial en el estudio del estrés y sus respuestas en

relacion a la prueba de nuevos farmacos para la industria.

En conclusién, aun existen muchas interrogantes que investigar sobre la neurobiolégica
de la resiliencia al estrés y su conexién con los receptores de mineralocorticoide vy
glucocorticoide, no obstante, esta investigacion aporta al ambito farmacoldgico y clinico

relacionado con la mejora a la resiliencia al estrés.
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Esta investigacion demuestra que la resiliencia al estrés si puede ser mejorada
farmacologicamente mediante el uso de antagonistas de los RM y RG como es el uso de

espironolactona y dazucorilant, respectivamente.

Sin duda es necesaria la realizacion de méas experimentos para complementar la
investigacion, como los efectos a largo plazo de los farmacos, la realizacion de pruebas
de inmunohistoquimica para observar la actividad de los receptores RM y RG y la
neuroinflamacion en éareas del cerebro influyentes en la respuesta al estrés como la
amigdala, la corteza prefrontal y el hipocampo para entender la neurobiologia de la

resiliencia al estrés.
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VIII.

ANEXOS

Anexo 1. Acta de aprobacion del comité de bioética N° E2CBC 20-2021

* 8|

i Universidad \?ﬁ 5 CBC-UV
B deValparaiso (D)
CHILE Universidad de Valparaiso

ENMIENDA
ACTA DE EVALUACION
BIOETICA E2CBC 20-2021

El Comité de Bioética Animal de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso
(CBC-UV) en su sesion del 10 de enero de 2024, declara haber evaluado la solicitud de
enmienda bioética del proyecto titulado “NEUROBIOLOGIA DE LA RESILIENCIA AL
ESTRES Y ENFERMEDADES NEUROPSIQUIATRICAS” que corresponde a los protocolos
experimentales aprobados en el acta CBC 20-2021 y ECBC 20-21, solicitado por el
investigador responsable Dr. Alexies Dagnino.

Los motivos de la solicitud de enmienda son:

1.- CAMBIOS EN EL EQUIPO DE INVESTIGACION Y/O MANIPULADORES DE ANIMALES

Incluir al enfermero Robinson Moreno (estudiante del primer afio del Magister de Neurociencia
UV) y a Rocio Davila (estudiante de cuarto afio de Quimica y Farmacia UV), ambos como
apoyo en las funciones que cumple el estudiante del Doctorado en Neurociencia-UV Andrew
Justin Taylor indicadas en el Acta de Enmienda ECBC 20/2021 con vigencia hasta el 19 de
enero del 2024. Andrew Justin Taylor capacitara en los experimentos a Robinson Moreno y
Rocio Davila. La justificacion de este cambio es que Andrew no puede realizar solo estos
experimentos y necesita apoyo. El Formulario de declaracion de experiencia en manejo animal
de Robinson Moreno y Rocié Davila fueron enviados con la solicitud.

2.- OTRO TIPO DE CAMBIO.

Aumentar el tiempo de duracion del proyecto por 72 dias més. El Acta ECBC 20/2021 indica
que el proyecto tiene una aprobacion hasta 19 de enero del afio 2024. Debido a la complejidad
de los experimentos y para poder terminarlos con tranquilidad solicitamos ampliar el plazo de
este proyecto hasta el 31 de marzo del 2024.

Considerando todo lo anterior, el Comité de Bioética Animal de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valparaiso aprueba las enmiendas para el proyecto CBC 20-2021 en los
siguientes aspectos:

NUEVO PERSONAL PARA PARTICIPAR EN EL PROTOCOLO EXPERIMENTAL: Robinson
Moreno y Rocio Davila.

NUEVA VIGENCIA DEL ACTA DE APROBACION BIOETICA: 31 de marzo 2024

o

Gabrigla Muinoz Cerda
residenta
Comité de Bioética, Facultad de Ciencias
Universidad de Valparaiso
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