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Abreviaturas

ACTH : hormona adrenocorticotropa o adrenocorticotropina.

ARC : adquisicion de respuesta condicionada.

BSA : albumina de suero bovino.

CA1 : cuerno de Ammon 1 (area del hipocampo).

CA3 : cuerno de Ammon 3 (&rea del hipocampo).

CRH : hormona liberadora de corticotropina.

Eje HHA : eje hipotalamo-hipéfisis- glandula adrenal.

F-actina : actina filamentosa.

FE : fallas en el escape.

GAP : (del inglés GTP-ase activating protein), proteina de activacion de la actividad
GTP-asa.

GCs : glucocorticoides.

GD : giro dentado.

GDI : (del inglés guanine nucleotide dissociation inhibitor), inhibidor de la disociacion de
nucledtidos guanina.

GEF : (del inglés guanine nucleotide exchange factor), factor de intercambio de
nucledtidos guanina.

GR : receptor de glucocorticoides.

i.p. : intraperitoneal

ISRN - inhibidor selectivo de la recaptaciéon de noradrenalina.

MHCs : (del inglés myosin heavy chains), cadenas pesadas de miosina.

MLC : (del inglés myosin light chain), cadena ligera de miosina.

MCLP : fosfatasa de la cadena ligera de la miosina.

p-cofilina : cofilina fosforilada.

p-LIMK : quinasa de LIM fosforilada. LIM deriva de los 3 genes en los que los dominios LIM
fueron descritos por primera vez ( lin-11 from Caenorhabditis elegans, Isl1 from
rat, and mec-3 from C. Elegans).

p-MLC : cadena ligera de la miosina fosforilada.

PVN : nlcleo paraventricular.

RhoA : (del inglés Ras homolog gene family, member A), familia de genes homologos a
Ras, miembro A.

ROCK : (del inglés Rho associated, coiled-coil kinase), quinasa asociada a la Rho.

TAT : tasa o razon entre un parametro medido en el brazo abierto y el mismo parametro
medido en ambos brazos (abierto + cerrado).

TBS : (del inglés tris buffered saline), salino tamponado con tris.
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Resumen

El estrés psicosocial esta relacionado con patologias psiquiatricas como la depresion, la
cual se caracteriza por el deterioro cognitivo y trastornos morfolégicos como el
acortamiento de espinas dendriticas y la simplificacion de ramificaciones dendriticas. Estos
cambios implican probablemente alteraciones en el citoesqueleto, el cual esta compuesto
principalmente por microtibulos y actina. La GTPasa pequefia Rho es un importante
regulador de la dinamica de actina y uno de sus efectores es la quinasa ROCK (Rho
associated, coiled coil kinase). La transfeccion de neuronas piramidales del hipocampo con
formas mutantes constitutivamente activas de ROCK produce simplificacion de la
arborizacion dendritica y reduccion en la densidad de espinas. Por lo tanto, proponemos
que un inhibidor de ROCK, como fasudil, podria prevenir las alteraciones conductuales
observadas en modelos animales de depresién, lo que deberia correlacionarse con las

modificaciones morfoldgicas propias del estrés.

Ratas macho adultas Sprague-Dawley (240-260 g) fueron divididas en cuatro grupos
experimentales: control/solucion salina (C/SAL), control/fasudil (C/FAS), estrés/ solucion
salina (S/SAL) y estrés / fasudil (S/FAS). El tratamiento con fasudil (10 mg/Kg) o solucién
salina se administré i.p. comenzando cuatro dias antes del procedimiento de estrés de

restriccion, el cual se llevé a cabo por 2,5 horas/dia durante 14 dias.

Con el fin de observar sintomas asociados a la depresion promovidos por el estrés y su
prevencion por fasudil, llevamos a cabo la prueba de natacion forzada y la de evitacion
activa. Los animales estresados mostraron un mayor tiempo de inmovilidad que los
controles y fasudil previene este efecto al incrementar el tiempo de escalamiento, lo que
sugiere un aumento del tono noradrenérgico. Ademas, los animales estresados mostraron
una reduccién en la adquisicion de respuestas condicionadas con el consiguiente aumento
en las fallas en el escape, lo que indica un deterioro del aprendizaje asociativo y de la
memoria. Todos estos efectos fueron prevenidos por fasudil. Por otro lado, los animales

control tratados con fasudil no mostraron alteraciones de la conducta.

Con el fin de evaluar los efectos bioquimicos producidos por el estrés y el tratamiento con

fasudil, nos centramos en las vias RhoA/ROCK/LIMK siendo esta ultima una
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quinasa que fosforila a cofilina promoviendo la polimerizacion de actina vy
RhoA/ROCK/MCL; MLCP, que regulan la dinamica de actina. Los resultados indicaron que
el estrés no produce alteraciones en los niveles y cuantia de la fosforilacion en las
proteinas analizadas. En cambio, el tratamiento de los animales sometidos a estrés con
fasudil, muestra una tendencia al incremento en los niveles de RhoA sin variacion en el
estado de fosforilacién de LIMK y cofilina. Por otro lado, la administracién de fasudil a
animales controles promueve una tendencia al aumento en LIMK fosforilada que se
correlaciona con un leve incremento en los niveles de cofilina fosforilada en el mismo grupo
experimental, sugiriendo una relacion de causalidad entre ambas proteinas. Estos
resultados sugieren que en los animales controles tratados con fasudil, se observa la
activacion de sefales compensatorias que promueven la activacion de la via LIMK/cofilina.
Esto conduciria a la polimerizacion de actina y probablemente a la aparicion de espinas.
Por otro lado, queda por determinar si el estrés promueve vias asociadas al acortamiento o
desaparicion de espinas comandada por la actividad de ROCK/MCL; MLCP, y si estos
cambios son prevenidos por el tratamiento con fasudil, en desmedro de la actividad de la
otra via en estudio. Esto explicaria la razén por la cual no hubo alteraciones en los niveles

de p-cofilina ni en p-LIMK en ratas sometidas a estrés.
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Fasudil, a ROCK inhibitor, prevents behavioural alterations produced by restraint
stress in animal models of depression

Summary

Psychosocial stress is related with psychiatric pathologies like depression, which is
characterized by cognitive impairment and morphological disruptions like dendritic spines
shortening and dendritic branching simplification. These changes imply alterations on the
dendritic cytoskeleton, which is composed principally by microtubules and actin. Rho is an
important regulator of actin dynamic, and one of its effectors is ROCK (Rho associated,
coiled coil kinase).Transfection of hippocampal pyramidal neurons with constitutively active
ROCK mutant produces dendritic simplification and reduction in dendritic spines density.
Thus, we propose that a ROCK inhibitor, like fasudil, may prevent depressive-like behaviour

induced by stress, which should correlate with stress- related morphological alterations.

Adult male Sprague—Dawley rats (240-260 g) were divided in four experimental groups:
control/saline (C/SAL), control/fasudil (C/FAS), stress/saline(S/SAL) and stress/fasudil
S/FAS). Fasudil treatment (10 mg/Kg) or saline were administrated i.p., starting four days

prior restraint stress procedure, which was conducted 2.5 hrs/day during 14 days.

In order to observe depression-like symptoms promoted by stress and their prevention by
fasudil, we carried out the forced swimming test and the conditioned avoidance test.
Stressed animals showed a higher time spent in immobility than controls. Fasudil prevents
this effect by increasing the time spent climbing, suggesting an increase in noradrenergic
tone. In addition, stressed animals showed a reduction of conditioned avoidance responses,
with a concomitant increase in escape failures, indicating an impairment of associative
learning and memory. All these effects were prevented by fasudil. On the other hand,

control animals treated with fasudil did not show any behavioral alterations.

In order to evaluate biochemical effects produced by stress and fasudil treatment, we
focused on the RhoA/ROCK/LIMK pathway, which last kinase (LIMK) phosphorylates to
cofilin, promoting actin polymerization and RhoA/ROCK/MCL; MLCP, which regulates



actin-myosin contraction. The results indicated that stress does not produce changes in
levels of phosphorylation of analysed proteins. However, stressed animals which received
fasudil treatment, show a trend to increase RhoA levels, without changes in phosphorylation
state of LIMK and cofilin. On the other hand, fasudil administration to control animals
promotes a trend to increase p-LIMK, which is correlated with a small increase in p-cofilin
levels in the same experimental group, suggesting a causality relationship between them.
These results suggest that control animals treated with fasudil show adaptative signals,
which promote activation of LIMK/cofilin pathway. It is probable that the activation of this
pathway conducts to actin polymerization, hence promoting spines formation. On the other
hand, it remains to be determined whether or not stress triggers the activation of pathways
associated with the shortening or disappearance of spines through the ROCK/MLC; MLCP
pathway. Furthermore, it could be important to determine whether these changes are
prevented by fasudil, decreasing the activity of the ROCK/LIMK/cofilin pathway. This could

explain why no alterations were found on p-cofilin and p-LIMK levels in stressed rats.



1. Introduccion

La depresion es la principal causa de discapacidad, medida por los afios vividos con
discapacidad (YLDs). Hoy en dia, la depresion es la segunda causa de afos de vida
ajustados por discapacidad (DALYs) en la categoria de edad de 15-44 afios para ambos
sexos combinados. (WHO 2011). En la etiologia de este trastorno psiquiatrico parecen
confluir factores genéticos (Lesch y Gutknecht 2005) y factores ambientales, tales como los
acontecimientos vitales estresantes, los que pueden aumentar la susceptibilidad a
desarrollar este trastorno (Caspi y cols. 2003; Nestler y cols. 2006). El estrés crénico
involucra un aumento del tono nervioso simpatico y la respuesta neuroendocrina del eje
hipotaldamico-hipofisiario-adrenal (HHA), lo que aumenta la secrecion de glucocorticoides
(GCs) suprarrenales (Brown y cols. 1999). Pruebas preclinicas y evidencias clinicas
muestran que niveles altos de corticoides promueven el deterioro cognitivo y son parte de
los factores fisiopatolégicos que contribuyen a la depresion (Manji y Duman 2001; Fiedler y
cols. 2007; Pittenger y Duman 2008). De hecho, el 50% de los pacientes con depresion
presenta una mayor secrecion de glucocorticoides (Linthorst y cols. 2000), presentando una
elevada expresion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y vasopresina en los
nucleos paraventriculares (PVN) del hipotalamo (Linthorst y cols. 2000), y una mayor
frecuencia de secrecion episédica de cortisol (Deuschle y cols. 2003). De acuerdo a esto,
diversos estudios han evaluado los mecanismos que se asocian a una mayor secrecion de
GCs, cuyos altos niveles provocarian efectos nocivos. De hecho, nuestro laboratorio ha
demostrado que animales inyectados crénicamente con altas dosis de corticosterona
inducen alteraciones cognitivas y sintomatologia tipo depresiva (Ulloa y cols. 2010) (Ulloa y
cols, 2010), lo que sugiere que los niveles altos de glucocorticoides podrian ser causa de

parte de la sintomatologia depresiva.

Entre los hallazgos importantes, se encuentra que el hipocampo regula negativamente la
actividad del eje HHA a nivel del PVN del hipotalamico (figura 1). Esta accion es realizada
mediante los receptores de glucocorticoides (GR), puesto que el hipocampo presenta una
alta densidad de dichos receptores. En consecuencia, al activarse estos receptores,
modulan la actividad de los circuitos sinapticos presentes en el PVN y que estan
relacionados con el aprendizaje, la memoria y funcion cognitiva (figura 1). Es asi, que

niveles altos de glucocorticoides atenuan la LTP (long term potentiation) y empeoran los



procesos asociados a memoria y el aprendizaje. Mas aun, el estrés prolongado o niveles
elevados de GCs producen una reduccién en el volumen hipocampal (Czeh y Lucassen
2007), debido a la reduccion de la complejidad del arbol dendritico de neuronas
hipocampales (McEwen 2005). Ademas, se ha descrito recientemente que dicho estrés
también es capaz de producir una reduccion en la densidad de espinas dendriticas en
neuronas hipocampales y corticales. Las espinas corresponden a protrusiones
postsinapticas que corresponden a los sitios de las sinapsis excitatorias glutamatérgicas.
En sintesis, el incremento en los niveles de GCs podria producirse por alteraciones en la
regulacion que ejerce el hipocampo sobre el PVN, y, a su vez, los mismos GCs ejercen
acciones a nivel del hipocampo, a saber, reducciéon de la ramificacién dendritica y de la

densidad de sus espinas.
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Figura 1. Regulaciéon del eje Hipotadlamo-Hipoéfisis-Corteza Adrenal. Las neuronas
parvocelulares del PVN del hipotalamo sintetizan CRH e integran informacion relevante
para la regulacién del estrés. Las vias mas importantes incluyen aferencias excitatorias
desde la amigdala y aferencias polisinapticas inhibitorias desde el hipocampo. Otra via
importante corresponde a las vias monoaminérgicas ascedentes (no mostradas). La
CRH se libera por estas neuronas al sistema portal y actda en los corticotropos de la
adenohipdfisis, para que se libere ACTH. La ACTH alcanza a la corteza adrenal a través
del torrente sanguineo, donde estimula la sintesis y por ende la liberacion de GCs.
Niveles altos de GCs dafan el hipocampo, lo que podria iniciar y mantener un estado de
hipercortisolemia relacionado con algunos casos de depresion (Nestler y cols. 2002).



Se ha observado que la aplicacion de procedimientos de estrés crdonico en animales
produce sintomas asociados a la depresion. Especificamente, utilizamos un modelo de
estrés crénico por restriccidon de movimiento, el que genera alteraciones en la conducta que
dan cuenta de sintomas propios de dicha patologia, como por ejemplo: déficit afectivo y

cognitivo, disminucién de la memoria y suefio, como también ansiedad.

Es probable que las alteraciones cognitivas asociadas al estrés y al cuadro depresivo, se
deban a alteraciones morfolodgicas en las neuronas, como el acortamiento de espinas
dendriticas y la simplificacién de las ramificaciones dendriticas (Magarinos y cols. 1999). La
morfologia neuronal esta determinada por el citoesqueleto, el que esta compuesto
principalmente por actina (monomérica y en filamentos) y tubulina (monomérica y
polimerizada formando microtubulos), los que son capaces de polimerizar y depolimerizar,
lo que les faculta para participar en el remodelamieno neuronal. La familia de las Rho
GTPasas pequenas controla el ensamblaje, desensamblaje y los re-arreglos dinamicos del
citoesqueleto de actina y de microtubulos. Esta familia esta principalmente compuesta por
RhoA, Rac1 y Cdc-42. Hay evidencia que indica que RhoA promueve la retraccion de las
espinas dendriticas y su posterior eliminacion; en cambio, Rac1 promueve el desarrollo de
nuevas espinas y participa en mantener la morfologia normal de éstas; y, a su vez, Cdc-42
participa en la formacién de protrusiones en neuronas, y por lo tanto, promueve la
extension de neuritas y la extension del axdon (Ethell y Pasquale 2005; Govek y cols.
2005). Por lo tanto, una manera de explicar una reduccién en la densidad de espinas

promovida por el estrés es quizas a través de un aumento de la actividad de RhoA.

Nos enfocaremos especificamente en la via RhoA/ROCK. Las proteinas LIMK, MLC, y
MLCP son reconocidos efectores de la quinasa dependiente de Rho (ROCK, Rho
associated coiled coil kinase; figura 3). Se ha descrito que ROCK fosforila a LIMK en Thr-
508 (Ethell y Pasquale 2005), activandola y promoviendo la fosforilacion de cofilina,
inactivandola. La cofilina activa promueve el “corte” de los filamentos de actina. Por tanto,
la activacién de esta via promueve la estabilizacion de los filamentos de actina, lo que
posiblemente esta asociado a la elongacién de espinas dendriticas. Por otro lado, ROCK
fosforila tanto la MLC (cadena ligera de miosina) como la MLCP (fosfatasa de la cadena
ligera de miosina), lo que provoca una estimulacién eficiente de la contraccion del complejo
actina-miosina, produciendo acortamiento de las espinas (Govek y cols. 2005). Se ha
encontrado que formas mutantes de ROCK constitutivamente activas producen

simplificacién dendritica en neuronas piramidales hipocampales, hallazgos morfologicos

3



similares a los observados en casos de depresion y estrés (Nakayama y cols. 2000). En
cuanto a las evidencias acerca de la influencia de ROCK en la dinamica de las espinas
dendriticas, hay algunas discrepancias, puesto que se ha observado que el tratamiento con
Y-27632, un inhibidor de ROCK, en cortes de hipocampo de ratas jévenes, causa una
disminucion en la densidad de espinas y un incremento en la longitud de éstas. Sin
embargo, en otro estudio, Y-27632 no afectd ni la densidad ni la longitud de las espinas de
neuronas piramidales CA1 co-transfectadas con un plasmidio de expresién de GFP en
cortes hipocampales de rata. Por otra parte, evidencia reciente sugiere que la sefializacion
RhoA/ROCK antagoniza la formacién y mantencion de espinas (Ethell y Pasquale 2005;
Govek y cols. 2005). Por lo tanto, seria interesante evaluar si un inhibidor de ROCK, como
fasudil, impide la alteracion morfolégica promovida por el estrés, con la consiguiente

prevencién de los sintomas de la depresion.
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Figura 2. Estructura quimica de fasudil. Fasudil es un inhibidor competitivo del sitio de
unién al ATP de la enzima ROCK, perteneciendo especificamente a la familia de las
isoquinolinsulfamidas.

Fasudil es un farmaco con actividad antiespastica con buena tolerabilidad en su uso clinico.
Se comercializa en paises como China y Japon ( Drug Information Online, 2011). Este
farmaco pertenece a la familia de las isoquinolinsulfamidas (figura 2) e inhibe
competitivamente a ROCK al unirse al sitio de uniéon al ATP. Entre las caracteristicas
farmacocinéticas, se encuentra que fasudil traspasa la barrera hematoencefalica, tiene una
vida media de 0,78 horas y da origen a un metabolito cuya actividad es mayor que la del
farmaco original. Se trata de hidroxifasudil y tiene una vida media de 4,66 horas (Shibuya y
cols. 2005). Actualmente, se han propuesto acciones farmacoldgicas adicionales, como
antiangiogénico y antimetastasico, junto con propiedades neuroprotectoras y antioxidantes

(Satoh y cols. 2001; Ying y cols. 2006; Yin y cols. 2007). En cuanto a las propiedades



neuroprotectoras, se ha observado que en experimentos de isquemia-reperfusion cerebral,
fasudil previene la reduccion de la funcidon neuroldgica inherente a este tipo de accidentes
vasculares (Satoh y cols. 2001). En estas alteraciones, se ve una activacién de ROCK,
quinasa que participa en la contraccién del complejo actina-miosina, lo que provoca
vasoconstriccion. ROCK, al ser inhibida por fasudil, desencadena principalmente un efecto
vasodilatador (sin mencionar la supresion de la quimiotaxis de los neutrdfilos, inhibicion de
iINOS, entre otros efectos), disminuyendo asi el area comprometida por la reduccion de

oxigeno y, en consecuencia, el dafio neuronal. (Satoh y cols. 2001; Li y cols. 2009).

En conclusién, se esperaria que la administraciéon crénica de fasudil logre inhibir a ROCK,
con la consecuente inhibicién de efectores rio abajo, provocando una prevencion de los
efectos del estrés sobre la conducta de las ratas, las que mostrarian una mayor capacidad

cognitiva, asociativa y de memoria.
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Figura 3. Vias de interés que participan en la regulacién del citoesqueleto de actina.
Se muestran los mediadores que participan en las dos vias en que se enfocé esta
memoria, a saber, RhoA/ROCK/LIMK/cofilina y RhoA/ROCK/MCL; MLCP. Es importante
indicar que cuando LIMK se encuentra defosforilada, esta estabilizando los microtubulos.
Ademas, se aclara que ROCK fosforila a las MLCs activandolas, e inhibe a la MLCP.
Abreviaturas: MHCs: cadenas pesadas de miosina; GDI: inhibidor de la disociacion de
nucleotido guanina; GEF: factor de intercambio de nucleétido guanina; GAP: proteina de
activacion de la actividad GTP-asa.



2. Hipétesis

La inhibicién farmacolégica de ROCK con fasudil previene alteraciones conductuales y

bioquimicas observadas en modelos animales de depresion.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar si la inhibicion farmacolégica de ROCK, mediante fasudil, previene la
sintomatologia depresiva y ansiosa, junto a las alteraciones bioquimicas promovidas por el

estrés cronico en ratas.

3.2 Objetivos especificos

¢ Determinar si la administracién cronica de fasudil previene la conducta depresiva y

ansiosa promovida por el estrés.

El estrés promueve conductas ansiosas y depresivas observadas en los ensayos
conductuales. Diversa evidencia sefala que animales estresados cronicamente por
restriccion de movimiento muestran alteraciones cognitivas, desesperanza aprendida vy
rasgos ansiosos (Bravo y cols. 2009). Por lo tanto, en esta memoria se determinara,
utilizando test conductuales en ratas, si fasudil es capaz de prevenir dichas conductas,

ejerciendo acciones similares a un antidepresivo.

¢ Determinar cuales son las alteraciones promovidas por el estrés en proteinas
reguladoras de la dinamica del citoesqueleto de actina, y evaluar si fasudil previene dichos

cambios.

El citoesqueleto de actina esta regulado en gran medida por la via RhoA/ROCK vy sus
efectores. En este trabajo, nos enfocamos en determinar mediante inmuno western blot los
niveles de RhoA, LIMK y cofilina. Estas proteinas se relacionan segun lo que se muestra en
la figura 3. Se determinara si el estrés cronico produce alguna alteracion en los niveles de

dichas proteinas y si fasudil puede prevenirlas.



4. Materiales y métodos
4.1. Animales

Ratas macho adultas Sprague-Dawley (240-260g) fueron mantenidas en grupos de
cuatro animales por jaulaen una sala con control de temperatura (22-23°C) vy
humedad (55-65%), conun ciclo estandar de luz/oscuridad (12 horas: 12 horas). El
pellet y el agua fueron provistos ad libitum, excepto cuando se aplicaba el estrés por
restriccion. La ingesta de alimentos y agua fue monitoreada por el experimentador, y todas
las ratas se pesaron previamente a y durante los tratamientos. Se procuré escoger ratas
que tuviesen pesos similares en todos los grupos experimentales. Todas las pruebas de
conducta fueron realizadas por observadores ciegos. Estos test se llevaron a cabo de 13:00
a 17: 000 horas en una habitacion tranquila. Todos los procedimientos fueron aprobados
por el Comité de Eticade la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile (FONDECYT 108-0489).

4.2. Tratamientos de los animales

Se realizaron cinco series experimentales, usando las dos primeras paraevaluar la
conducta, y una tercera que sélo fue utilizada para determinar proteinas. Sélo en el caso
del nimero de heces (véase punto 4.4.3.) se uso la tercera serie y dos series mas, que se
destinaron a la evaluacion de la morfologia de neuronas hipocampales CA1 (datos en
proceso de analisis).

Hay que considerar que una de las series realizadas para estudios de comportamiento se
efectué administrando el farmaco/solucion salina paralelamente al tratamiento de
restriccion; las otras series se realizaron administrandolo 4 dias previamente a la induccion
de estrés. Debido a la gran similitud entre los resultados obtenidos en las dos series para

conducta, decidimos juntar los datos obtenidos de ambas series.

Las ratas se distribuyeron en cuatro grupos (figura 4), (i) control sin estrés, inyectadas
cada dia durante 18 dias con una solucién salina (0,9% NaCl) (C/SAL); ii) 14 dias
de estrés de restriccion, inyectadas durante 18 dias con solucion salina (a partir de 4 dias
previamente al estrés) (S/SAL); (iii) controlno estresados, inyectados todos los
dias durante 18 dias con fasudil 10 mg/kg. (C/FAS); y (iv) 14 dias de estrés de

restriccion, inyectadas durante 18 dias con fasudil 10 mg/kg (a partir de 4 dias previamente



al estrés) (S/FAS). La dosis de fasudil se escogio en base a estudios que demostraron una
accion neuroprotectora de fasudil (Li y cols. 2009). Fasudil (Laboratorios LC, E.E.U.U.) se
disolvié en solucidén salinay se esterilizd mediante filtracién (tamafo de poro 0,2
um). Todas las inyecciones fueron intraperitoneales y se llevaron a cabo 15 min antes del
protocolo de estrés. Se realizé un set de experimentos para medir la conducta (punto final),

otro para medir cambios moleculares y uno mas para medir morfologia dendritica

Los animales fueron sacrificados por decapitacion un dia después de la ultima sesion de
estrés, entre las 09:00 - 11:00 horas. Se tuvo especial cuidado para evitar el estrés pre-
decapitacion, y por ello, los animales se quedaron fuera de la sala y fueron manejados por
unos pocos minutos antes de la eutanasia. Los cerebros de las ratas fueron aislados, luego
se procedio a disecar en hielo el hipocampo, la corteza y el cuerpo estriado, y rapidamente
fueron congelados en nitrégeno liquido a-80 ° C, hasta su posterior homogenizacion y

analisis de proteinas.

4.3. Estrés por restriccién de movimiento

El procedimiento de restriccién se hizo en una habitacion distinta a la de mantencion. En
este estudio se utilizé una restriccion moderada de movimiento ya validada en nuestro
laboratorio (Bravo y cols. 2009). Este procedimiento consistié en introducir a las ratas en
tubos de Plexiglas (25x 8 cm), de ancho suficiente para permitir una respiracion comoda,
pero restringidos sus movimientos por 2,5 horas al dia durante 14 dias consecutivos. Cada
sesion de estrés se realiz6 entre las 9:00 - 12:00 horas, para evitar cualquier efecto debido
a cambios en los ritmos circadianos. Los animales no estresados fueron inyectados
con solucion salina o fasudil, y dejados tranquilos en su jaula. Después del procedimiento,

los animales estresados y no estresados fueron devueltos a sus respectivas jaulas.

4.4. Pruebas fisiologicas

4.4.1. Ganancia de peso corporal

El estrés afecta los parametros fisioldgicos regulados porla activacion del eje HHA
(Dhabhar y cols. 1997). Uno de ellos esla ganancia de peso; de hecho, se ha

observado que la administracion de CRH a ratas produce una reduccién en el peso, a



través de la estimulacién de la sintesis de glucocorticoides. La determinacién de este

parametro sera util como indicador de estrés.

4.4.2. Masa de glandulas adrenales

Se ha observado que las ratas estresadas muestran un aumento en la masa de las
glandulas adrenales, lo que es producido por la hiperactivacion del eje HHA, la que podria
verse reflejada en la hipertrofia de dichas glandulas. Por lo tanto, este parametro es otro

indicador de estrés en ratas.

4.4.3. Produccion de heces

Decidimos medir este parametro como un indicador complementario que muestra la
emocionalidad de las ratas (Cryan 2005). Hay evidencia de que la CRH, el nervio vago y el
receptor 5-HT; podrian ser mediadores importantes en la motilidad intestinal, proceso que,

en la mayoria de los casos, esta incrementado en ratas estresadas. (Nakade y cols. 2007)

4.5. Pruebas conductuales
4.5.1. Prueba de natacion forzada

El test de natacioén forzada es usado frecuentemente para evaluar la eficacia de potenciales
farmacos antidepresivos en ratas. La inmersién de ratas en el agua por un extendido
periodo de tiempo produce una conducta caracteristica de inmovilidad, que refleja la
desesperanza aprendida. El tratamiento antidepresivo disminuye la conducta de
inmovilidad, cambio acompanado por un aumento en la respuesta de escape (escalar y
nadar) (Lucki 1997). Este test fue realizado de acuerdo a lo descrito por Lucki (Lucki 1997),
y de acuerdo a lo que se ha descrito en el laboratorio (Bravo y cols. 2009). Un cilindro
transparente de plexiglas (50 cm de alto x 20 cm de ancho) se llend hasta una profundidad
de aprox. 30 cm de alto con agua a 24 °C. A esta profundidad, las ratas no pueden tocar la
base del cilindro con sus colas o sus patas traseras. El dia 14, 4 hrs. después de los
tratamientos, todas las ratas fueron expuestas durante 15 minutos, ubicandolas en el
cilindro lleno de agua. El dia 15 los animales fueron sometidos a 5 minutos de natacion
forzada y se midieron las conductas activas (escalamiento y natacion). El escalamiento
consiste en el intento del animal de subir por las paredes del tubo, y la natacion

corresponde sencillamente a los movimientos a través de la superficie del agua.
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La conducta de inmovilidad se calculé como la duracién del tiempo en que el animal no
presentd conductas activas de escape (diferencia aritmética entre el tiempo total del test y
el tiempo que permanecioé escalando y nadando). Después del test, las ratas se retiraron
del cilindro, se secaron con una toalla y fueron regresadas a su jaula de origen. El agua del

cilindro se fue cambiando entre las ratas.
4.5.2. Prueba de condicionamiento por evitacién activa

La prueba de condicionamiento por evitacién activa mide la capacidad del animal para
evitar un evento aversivo y provee una forma de evaluar el aprendizaje asociativo y la
memoria. Este test fue realizado tal como esta descrito previamente (Mora y cols. 1993),
18-20 hrs después de la natacion forzada. El objetivo de esta prueba determina si el estrés
por restriccion de movimiento es capaz de modificar la capacidad de adquirir una respuesta
condicionada (medida como “adquisicién de respuestas condicionadas”), y si promueve la

condicién de desesperanza aprendida (medida como “fallas en el escape”).

En esta prueba, cada animal fue colocado individualmente en una caja compuesta por dos
compartimentos de acero inoxidable, entre las cuales hay una apertura para que el animal
pase de un lado a otro (Two-way shuttle box, Lafayette Instrument Co., Lafayette, IN,
EE.UU.). Cada compartimiento esta equipado con una rejilla de 18 barras en el piso, a
través de la cual se puede aplicar un choque eléctrico de intensidad variable de forma
independiente, dos ampolletas de 28V DC y un generador de tonos audibles (Mallory
Sonalert 2.800 Hz, Lafayette Instrument Co., Lafayette, IN, EEUU). Los choques eléctricos

se administraron con una fuente de poder (Lafayette Instrument Co., Lafayette, IN, EE.UU.).

Antes de cada ensayo hubo 5 minutos de habituacion a la caja de condicionamiento,
durante los cuales la rata puedo explorar ambos compartimentos. Luego se hicieron 50
ensayos, lo que dura en total aproximadamente 30 minutos. Cada ensayo se inici6
aplicando un estimulo condicionante (tono) durante 5 segundos, a continuacién se
sobrepuso un choque eléctrico (0,2-0,5 mA) en el piso de la caja, que dura 10 segundos, y
posteriormente hubo un descanso de 15 segundos antes de iniciar el siguiente ensayo. Las
posibles respuestas de la rata fueron: escape con el tono durante los primeros 5 segundos
y antes del choque eléctrico, lo que se denomindé adquisicion de una respuesta
condicionada (ARC); escape con el choque eléctrico; y que no haya escape ni con el tono

ni con el choque eléctrico, lo que se denomind falla en el escape (FE) (Mora y cols. 1993).
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4.5.3. Prueba del laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado en cruz es una prueba conductual ampliamente utilizado para evaluar
la ansiedad y los efectos ansiogénicos o ansioliticos de agentes farmacolégicos. (Pellow y
cols. 1985; Walf y Frye 2007). Los animales que presentan conductas de tipo ansiosa en el
laberinto elevado en cruz, usualmente muestran reducciones tanto en el numero de
entradas, como en el tiempo que permanecen en los brazos abiertos, con un incremento en
la cantidad de tiempo pasada en los brazos cerrados. Este ensayo se realizé un dia

después del test de natacion forzada.

Se inyectaron los animales con fasudil o solucion salina, y fueron colocados
individualmente en este laberinto. Este aparato consiste de dos brazos abiertos (50x10 cm
cada uno), dos brazos cerrados (50x10x20 cm cada uno) y una plataforma central (10x10
cm), dispuestos de manera tal que los brazos del mismo tipo estén opuestos uno al otro. El
laberinto esta hecho de Plexiglas negro y esta a una altura de 100 cm del suelo. Al
comienzo de cada ensayo, los animales se ubicaron al centro del laberinto, de cara a un
brazo cerrado. Durante un periodo de 5 minutos, se registrd: a) numero de entradas en el
brazo abierto, b) nimero de entradas en el brazo cerrado, c¢) tiempo que pasan en los
brazos abiertos y d) tiempo que permanecen en los brazos cerrados. La entrada en un
brazo se definid como la ubicacién del animal con sus cuatro patas en el brazo. TAT (Tasa
de abierto a total) para las entradas en un brazo se calculd6 como un indicador de la
exploraciéon en brazo abierto y se defini6 como el porcentaje de entradas en los brazos
abiertos en relacion a las entradas totales (brazo abierto+ brazo cerrado). TAT también se
calculd en funcion del tiempo y se definié6 como el porcentaje del tiempo pasado en los
brazos abiertos relativo al tiempo total (brazo abierto + brazo cerrado). Las entradas totales
se analizaron como una medida de cambios no especificos en la actividad locomotora. El

laberinto se ased minuciosamente con etanol 5% después de cada animal.
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Figura 4. Esquema del estudio conductual. Se muestran
experimentales del estudio: control/salino(C/SAL), control/fasudil (C/FAS), estrés/salino
(S/SAL) y estrés/fasudil (S/FAS). Los tratamientos se extendieron por 18 dias. Se
comenzo la administracién de salino/fasudil 4 dias antes de iniciar el procedimiento del
estrés, que durd 14 dias. Una vez realizados los tratamientos, dichos grupos fueron
sometidos a la evaluacion de los indicadores conductuales y fisiolégicos que se

muestran en la figura.

4.6. Analisis de inmuno western blot.

13

Se prepararon homogeneizados de hipocampo como fue descrito previamente (Bravo y
cols. 2009). Setenta y cinco ug de proteina de cada homogeneizado fueron resueltos por
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 15% y transferidos en membranas de
nitrocelulosa de 0,2 um, o bien en membranas de PVDF de 0,2 ym. Para evaluar la calidad
de la transferencia en las membranas de nitrocelulosa, éstas se tineron con solucién S

Ponceau (0.2% de Ponceau S, 3% de acido tricloroacético y 3% de acido sulfosalicilico).

Las proteinas mayores a 40 KDa fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa; en

cambio, aquellas de P.M. menor a 28 KDa, como cofilina (total y fosforilada) y RhoA, fueron

los 4 grupos



transferidas a membranas de PVDF. Las membranas de nitrocelulosa también fueron
utilizadas para determinar B-actina como control de carga. Las membranas usadas para p-
cofilina o p-MLC fueron lavadas en solucion Re-Blott Plus Mild 1:10 (Millipore, Temecula,
California, USA) por 5 minutos, con el objetivo de retirar los anticuerpos primarios. Luego,
las membranas fueron lavadas dos veces con agua y una vez con TBS-Tween 0,1%. Por
otra parte, las membranas de nitrocelulosa, usadas para determinar p-LIMK, fueron lavadas
con solucién S Ponceau por 1 hora (para retirar los anticuerpos primarios) y luego lavadas

de la misma forma que las membranas de PVDF.

Finalmente, las membranas fueron incubadas con otro anticuerpo primario, es decir, cofilina
total. Las intensidades de las bandas fueron determinadas y analizadas usando el software
UN-SCAN-IT. Los resultados fueron expresados como la razén de RhoA/B-actina, p-
LIMK/B-actina y p-cofilina/cofilina total en forma porcentual. La tabla 1 contiene las

condiciones en las que fueron realizados estos analisis.

4.7. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando el programa estadistico GraphPad
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EE.UU). Los datos se muestran como la media +
E.E.M. (error estandar medio). Para determinar diferencias estadisticas entre pares de
grupos experimentales, los datos que presentaban sélo un factor que determine la variable
dependiente (tratamientos, C/SAL,C/FAS, S/SAL o S/FAS) y que va a determinar el tiempo
de inmovilidad (variable dependiente) en la prueba de natacién forzada, fueron evaluados
mediante ANOVA no parameétrico de una via (test Kruskall-Wallis), seguido por el test de
Dunn. Por otro lado, si los datos presentaban dos factores (por ejemplo, el aumento de
peso corporal depende de dos factores: el tiempo (dias de tratamiento) y el tratamiento
como tal), la significancia estadistica fue evaluada mediante ANOVA de dos vias de
medidas repetidas, utilizando el test post hoc de Bonfferoni para realizar comparaciones
entre pares de grupos experimentales. Finalmente, en el caso de los analisis en que se
comparan solo dos grupos experimentales, se realizé el test-t no pareado, seguido de un

analisis de Mann Whitney.
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Tabla 1. Condiciones, caracteristicas y concentraciones de los anticuerpos y buffers

utilizados en los analisis de inmuno western blot.

Proteina N°catalogo Bloqueo Ac 1° Ac 2°
RhoA (anti- Leche al 1% en
mouse),Santa Cruz (26C4): sc 418 TBS-Tween 1%, 1:250 1:10.000
15 minutos
p-LIMK1 (Thr508)/ p-
BSA al 2% en
LIMK2(Thr505) (anti- #3841 1:250 1:10.000
TBS-Tween 0,1%,
rabbit),Cell Signaling
p-cofilina (Ser3) BSA al 5% en
(anti-rabbit), Cell #3313 TBS-Tween 0,1%, 1:500 1:10.000
Signaling 1 hora
Leche al 3% en
Cofilina total (anti- #ACFLO2, Lot
; TBS-Tween 0,1%, 1: 3.000 1:10.000
rabbit), Cytoskeleton #037
1 hora
Leche al 1% en
-actina (anti-
g bt 3'( A 5060 TBS-Tween 1% 1:10.000 1:10.000
rabbit),Sigma
1h

Se sefalan las proteinas “blanco” de los anticuerpos, considerando los aminoacidos
fosforilados, segun corresponda. También se indica su marca y numero de catalogo.
Ademas, se mencionan las condiciones en las que fueron utilizados dichos anticuerpos
(concentracién, bloqueo y tampones utilizados).
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5. Resultados

5.1. Indicadores fisioldgicos

5.1.1. El estrés por restriccion de movimiento disminuye la ganancia de peso corporal,
efecto no prevenido por la administracion crénica de fasudil.

Debido a que la ganancia de peso corporal es un parametro que es alterado por el estrés y
a que puede ser modificado por fasudil, fue determinado en cada grupo experimental. La
ganancia de peso corporal fue definida como la diferencia entre el peso diario y el peso
inicial. Esperamos que el estrés promueva cambios en este parametro. La figura 5 muestra
la ganancia de peso corporal durante 14 dias de tratamiento. Animales sujetos a restriccion
cronica (S/SAL) ganaron menos peso que las ratas control (C/SAL). De hecho, el ANOVA
de dos vias de medidas repetidas mostré un efecto significativo del tiempo ( F( 12, 216)=
256,68, p <0.0001) y del tratamiento de estrés. También demostré una interaccion
significativa tiempo x tratamiento (véase estadistica en la figura 5). El tratamiento con

fasudil en ratas controles no produjo variacion en la ganancia de peso

- C/SAL
140 CIFAS

* A SISAL
1204 4 SIFAS

100+

Ganancia de peso corporal(%)

0 2 4 6 8 10 12 14
Dias de tratamiento

Figura 5. El estrés por restriccion de movimiento disminuye la ganancia de peso
corporal, efecto que no es prevenido por la administracion crénica de fasudil. Los
valores corresponden a los promedios + E.E.M de los cambios en el peso corporal como

porcentaje de los valores iniciales para animales C/SAL (®,n=5), C/FAS (®, n=5), S/SAL
(A, n=6) 0 S/IFAS ( A, n=6). Los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias. No
hubo diferencias entre el grupo C/SAL y C/FAS. Los animales sujetos a restriccion
cronica (S/SAL) ganaron menos peso que los controles(C/SAL) (p<0,01 dias 5,6 y 7;

p<0,001 dias 8 a 14.) No hubo diferencia cuando se compararon los grupos S/SAL y
S/FAS.
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5.1.2. Fasudil no afecta la produccién diaria y promedio de heces.

Con el objetivo de tener un indicador adicional del estrés inducido en las ratas, decidimos
medir la cantidad de heces producidas diariamente por las ratas durante el periodo de
estrés (2,5 horas) y el promedio de esta medicion durante los 14 dias de este
procedimiento. Como se observa en la figura 6.A, no hay diferencias significativas entre los
grupos S/SAL y S/FAS al comparar la produccion de heces diarias. No obstante, se
observd que existe un factor del tiempo sobre la produccion de heces que fue
estadisticamente significativa (F (14,322) = 1,91, p<0,05) pero no hubo efecto del

tratamiento con fasudil. Por otra parte no hubo efecto de fasudil sobre el promedio de heces
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Figura 6. Fasudil no altera la produccion de heces diaria y promedio durante el
estrés. A. Produccion de heces diaria. Las barras representan el promedio £ E.E.M. de la
cantidad de heces (expresadas como valor absoluto) producidas durante todo el
tratamiento de restriccién. Los datos fueron analizados mediante t-test no pareado. Los
grupos S/SAL y S/FAS no mostraron diferencias en la produccion total de heces. ( S/SAL:
n=10 y S/FAS: n= 15). B. Produccion promedio de heces diaria. Los valores son el
promedio + E.E.M del niumero de heces diario (expresado como valor absoluto) durante el
tratamiento de restriccion. Los datos fueron analizados mediante test-t no pareado. El

fasudil no afecto la produccién de heces diarias( S/SAL :n=10 y S/FAS: n= 15).
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5.1.3. El estrés y fasudil no alteran la masa de las gldndulas adrenales.

Se decidié determinar si los tratamientos producen variacidon en la masa de ambas
glandulas adrenales de las ratas. La figura 7 muestra que no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre los cuatro grupos experimentales.
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Figura 7. El estrés y fasudil no alteran la masa de las glandulas adrenales. A. Masa
de las glandulas adrenales. El grafico de barras representa el promedio £ E.E.M de la masa
de las glandulas adrenales luego del tratamiento de restriccion de movimiento. Los datos
fueron analizados por ANOVA de una via. No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre ninguno de los grupos experimentales. (C/SAL y C/FAS: n=9, S/SAL y
S/FAS: n=10)

5.2. Pruebas conductuales

5.2.1 El estrés por restricciéon de movimiento aumenta el tiempo de inmovilidad en el test
de natacion forzada , efecto prevenido por la administracion cronica de fasudil.

Con el test de natacién forzada, se busca evaluar el grado de desesperanza aprendida que
inducen los tratamientos. Al observar la figura 8, es posible notar que fasudil no produjo
efectos en los animales controles (grupo C/SAL v/s C/FAS). Por otra parte, el grupo S/SAL
pasé menos tiempo escalando y nadando que el C/SAL. Un hecho importante, es que el
tratamiento crénico con fasudil previene la disminucién del tiempo de escalamiento
promovida por el estrés. Con los resultados obtenidos, se concluye que estamos en
presencia de un modelo de depresiéon que efectivamente probd su capacidad de producir
un mayor grado de desesperanza aprendida en ratas S/SAL respecto de las C/SAL y por
otra parte, fasudil logré prevenir este sintoma en dichas ratas, al reducir el tiempo de

inmovilidad e incrementando el tiempo de escalamiento.
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Figura 8. El estrés por restriccion incrementa el tiempo de inmovilidad en el test de
natacién forzada, efecto prevenido por la administracion crénica de fasudil. El grafico
de barras muestra el tiempo que los animales permanecieron en conductas activas
(escalamiento y natacion) o inmdviles. Los datos fueron analizados por ANOVA de una via.
Fasudil no produjo efectos en los animales control (grupo C/FAS). El grupo S/SAL pas6
menos tiempo escalando y nadando que el grupo C/SAL (S/SAL (n=6) v/s C/SAL(n=5):
p<0,05 para escalamiento y p<0,01 para natacion). El tratamiento crénico con fasudil
previno la disminucion en el tiempo de escalamiento promovida por el estrés.(S/SAL v/s
S/FAS (ambos grupos: n=6; p< 0,001).

5.2.2 El estrés por restriccion de movimiento disminuye %ARC e incrementa %FE en el
test de evitacién condicionada, lo que fue prevenido por la administracion crénica de
fasudil.

El propdsito de esta prueba es evaluar el aprendizaje asociativo y la memoria de las ratas.
Para ello, se disenaron indicadores como el porcentaje de la adquisicion de respuesta
condicionada (%ARC), que se define como el numero de veces que la rata cruza hacia la
camara opuesta dentro de los primeros 5 segundos, cuando sélo esta presente el tono
(para mas detalles, véase punto 4.4.2) y el porcentaje de fallas en el escape (%FE), el que
se define como el porcentaje de fallas en el escape frente al choque eléctrico dentro de los
primeros 10 segundos. La figura 9 muestra que el grupo S/SAL presenté una reduccion
significativa en ARC comparada al grupo C/SAL. Este efecto fue prevenido por el
tratamiento cronico con fasudil. De acuerdo a esto, el grupo S/SAL mostré un aumento

significativo en %FE comparado con el grupo C/SAL. El tratamiento crénico con fasudil
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previene el incremento en %FE en animales S/SAL. Por otra parte, fasudil no alteré dichos
indicadores en las ratas C/FAS respecto de las C/SAL. A partir de estos resultados, se
desprende que el modelo de depresion utilizado efectivamente provoca un deterioro de la
memoria asociativa y el aprendizaje, sintomas importantes en la depresién. También, se
concluye que fasudil previene dichos sintoma, hecho que coopera con el perfil de potencial

antidepresivo de dicho farmaco.
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Figura 9. La restriccion crénica reduce %ARC e incrementa las %FE en el test de
evitaciéon condicionada, efecto que fue prevenido por la administraciéon crénica de
fasudil. A. El grafico de barras muestra que la respuesta de evitacién condicionada (ARC),
que fue definida como un cruce hacia la camara opuesta en los primeros 5 segundos (solo
cuando el tono esta presente). Los datos fueron expresados como un porcentaje de los
intentos totales + E.E.M. y fueron analizados por ANOVA de una via. El grupo S/SAL
presentd una reduccion significativa en el %ARC comparado con el grupo C/SAL (C/SAL
(n=5) v/s SISAL(n=6): p<0,01). Este efecto fue prevenido por el tratamiento crénico con
fasudil (S/SAL v/s S/FAS (n=6): p<0,001). B. El grafico de barras muestra el niumero
promedio del porcentaje de fallas en el escape (%FE), las que fueron definidas como una
respuesta de no escape al choque eléctrico dentro de 10 s. Los datos fueron expresados
como un porcentaje de los intentos totales + E.E.M. El grupo S/SAL mostré un incremento
significativo en el %FE comparado con el grupo C/SAL (C/SAL v/s S/FAS: p<0,01). El
tratamiento crénico con fasudil previno el efecto del estrés (S/SAL v/s S/FAS: p<0,01).
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5.2.3 El estrés por restriccion de movimiento, aumenta %TAT para las entradas, para el
tiempo y para las entradas totales, pero fasudil no previene estos efectos.

El laberinto elevado en cruz, constituye una prueba que permite evaluar el grado de
ansiedad en las ratas. Para ello, se utilizé el indicador %TAT, que corresponde a la razén
expresada en porcentaje entre un determinado pardmetro en el brazo abierto y el mismo
parametro en ambos brazos (brazo abierto + brazo cerrado). El %TAT para las entradas,
corresponde a la razén entre las entradas en el brazo abierto y las entradas totales (brazo
abierto + brazo cerrado). El %TAT para el tiempo, es la razén entre el tiempo que las ratas
permanecieron en el brazo abierto y el tiempo permanecido en ambos brazos (brazo abierto
+ brazo cerrado). Por otro lado, se utilizé otro indicador, denominado Entradas totales y que
es el valor absoluto del numero de entradas totales (brazo abierto + brazo cerrado). Segun
la figura 10.A, fasudil no produjo efectos en animales C/FAS en comparacion al grupo
C/SAL. Por otra parte, el grupo S/ISAL muestra una disminucion significativa en %TAT para
las entradas comparado al grupo C/SAL. Sin embargo, fasudil no mostré diferencias
estadisticamente significativas que le permitieran prevenir dicho efecto, a pesar de que
muestra una clara tendencia a incrementar %TAT para las entradas (S/SAL v/s S/FAS). En
la figura 10.B, fasudil no ejercié efectos en ratas C/FAS. El grupo S/SAL mostré una
disminucion en %TAT para el tiempo en comparacién a C/SAL. Este efecto no logra ser
prevenido por la administraciéon de fasudil, a pesar de que se observa una tendencia que
indicaria que es capaz de incrementar %TAT para el tiempo. En relacion a la figura 10.C,
se observa que el grupo C/FAS no presentd diferencias con respecto al grupo C/SAL. Por
otra parte, el grupo S/SAL mostré una reduccidn significativa en las entradas totales
comparada con el grupo C/SAL. Dicho efecto no fue prevenido por fasudil. Tomando toda
esta informacion, es posible deducir que el modelo utilizado ademas de producir
sintomatologia “tipo-depresiva”, es capaz de generar conducta ansiosa, siendo el primer

rasgo prevenido por fasudil.
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Figura 10. El estrés por restricciéon crénica produce ansiedad la cual no fue prevenida
por el tratamiento con fasudil. Los graficos de barras representan % de TAT para las
entradas, %TAT para el tiempo y las entradas totales. Los datos fueron analizados a través
de ANOVA de una via. Los valores corresponden al promedio £ E.E.M. A. El %TAT para
las entradas es una razon entre las entradas en los brazos abiertos y las entradas totales
(brazos abiertos + brazos cerrados) expresada porcentualmente. Fasudil no produjo efectos
en los animales C/FAS. El grupo S/SAL mostré una disminucion significativa en %TAT para
las entradas, al compararlo con C/SAL (C/SAL(n=5) v/s S/SAL(n=6): p<0,01). No hubo
diferencia entre los grupos S/SAL y S/IFAS. B. %TAT para el tiempo es una razén entre el
tiempo que las ratas permanecieron en los brazos abiertos y el tiempo total, expresada
como un porcentaje. Fasudil no ejercié efectos en las ratas C/FAS. El grupo S/SAL mostré
una reduccion en %TAT para el tiempo (C/SAL v/s S/SAL: p<0,01). Este efecto no fue
prevenido por fasudil. C. Las entradas totales fueron definidas como las entradas totales en
ambos brazos (abiertos y cerrados), expresadas como valor absoluto. Los animales C/FAS
no presentaron diferencias con los animales C/SAL. El grupo S/SAL mostré una reduccion
significativa en las entradas totales en comparacion al grupo C/SAL (C/SAL v/s S/SAL:
p<0,05), efecto no prevenido por fasudil.
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53 Analisis de inmuno western blot.

Con la finalidad de relacionar los cambios conductuales promovidos por el estrés y su
prevencion por el tratamiento cronico con fasudil, se realizaron mediciones de los niveles
de proteinas relacionadas a la via Rho/ROCK/LIMK/cofilina en extractos de hipocampo de
animales en los diferentes tratamientos. En la figura 11.A se muestra un inmuno western
representativo de las proteinas de interés y el analisis densitométrico de los inmuno
western blots de los cuatro grupos experimentales de ratas. La figura 11.B muestra que ni
la administracion de fasudil ni el estrés logran producir cambios en los niveles de RhoA. Sin
embargo, la administracién de fasudil a ratas sometidas a estrés (comparar grupo S/SAL
v/s grupo S/FAS) produce una tendencia notoria hacia el incremento en los niveles de
RhoA, aunque no es estadisticamente significativa. Con la finalidad de determinar cambios
en la actividad de Rho y por tanto en ROCK se evalué cambios en el estado de fosforilacién
de un efector rio abajo como LIMK. En la figura 11 A, se observa que hay dos bandas
inmunoreactivas para p-LIMK'y que de acuerdo al peso molecular esperado corresponden
a las isoformas 1 y 2 respectivamente (72 kDa y 65 kDa). Debido a que la p-LIMK2 se
detecta en forma confiable, se determiné si ésta vario su nivel de fosforilaciéon por los
tratamientos. Como se muestra en la figura 11.B, el estrés no produjo cambios
significativos en los niveles de p-LIMK2. Sin embargo, puede observarse que el tratamiento
con fasudil en animales controles produjo una tendencia al incremento de p-LIMK2, y este
efecto no se observo en ratas estresadas. Se ha descrito que la Unica quinasa que fosforila
a la cofilina es la LIMK, por tanto se determinaron cambios en la cuantia de su fosforilacién

por los diferentes tratamientos.

En la figura 11.B se muestra que el estrés ni fasudil provocaron alteraciones significativas
en los niveles de cofilina fosforilada, sin embargo, puede verse una tendencia al incremento
de los niveles de dicha proteina en las ratas C/FAS, lo que se relacionaria con el aumento
en p-LIMK.
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Figura 11. Fasudil muestra una tendencia a incrementar los niveles de RhoA en ratas
sometidas a estrés y de p-LIMK en ratas control, sin afectar a los otros grupos
experimentales. A. Muestra de inmunoblots representativos de homogeneizados de hipocampo
de ratas C/SAL, C/FAS, S/SAL and S/FAS usando anticuerpos anti-RhoA, p-LIMK, p-coflina,
cofilina total y B-actina .B. Abundancia relativa de RhoA, p-LIMK y p-cofilina expresada como
razon entre el promedio £ E.EM. de los pixeles de cada proteina y B-actina y cofilina total, segun
corresponda. Estos pixeles fueron obtenidos por analisis densitométrico de inmuno western blots
de homogeneizados de hipocampo de las ratas mencionadas. Los datos fueron analizados por
ANOVA de una via. Ni el estrés, ni fasudil produce alteraciones significativas en los niveles de
RhoA. Sin embargo, fasudil produce una tendencia al alza en los niveles de RhoA en los
animales sometidos a estrés, pero no afecta a los animales controles (C/SAL y S/FAS, n=3;
C/FAS y S/ISAL, n=4). Ni el estrés, ni fasudil produjeron efectos significativos en los niveles de p-
LIMK (C/SAL y C/FAS, n=3; S/SAL y S/FAS, n=2) y p-cofilina (n=4 todos los grupos
experimentales). No obstante, se observa que los animales C/FAS mostraron una notoria
tendencia al incremento de p-LIMK y una de menor magnitud en p-cofilina.
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6. Discusion

El principal resultado de esta memoria es el hallazgo de que el tratamiento crénico con
fasudil a animales estresados previene las alteraciones conductuales producidas por el
estrés. Sin embargo, este efecto no tendria relacion con cambios en los niveles de LIMK y

cofilina, que son efectores de ROCK.

6.1. Validez del modelo de estrés por restriccion de movimiento como modelo de depresion
animal.

Los requerimientos minimos para que un modelo animal de depresion sea valido fueron
propuestos hace mas de 30 afios: el modelo deberia ser razonablemente analogo a la
patologia humana en su sintomatologia, o que se conoce como validez aparente. Por otra
parte, debe provocar alteraciones conductuales que puedan ser monitoreadas
objetivamente. Ademas, debe producir cambios conductuales que sean revertidos por los
tratamientos que muestran ser efectivos en humanos, lo que se denomina validez predictiva

y, finalmente, deberia ser reproducibles entre investigadores. (Deussing 2006)

En esta memoria, usamos un modelo que logra reproducir sintomas de la patologia como
por ejemplo: anhedonia, déficits afectivos (lo que se evalua en el test de natacion forzada y
se reconoce como desesperanza aprendida) y cognitivos que involucran alteraciones del
aprendizaje asociativo y de la memoria (evaluado en prueba de condicionamiento por
evitacion activa). Estos sintomas son los mismos que se presentan en sujetos con
depresién, de modo que contribuyen a la validez aparente de nuestro modelo. Ademas de
estos requisitos necesarios para la validez de este modelo de depresién hay que considerar
que debemos tener la certeza de que efectivamente hemos producido el estrés que induce
dicha depresién en las ratas. Para ello, los indicadores fisiolégicos fueron de gran ayuda,
siendo el mas importante de éstos, la ganancia de peso corporal. Puesto que se ha
observado que el estrés cronico produce reduccion en la ganancia de peso corporal.
(Gregus y cols. 2005). El mecanismo mediante el cual las ratas sometidas a estrés crénico
disminuyen su ganancia de peso, no esta del todo dilucidado. No obstante, es posible hacer
algunas propuestas al respecto. Una explicacion podria estar dada por la menor ingesta de
alimento. De hecho, hay evidencia que muestra que un estresor crénico moderado, como el
ruido, produce disminucién en la ingesta y el peso corporal (Alario y cols. 1987) . Por otra

parte, en estudios de estrés agudo de restriccion de movimiento (3 horas por un dia)
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también se ha reportado una reduccién en la ingesta de alimento (Heinrichs y cols. 1992).
El estrés, no sélo desencadena la inhibicién de la ingesta ( mediante la regulacién de NPY
a través de CRH) (Heinrichs y cols. 1992), sino que también genera a nivel metabdlico, un
incremento en la lipdlisis y protedlisis para favorecer la movilizacion de energia, como asi
también, a largo plazo, resistencia a la insulina, entre otras (Hayley y cols. 2005). Por lo
tanto, no se descartan las alteraciones metabdlicas como un factor que también puede

participar en la disminucion en la ganancia de peso de ratas sometidas a estrés cronico.

Respecto de la masa de las glandulas adrenales, no se observaron diferencias
significativas entre los cuatro grupos experimentales. Esto no concuerda con lo que
tedricamente se podria haber esperado. Puesto que el estrés cronico se traduce en un
incremento en la sintesis y secrecién de corticosterona por parte de las glandulas
adrenales, situacién que produciria una hipertrofia de estas glandulas, lo que estaria
asociado con un incremento en su masa. Por lo tanto, este resultado, podria estar dando
cuenta de que la restriccion aplicada a las ratas, produjo un estrés moderado, a diferencia
de otros modelos de estrés, como el estrés cronico variable, en los que luego de 21 dias de
estrés, se observa una alteracién en la masa de dichas glandulas y en su contenido de
catecolaminas (Magarinos y McEwen 1995). Adicionalmente, es necesario considerar que
se trata de un parametro medido al final de los 14 dias de estrés, en consecuencia, no es
posible saber qué es lo que sucedié durante dicho intervalo de tiempo. De modo que el no
observar diferencias en este indicador, no descarta la posibilidad de que haya ocurrido una
hipertrofia adrenal durante dicho periodo de tiempo producto de una activacion simpatica.
Lo Unico que nos informa es que aproximadamente 3 dias después de los 14 dias de
tratamiento (tiempo en que las ratas pasaron por los test conductuales), no se observa tal
condicion por mecanismos adaptativos que estarian operando (Bravo y cols. 2009). Un
mecanismo adaptativo que puede estar participando, es una menor reactividad del HHA
frente al estresor. De hecho, se ha descrito en ratas Sprague-Dawley, que frente a la
exposicion cronica a un estresor, se observa una disminucion gradual en los niveles de
corticosterona sérica en respuesta a los dias de exposicidn a estrés por restriccion de
movimiento (Ulloa y cols. 2010). Dado que los GR tienen un rol clave en la
retroalimentacion negativa del eje HHA, la mayor expresion de estos receptores puede

sustentar una mayor supresion de la actividad del eje.
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Respecto del numero de heces, no fue posible observar tendencias notorias que pudiesen
marcar alguna diferencia entre las ratas S/SAL y las S/FAS. El numero de heces total es un
indicador que refleja lo que ocurre en forma global en todo el periodo de restricciéon. Este
indicador mostré que fasudil provoca una ligera disminucion en este parametro. Por otra
parte, el numero de heces diario, nos permite observar como va cambiando este parametro
en funcion del tiempo que lleva el animal expuesto a la restriccion. En consecuencia, nos
permite ver la respuesta frente a un estrés de caracter agudo (mediciones de los primeros
dias del procedimiento) y de un caracter mas bien crénico (mediciones de los ultimos dias).
El grafico de la figura 6.B, muestra tanto disminuciones como incrementos en el nimero
de heces a través del tiempo. Sin embargo, en los ultimos dias se observa que estos
valores son de una magnitud considerablemente menor a los observados en los primeros
dias. Esta tendencia puede dar cuenta de la adaptacion al estrés crénico que experimentan

las ratas.

Por otra parte, las alteraciones conductuales producidas en este modelo, se pueden
observar en forma objetiva en distintas pruebas como: el test de natacién forzada, el test de
condicionamiento por evitacién activa y el test laberinto elevado en cruz, entre otros. En
dichos tests se puede evaluar el comportamiento de las ratas, el que da cuenta de la
sintomatologia depresiva y se mide con indicadores como por ejemplo: el tiempo de
inmovilidad en el primer test, el porcentaje de fallas en el escape en el segundo. Asi mismo,
el estrés produce ansiedad en las ratas, que es un rasgo que en muchos casos acompafa
al cuadro depresivo. En cuanto a la validez predictiva, hay datos de nuestro laboratorio en
los que se ha probado que tanto antidepresivos triciclicos, como |.S.R.S., son capaces de
prevenir las alteraciones conductuales producidas por nuestro modelo.(Bravo y cols. 2009;
Ulloa y cols. 2010).

6.2. Analisis de la evaluacion de la prevenciéon de sintomas.

Una interrogante interesante es ;por qué evaluamos prevencion y no reversion de
sintomas “tipo-depresivo™? Esta es una pregunta muy interesante, considerando que en la
clinica la administracién del antidepresivo se realiza después de haber diagnosticado la
depresién con el objetivo de revertir los sintomas de dicha patologia. La respuesta a esta
pregunta es que en nuestro modelo no hemos determinado si los cambios inducidos por el

estrés crénico permanecen en el tiempo luego de suspender el agente estresor. Habria que
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considerar que las ratas que recibieron el tratamiento de estrés, pueden llevar a cabo
mecanismos adaptativos con el objetivo de mitigar los efectos producidos por dicho
tratamiento (Magarinos y cols. 1999; Bergstrom y cols. 2008). En consecuencia, si se
realizara un estudio efectuando primero el tratamiento de estrés y luego la administracion
del farmaco, no podria precisarse si las ratas S/FAS revirtieron los sintomas por la

administracion del farmaco.

6.3. Interpretacion de resultados de pruebas conductuales.

Respecto de los resultados conductuales podemos concluir que cada uno de ellos
constituye un aporte en la evaluacion de la sintomatologia depresiva reproducida por
nuestro modelo (véase punto 6.1), como asi también en evaluar las propiedades

antidepresivas de fasudil.

6.3.1 El test de natacién forzada

La prueba de natacién forzada es muy utilizada por su validez predictiva, puesto que
detecta antidepresivos confiables, es decir, cuyo uso ya se ha establecido en el area
clinica. Sin embargo, se ha observado que los efectos de los antidepresivos evaluados en
este test, son evidentes luego de un tratamiento agudo (por lo general 3 inyecciones en 24
horas). Esto no concuerda con lo que sucede en la clinica, en que se requieren varias
semanas para observar los efectos antidepresivos. Se han realizado estudios en los cuales
la administracion de mirtazapina (antagonista directo de los receptores a,-adrenérgicos y
de los receptores 5-HT,c serotoninérgicos) por tres dias, indujo un incremento significativo
en el escalamiento; en cambio si se administraba por 14 dias era posible ver su efecto de
incremento en el tiempo en natacion (Reneric J.P. 2002a). En el caso de reboxetina
(inhibidor selectivo de la recaptacién de noradrenalina), sus acciones antidepresivas se
manifestaron tanto al aumentar la dosis luego de un tratamiento agudo o al prolongar el
tiempo de tratamiento con la dosis original (Cryan 2005). De modo que, al realizar este test
con farmacos cuya administracion fue realizada en forma aguda, no es posible conocer
todo el espectro de propiedades farmacoldgicas que participan en su accion antidepresiva y
por tanto, se hace necesaria la administracion cronica. En otras palabras, el hecho de que
la administracion aguda de antidepresivos, muestre un efecto en el test de natacion

forzada, no quiere decir que este test pierda validez predictiva, si no que soélo da cuenta de
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que en dichas condiciones se observa parte de su accién antidepresiva, la que podra
conocerse completamente al administrarlo en forma crénica; y en consecuencia, su accion

observada en el test sera mas extrapolable a la clinica.

Por otra parte, este test evidencia, en nuestro caso, desesperanza aprendida inducida por
el estrés. Para que esta prueba sea valida, se debe considerar la profundidad del estanque
y temperatura del agua que estos factores constituyen variables adicionales a las que
realmente se desea evaluar, a saber, la desesperanza aprendida por exposicion a un estres
agudo e inescapable. En caso de que la profundidad sea cercana a la talla de la rata
(considerando la cola), ésta tiene la posibilidad de apoyarse en la base del cilindro y por
tanto, no manifiesta una respuesta. Por otra parte, si el agua es fria, las ratas desarrollaran
inmovilidad mas rapidamente que en agua tibia. En el caso de nuestro estudio, estas
variables fueron bien controladas, de modo que no afectan los resultados ya informados.

Por otra parte, varios laboratorios en el mundo, han confirmado los distintos patrones
producidos por diferentes tipos de antidepresivos de referencia en esta prueba, de modo
que presenta una adecuada reproducibilidad (Cryan 2005). Por lo tanto, los resultados
obtenidos son fiables. Otro punto importante, es que en esta prueba se ha visto que
antidepresivos que actuan a través de vias serotoninérgicas inducen un incremento en el
tiempo de natacion, a diferencia de los antidepresivos que actian a través de las vias
noradrenérgicas, cuyo efecto es producir un alza en el escalamiento. En consecuencia, el
hecho de que fasudil disminuya el tiempo de inmovilidad en ratas “estresadas”,
prolongando el tiempo de escalamiento y sin modificar el tiempo de natacién, da cuenta de
que este farmaco evidencia ante este test el mismo efecto que producen antidepresivos
utilizados en la clinica como la reboxetina (Cryan 2005). De modo que fasudil tiene
potenciales propiedades antidepresivas probablemente modificando el tono noradrenérgico.
Sin embargo, a diferencia de la administracion cronica de un antidepresivo triciclico como
desipramina, que produce un aumento en el escalamiento en ratas no estresadas (Bravo y
cols. 2009), no fuimos capaces de observar un efecto similar en ratas no estresadas. Esto
sugiere que fasudil promueve un aumento en la movilidad sélo en ratas sometidas a

restriccion.
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6.3.2. El test de condicionamiento por evitacién activa.

En la prueba de condicionamiento por evitacion activa el animal se enfrenta a un conflicto,
porque debe volver a ingresar a la camara donde recién se le aplicé un choque eléctrico.
Este test posee validez para predecir la eficacia de los antidepresivos y hay pocos reportes
de falsos positivos. Los animales que muestran desesperanza en esta prueba también
presentan varios rasgos que tienen similitud con la depresion, incluyendo actividad motora
disminuida, alteraciones en el suenfo, motivacion disminuida e incremento en
glucocorticoides (Duman 2010). Dichas caracteristicas dan cuenta de la validez aparente
de esta prueba. Dentro de las limitaciones de este modelo, sefialamos su baja
reproducibilidad entre diferentes laboratorios, debido principalmente al manejo de las ratas
y al criterio del experimentador; sin embargo, dentro de un mismo laboratorio es
reproducible. En esta prueba, fasudil demostré prevenir tanto la disminucion en %ARC vy el
incremento en %FE promovidas por el estrés. Esto significa que fasudil ejerce efecto en
ratas sometidas a estrés, mejorando su desempefio en este test, el que evalua la
adquisicion de memoria a corto plazo (0 memoria de procedimiento) y el aprendizaje

asociativo.

6.3.3. El test del laberinto elevado en cruz.

Con el uso de este test se observd que el estrés genera sintomatologia ansiosa. Es
destacable que el rasgo ansioso muchas veces se presenta en comorbilidad con la
depresion (Nestler, y cols. 2006). No obstante, en nuestro modelo, la administraciéon de
fasudil en ratas sometidas a estrés, no produjo acciones ansioliticas estadisticamente
significativas, aunque hubo una tendencia a la prevencion. Por tanto, sera importante
determinar a futuro con un tamafio muestral mayor y con otros test para determinar si este

farmaco tiene acciones ansioliticas.

Por otra parte, la cuantificacion del nimero de entradas totales (figura 10.C.), indica que el
estrés produjo una disminucién significativa en la actividad motora de las ratas, la que no
fue prevenida por fasudil en forma significativa. Hay evidencia que indica que la

administracion aguda i.c.v. (intracerebroventricular) de Y27632, otro inhibidor de ROCK, en
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ratas produce un incremento en la conducta ansiosa, observado como un aumento en el
tiempo y duracién en los brazos cerrados en el test de laberinto en cruz elevado (Saitoh y
cols. 2006). En base a esto, se deduce que el tiempo de restriccion es un factor clave, pues
puede marcar grandes diferencias en los efectos del inhibidor de ROCK en la conducta
ansiosa promovida por estrés. Quizas, en nuestro estudio, fasudil podria haber potenciado

la conducta ansiosa producida por el estrés durante los primeros dias (estrés agudo).

6.3.4. Potenciales propiedades antidepresivas de fasudil.

En base a la discusién recién efectuada de las dos primeras pruebas (test de natacion
forzada y condicionamiento por evitacion activa), proponemos que fasudil posee
potenciales propiedades antidepresivas. Estas propiedades deberan confirmarse con un
estudio clinico, en el que se podra ver la eficacia de fasudil y, en caso que sea efectivo, se

podran determinar las dosis para conseguir dicho efecto.

6.4 Interpretacién de los analisis de inmuno western blot

La RhoA es un mediador rio arriba de ROCK (y de sus efectores: LIMK/cofilina y
MLC,MLCP) (figura 3). Estudios realizados en cultivos primarios de hipocampo han
permitido observar que la proteina RhoA es mas abundante en dendritas que en axones
(Da Silva y cols. 2003; O'Kane y cols. 2003). En tejido, es particularmente abundante en

areas como CA1, CA3 y GD del hipocampo (Nakayama y cols. 2000).

La RhoA cicla entre un estado inactivo unido a GDP y un estado activo unido a GTP. Su
actividad es regulada por factores intercambiadores de guanina (GEFs), los que promueven
la carga con GTP, y también por proteinas que activan su actividad GTPasa (GAPs), las
cuales estimulan la hidrolisis del GTP. La activacion de RhoA provoca retraccion de
neuritas en células como PC12 o neuroblastoma, y por el contrario, su inhibicién provoca la
inhibicion de la retraccion neuritica (Jalink y cols. 1994; Katoh H. 1998). Entre los factores
extracelulares que modulan la actividad de RhoA, han sido mencionados factores de
crecimiento como p75 o NGF (Yamaguchi y cols. 2001; Nusser y cols. 2002; Gehler y cols.
2004). Se ha descrito que la induccién de crecimiento gatillada por NGF a través de su

receptor TrkA regula la actividad de PI3K, la que a través de Rac1 mediaria la inactivacion
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de RhoA, traduciéndose esto en una sefal permisiva para el inicio del crecimiento de

neuritas (Nusser y cols. 2002).

En este trabajo se observo que los niveles de RhoA no se modificaron por los tratamientos.
Sin embargo, hay una tendencia al incremento en los niveles de RhoA en ratas S/FAS. Esto
no concuerda con lo esperado para la condicion S/SAL, debido a que otro estudio
realizado en nuestro laboratorio mostré que el estrés aumenta los niveles de RhoA total
(Ulloa y cols. 2010). Sin embargo, nosotros cuantificamos la masa total de esta proteina,
sin saber que fraccion de ésta se encuentra en estado activo e inactivo. Por otra parte, esta
pequeia GTPasa presenta un amplio abanico de efectores, mucho mayor al que se ha
descrito en esta memoria, participando asi, en diversos fendmenos como el desensamblaje
de microtubulos (Chen y Firestein 2007), simplificacion de la ramificacion dendritica
(Nakayama y cols. 2000), como asi también, formacion de fibras de estrés durante los
procesos de migracién de distintos linajes celulares como fibroblastos (Albert 2008) y
células endoteliales de vasos sanguineos (Lamalice y cols. 2007), sin mencionar la
formacion de apéndices como las microvellosidades (Bretscher y cols. 2000),entre otros.
De modo que esta pequefia GTPasa es regulada para que se realicen en forma adecuada
muchas funciones en neuronas, pero también en otras células, como las células
endoteliales de los vasos sanguineos, las que estan presentes en el extracto de hipocampo
y que también aportan al resultado final de los niveles de RhoA total. Dado que fasudil es
un inhibidor de la ROCK es muy probable que efectores rio bajo de esta quinasa sean los
responsables de los efectos antidepresivos observados. Entre estos efectores esta la LIMK,
que a su vez, regula la polimerizacién de actina a través de la fosforilacion e inactivaciéon

de cofilina (Kranenburg y cols. 1999; Maekawa 1999; Govek y cols. 2005).

La LIMK-1 (72 kDa) es la isoforma que se encuentra mayoritariamente en cerebro, a
diferencia de LIMK-2 (65 kDa) que esta en menor proporcion. La LIMK cuantificada en esta
memoria, que es aquella de mayor intensidad y se encuentra “mas abajo” en el film es la
LIMK-2, debido a que es la de menor peso molecular. Hay evidencia de que LIMK-1 es una
proteina que esta principalmente en espinas dendriticas de neuronas hipocampales, a
diferencia de LIMK-2, la que es ubicua (Sarmiere y Bamburg 2002). De modo que en los
extractos de hipocampo, se podria inferir que la LIMK 1 esta en menor proporcién que la
LIMK2, o bien que el anticuerpo presente una mayor afinidad por la ultima isoforma. La

presencia de la LIMK2 puede corresponder a la contribucion de otros linajes celulares como
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células endoteliales de la musculatura lisa vascular que irriga el hipocampo, la que puede

estar contribuyendo a incrementar los niveles de LIMK2.

La via ROCK/LIMK/cofilina, produce dos efectos a nivel dendritico, uno participando en el
cono de crecimiento y otro participando en la formacién de las espinas dendriticas. En
contraposicion, la via ROCK/MCL; MLCP, participa en la retraccién de las espinas.
Considerando los antecedentes que sefialan que ratas estresadas muestran una
simplificaciéon de la arborizacion dendritica en el area CA3 hipocampal (Magarinos y cols.
1999) y disminucion en la densidad de espinas dendriticas de neuronas basales del area
CA1 (Ulloa y cols. 2010), es posible proponer que dichas ratas presentan una sobre-
activacion de la segunda via en relacion a la primera. De modo que si fuese éste el caso,
las alteraciones en los niveles de las proteinas que participan en la via de menor actividad
no serian tan notorias, pues su magnitud seria pequefa y por lo tanto, la técnica de inmuno
western blot no seria capaz de detectarlas. Esto podria explicar por qué las ratas S/SAL y
S/FAS no muestran alteraciones respecto de las ratas C/SAL en el grado de fosforilacién de
p-LIMK y p-cofilina. A diferencia de los grupos S/SAL y S/FAS, las ratas C/FAS, muestran
cambios de magnitud considerable en los niveles de fosforilacion de dichas proteinas en
relacion a las ratas C/SAL. Esto responderia a que estas ratas, por el hecho de ser
controles, no mostrarian la dominancia de una via por sobre la otra, pues estan en

condiciones mas cercanas a las fisiologicas.

Si fasudil inhibe a ROCK, se deberia haber esperado observar en animales C/FAS una
reduccién en los niveles de p-LIMK acompafiados por una disminucién en los niveles de p-
cofilina. A diferencia de esto, se observé que los animales naive tratados con fasudil
mostraron un incremento en los niveles de p-LIMK, asociado a un ligero incremento en p-
cofilina, probablemente como consecuencia de un predominio de vias de sefializacién
asociadas a otras Rho-GTPasas. En este sentido, es probable que al inhibir a ROCK exista
un mayor predominio de la Rac-GTPasa que al activar a PAK promueva una mayor
fosforilacion de LIMK y cofilina. Es destacable que el incremento en el grado de
fosforilacion de p-LIMK es de mayor magnitud que el de p-cofilina. Se ha descrito que las
espinas son estructuras altamente dinamicas, pudiendo sufrir cambios en su forma en un
periodo muy breve. Por tanto es dificil poder precisar a través de estudios de western si
existen cambios localizados a nivel de las espinas. De acuerdo a esto, se deberia

determinar a futuro cambios locales mediante estudios de inmunohistoquimica.
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La LIMK defosforilada se encuentra unida a los microtubulos estabilizandolos, lo que
sugiere que actia como un puente entre ambos citoesqueletos. A su vez, esta presente a
nivel del cuello de la espina (Schratt y cols. 2006). En cambio, actina esta mayoritariamente
en la cabeza de la espina. En consecuencia, cuando LIMK es fosforilada por ROCK, tendria
que ser transportada hasta la cabeza de la espina para poder fosforilar a cofilina. Por lo
tanto, existe una compartamentalizacion de esta quinasa, la cual debe transitar a otro
compartimento para actuar sobre su sustrato, lo cual podria explicar por qué se observa un
mayor grado de fosforilacién de p-LIMK que de p-cofilina. Estos resultados indican que
fasudil promueve in vivo un aumento en la fosforilacion de LIMK en ratas controles, lo que
probablemente sea en respuesta a la inhibicién de ROCK, y que al ser un tratamiento

crénico, ocurren cambios adaptativos para compensar dicha inhibicion.

En ratas sometidas a estrés, no se observaron cambios en el grado de fosforilacion de
dichas proteinas, ni tampoco en las ratas S/FAS. En cuanto a los mecanismos que podrian
conducir a estos resultados, se sefiala que esta via mostraria una baja actividad, por
tratarse de ratas estrés. Ademas, por este mismo motivo, la via Rac/PAK/LIMK/cofilina,
deberia presentar una baja actividad, pues dicha via estd a favor de la elongacion de
espinas, suceso morfolégico opuesto al observado en ratas S/SAL. Por esta razén, se
habia escogido inicialmente detectar cambios en los niveles de fosforilacion de MLC, que
justamente participa produciendo contraccion de los filamentos de actina.
Desgraciadamente el anticuerpo utilizado no fue capaz de presentar inmunoreactividad

contra dicha proteina.
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7. Conclusiones
El tratamiento crénico con fasudil en ratas controles:

¢ No modifica las conductas activas en el test de la natacion forzada ni el

aprendizaje asociativo.
+ No ejerce acciones ansioliticas ni ansiogénicas.
+ No modifica los niveles de RhoA, p-LIMK y p-cofilina.
El tratamiento crénico con fasudil en ratas sometidas a estrés:

¢ Previene la condicion de desesperanza aprendida, evaluada como la reduccion
en el tiempo de inmovilidad en el test de natacién forzada.

¢ Promueve un aumento en el tiempo de escalamiento en el test de nataciéon
forzada, es decir, muestra efectos comparables a los de antidepresivos de uso
clinico del tipo ISRN.

¢ Previene los déficits en la memoria de procedimiento y el aprendizaje
asociativo, sintomas caracteristicos de sujetos con depresion.

¢ A diferencia de su administracion aguda reportada por otros autores, el
tratamiento crénico no indujo ansiedad.

¢ No altera los niveles de RhoA, p-LIMK y p-cofilina.

Por lo tanto, fasudil posee potenciales propiedades antidepresivas. Estas propiedades no
estarian relacionadas con la actividad de la via ROCK/LIMK/cofilina, aunque no se

descarta la posibilidad de que otros efectores de ROCK participen en este efecto.
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8. Proyecciones

Para corroborar las propiedades antidepresivas de fasudil, es necesario realizar estudios
clinicos. También sera relevante determinar variaciones en los niveles de las proteinas de
interés mediante inmunohistoquimica, la que permitira evaluar cambios regionales, tanto a

nivel del hipocampo, como a nivel de las espinas dendriticas.

Queda pendiente la evaluacion de las modificaciones en el numero y tipo de espinas
dendriticas producidas por el estrés y fasudil en neuronas hipocampales del area CA1. Esto
nos permitira ver si existe correlacion entre los efectos preventivos que ejerce fasudil sobre
sintomas “depressive-like” y en la densidad de espinas dendriticas, en conjunto con la
evaluacion de las acciones mediadas por RhoA/ROCK y sus efectores en las espinas

dendriticas.
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