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ABSTRACT

EFFECT OF STRESS ON PROTEINS ASSOCIATED TO SYNAPTIC
CONECTIVITY AND CYTOSKELETON: RELATIONSHIP WITH
ANTIDEPRESSANT ACTION OF SERTRALINE IN RAT.

Depression is one of the most frequent forms of mood disorders and one of the most
prevalent mental diseases in Chile. Although the etiology of major depression is not yet
fully understood, it has been proposed an impairment of serotonergic and/or noradrenergic
neurotransmission within the central nervous system (CNS). These changes are also
correlated with a reduction or even an increase in growth factors in specific brain areas.
Pharmacological treatments for this disorder are designed to improve serotonin or
noradrenaline bioavailability through a blockade of their reuptake from neuron terminals in

CNS structures.

Several evidences showed that genetic and environmental factor such as stressful life events
may contribute to the development of this psychiatric disorder. Chronic restraint stress
increases the sympathetic nervous tonus and the neuroendocrine response of hypothalamic-
pituitary-adrenal axis triggering the secretion of adrenal corticoids. About 50% of
depressed patients show increased levels of corticoids. It has been shown in animal models
that corticoids affect certain brain regions promoting dendrites atrophy mainly in neurons
of prefrontal cortex and the hippocampus, a structure related with processes of memory and
learning. Also it has been reported changes in the morphology and reduction in the number
of dendritic spines, which correspond to specialized cellular compartments involved in the
synaptic transmission. Changes in dendrite arborization, spine morphology and cell-
adhesion proteins are important for the recognition of pre- and postsynaptic components
(eg. N-cadherin/B—catenin) and also are critical for neural network formation and
information processing. These modifications probably involve the cytoskeleton and could
occur through a dynamic process of extension and retraction of both dendritic tree and
spines to form an appropriate synaptic contact. Previous research suggests that depressive
disorder is associated with impairments in dendrite remodeling of neurons based on the
atrophy observed in some brain areas. Although the precise cellular mechanism underlying

the morphological changes in dendrites is still unknown, it is probable that transductional
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pathways controlling actin and microtubule polymerization could be affected in major
depression. It is postulated that serotonin and noradrenalin neurotransmitters regulate
spines actin dynamics through the recruitment of actin regulators. Among these are the
Rho-GTPases (small G protein family) which transduces extracellular signals to the actin
cytoskeleton thereby regulating axon polarity, formation of synapses during development.
In hippocampal organotypic culture, RhoA is present in the dendritic tree and dendritic
spines in clusters co-localized with F-actin. Moreover, a negative dominant of RhoA
inhibits axonal growth while increases dendritic growth of hippocampal neurons. Cofilin is
one effector of RhoA signaling, which in its active form (dephosphorylated) enhances the
F-actin depolimerization and severing. Also in major depression is important to establish
modifications in proteins related to synaptic recognition and maintenance of neural
connections. Among these proteins, the interaction between N-cadherin and B-catenin has
been associated with synapse remodeling. Also, B-catenin can act as transcription factor
regulating the expression of some neural genes. The levels of B-catenin can be regulated by
GSK3p phosphorylation, a modification that stimulates its degradation by the proteasome.
The GSK3p also has been implicated in several cellular functions, including cytoskeleton
dynamics by phosphorylation of microtubule associated proteins such as Tau, MAP-1B and
MAP-2. Recently it has been described GSK3p activation through RhoA-dependent
mechanism. These results indicate that GSK3p could act as a key regulator of synaptic
connectivity through B-Catenina and/or in dendrite remodeling. Based on these evidences,

following hypothesis was stated:

Chronic stress by restraint of motion, such as animal model of depression, causes changes
in both behavioral and levels cytoskeleton-associated protein and synaptic connectivity,
effects prevented by sertraline antidepressant.

To study this hypothesis, male Sprague-Dawley rats were subjected to 2.5h of daily
restraint stress during 14 days. These animals were chronically injected with either saline or
10 mg/kg sertraline, i.p. Chronic restraint stress reduced the body weight gain and increased
adrenal gland weight, being both effect not prevented by sertraline treatment. Chronically

restrained animals showed depression-like behaviors including reduction in the preference



for a 1% sucrose solution as drinking water, which resembles anhedonic behavior. Also this
animals showed a reduce acquisition of conditioned responses, which correlates with
impairments in cognitive abilities. Restraint stress elicited escape deficit in the active
avoidance test and increased immobility in the forced swim test, behaviors indicative of
learned helplessness. Antidepressant treatment to unstressed animals reduced acquisition
of conditioned avoidance response in a 30% in comparison to controls and promoted 5%
escape failures. These changes suggest that chronic stress affects neural circuitry and
therefore it was important to evaluate changes in the spine density of pyramidal neurons of
hippocampus as a measure of neuron connectivity and also in proteins related to synapse
connectivity and cytoskeleton. Sertraline administration to unstressed animals elicited a
reduction in spine density of basal dendrites of CA1 pyramidal neurons, effect which can
be related to the cognitive impairment observed in these animals. Similarly, stressed
animals revealed a reduction in spine density of CA1l dendrite, effect which could not be
prevented by sertraline administration. Thus it is feasible that changes in spine morphology
could explain the recovery observed in associative learning and helplessness in animals

treated chronically with antidepressant.

Restraint stress reduces N-cadherin but not B-catenin immunoreactivity in CA3 stratum
oriens, an effect partially prevented by sertraline. Also, sertraline administration to control
animals promoted an increase in -catenin immunoreactivity in stratum oriens of CA3. In
contrast, stressed animals treated with sertraline showed an increase in -catenin but not in
N-cadherin immunoreactivity of CA1 stratum oriens, a result in accordance with the rise of
[B-catenin observed in immune western assay. The stress protocol and the administration of
sertraline to control and stressed animals promoted an increase in GSK3f determined in
hippocampal extracts. In these conditions, a reduction in the ratio pGSK3p/ GSK3f was
observed. Hippocampal extract of stressed animals showed an increase in RhoA levels, an
effect not prevented by sertraline treatment. Also the increase in RhoA levels was not
correlated with changes in p-cofilin. It may be concluded that stress and sertraline treatment
produce differential effect on the hippocampus involving changes in proteins related to
synaptic connectivity. These findings give new insights in antidepressant mechanisms of

action.
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RESUMEN

La depresion es una de las formas mas frecuentes de los trastornos del animo y es una de
las enfermedades mentales mas frecuentes en Chile. Aunque la etiologia de la depresion
mayor ain no es completamente comprendida, se ha propuesto una alteracion en el sistema
nervioso central (SNC). Esos cambios también se correlacionan con una reduccion o un
aumento de los factores de crecimiento en areas especificas del cerebro. Los tratamientos
farmacoldgicos para este trastorno, mejoran la biodisponibilidad de serotonina o
noradrenalina a través del bloqueo de la recaptacion de estos neurotransmisores por los

terminales nerviosos presentes en estructuras del SNC.

Diversas evidencias muestran que factores genéticos y ambientales tales como eventos
estresantes podrian contribuir al desarrollo de los desérdenes psiquiatricos.
El estrés cronico aumenta el tono nervioso simpatico y la respuesta neuroendocrina del eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal provocando la secrecion de corticoides adrenales.
Alrededor del 50% de los pacientes con depresion muestran niveles mayores de corticoides.
En modelos animales, se ha mostrado que los corticoides afectan ciertas regiones del
cerebro promoviendo atrofia dendritica principalmente en neuronas de la corteza prefrontal
y del hipocampo, una estructura relacionada con procesos de memoria y aprendizaje.
También se ha informado de una reduccién y cambios en la morfologia de las espinas
dendriticas, que corresponden a compartimentos celulares especializados e implicados en la
transmision sindptica. Los cambios en la arborizacion dendritica, la morfologia de las
espinas dendriticas y las proteinas de adhesion celular importantes para el reconocimiento
de los componentes pre-y postsinapticos (por ejemplo, N-cadherina / f—catenina) son
eventos fundamentales tanto para la formacion de circuitos neuronales como para el
procesamiento de informacion. Estas modificaciones probablemente estén relacionadas con
el funcionamiento del citoesqueleto, a través de un proceso dinamico de la extension y
retraccion de los arboles y las espinas dendriticas; formando un contacto sinaptico
apropiado. La atrofia observada en algunas 4reas cerebrales sugiere que la depresion se
asocia con alteraciones en la remodelacion dendritica en neuronas. Aunque se desconoce el

mecanismo celular que da cuenta de los cambios morfologicos observados en las dendritas,
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es probable que en la depresion se encuentren afectadas las vias transduccionales que

controlan la polimerizacion de la actina y de los microtubulos.

Se ha postulado que los neurotransmisores como la serotonina y la noradrenalina regulan
dindmica de la actina en las espinas dendriticas a través del reclutamiento de reguladores
de la actina. Entre éstas estan las Rho-GTPasas (familia de proteinas G pequenas), que
transducen las sefales extracelulares hacia el citoesqueleto de actina con lo que se regula la
polaridad del axon y la formacién de sinapsis durante el desarrollo. En cultivos
organotipicos de hipocampo, la RhoA esta presente en el arbol dendritico y las espinas
dendriticas co-localizado con F-actina. Por otra parte, el dominante negativo de RhoA
inhibe el crecimiento axonal y aumenta el crecimiento dendritico de las neuronas del
hipocampo. La cofilina es un efector de la sefializaciéon de RhoA, que en su forma activa

(desfosforilado) mejora la despolimerizacion de actina y el corte de F-actina.

Se ha postulado que la serotonina y la noradrenalina regulan la dinamica del citoesqueleto
de actina a través del reclutamiento de moduladores de actina. Entre éstos estan las Rho-
GTPasas (familia de proteina G pequefia), las cuales transducen sefiales extracelulares al
citoesqueleto de actina regulando la polaridad del axo6n, formacion de sinopsis durante el
desarrollo. En cultivos organotipicos de hipocampo, RhoA estd presente tanto en los
arboles y espinas dendriticas, colocalizando con F-actina. Mas ain, dominantes negativos
de RhoA, inhiben el crecimiento axonal, incrementando el crecimiento dendritico de
neuronas hipocampales. Cofilina es un efector de la sefial de RhoA, la cual en su forma

activa (desfosforilada) aumenta la depolimeracion de F-actina.

Durante los cuadros depresivos, también podrian establecerse modificaciones en las
proteinas relacionadas con el reconocimiento sindptico y el mantenimiento de las
conexiones neuronales. Entre estas proteinas, se ha definido la importancia de la interaccién
entre N-cadherina y B-catenina la cual se ha asociado con la remodelacion de sinapsis.
Ademads, B-catenina puede actuar como factor de transcripcion regulando la expresion de
algunos genes neuronales. Los niveles de [P-catenina pueden estar regulados por

fosforilacion mediante la GSK3p, modificacion que estimula su degradacion por el

xiil



proteosoma. La GSK3p también ha sido implicada en varias funciones celulares, como la
dinamica del citoesqueleto al participar en la fosforilacion de proteinas asociadas a los
microtubulos, tales como Tau, MAP-1B y MAP-2. Recientemente se ha descrito la
activacion GSK3p a través de un mecanismo dependiente de RhoA. Estos resultados
indican que GSK3p podria actuar como un regulador clave de la conectividad sindptica a

través de B-catenina y/o en la remodelacion de las dendritas.

Basado en estas evidencias, se propuso la siguiente hipodtesis: El estrés cronico por
restriccion de movimiento, como modelo de depresion animal, provoca cambios tanto
conductuales como en los niveles de proteinas asociadas a citoesqueleto y conectividad

sinaptica, efectos prevenidos por el antidepresivo sertralina.

Para estudiar esta hipotesis, ratas machos Sprague-Dawley, fueron sometidas a restriccion
de movimiento por 2,5 h/dia durante 14 dias. Estos animales fueron inyectados
cronicamente via i.p. con solucion salina, 10 mg / kg de sertralina. El estrés cronico redujo
la ganancia de peso, incluyendo la reduccion en la preferencia por una solucion de sacarosa
al 1% como agua de bebida, lo cual es andlogo a una conducta depresiva. También estos
animales mostraron una reducida adquisicion de respuestas condicionadas, lo cual se
correlaciona con los impedimentos en las habilidades cognitivas. El estrés por restriccion
provoca déficit en la conducta de escape en la prueba de evitacion activa e incrementa la
inmovilidad en la prueba de nado forzado, sefialando con esto una conducta de
desesperanza aprendida. El tratamiento con antidepresivo en animales no estresados mejora
en un 30% la capacidad de respuestas condicionadas respecto del control y promueve un

5% el fracaso de la prueba de falla en el escape.

Estos cambios sugieren que el estrés cronico afecta circuitos neuronales y por lo tanto fue
importante evaluar cambios en la densidad de espinas de neuronas piramidales del
hipocampo, como una medida de la conectividad neuronal y también de proteinas
relacionadas con conectividad sindptica y citoesqueleto. La administracion de sertralina en
animales no estresados induce una reduccion en la densidad de espinas dendriticas basales

de las neuronas piramidales del area CAl, efecto que podria estar relacionado a los
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impedimentos cognitivos observados en los animales. De igual, modo los animales
estresados mostraron una reduccion en la densidad de espinas dendriticas en el area CAl,
efecto que no pudo ser prevenido por la administracion de sertralina. Asi, es posible que
cambios en la morfologia de las espinas pudieran explicar en parte, lo observado en
aprendizaje asociativo y las conductas de desesperanza aprendida en animales tratados

cronicamente con antidepresivo.

El estrés por restriccion redujo la inmunorreactividad de N-cadherina, pero no de catenina,
en la region del estrato oriens correspondiente al area CA3 del hipocampo. Este efecto fue
parcialmente prevenido por sertralina. Ademas la administracion de sertralina a los
animales controles promovié un aumento en la inmunorreactividad de [-catenina en el
estrato oriens de CA3. Por el contrario, los animales sometidos a estrés y tratados con
sertralina mostraron un aumento en la inmunorreactividad de p-catenina pero no de N-
cadherina en la region correspondiente al estrato oriens de CAl; este resultado se condice
con el aumento de 3-catenina observado en los ensayos inmunoldgicos. Tanto el protocolo
de estrés como la administracion de sertralina a animales controles y sometidos a estrés,
promovidé un aumento en los niveles de GSK3fB en extractos de hipocampo. En estas
condiciones se observo una reduccion en el valor de la razén pGSK3B/GSK3f. Los
extractos hipocampales de los animales sometidos a estrés mostraron un incremento en los
niveles de RhoA, efecto que no pudo ser prevenido por el tratamiento con sertralina. El

aumento de Rhoa no se correlaciond con los cambios en p-cofilina.

Se puede concluir que el estrés y el tratamiento con sertralina producen efectos
diferenciales en el hipocampo, que involucran cambios en los niveles de proteinas
relacionadas con la conectividad sinaptica. Estos resultados abren una nueva via de

investigacion centrada en los mecanismos de accion de los antidepresivos.
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1. INTRODUCCION.

La depresion es un trastorno del animo que puede involucrar alteraciones conductuales,
cognitivas y neuro-endocrinas en las personas que la padecen. Debido a la diversa
sintomatologia observada en sujetos con depresion es probable que la etiologia sea
compleja y que involucre multiples alteraciones; sin embargo, se ha propuesto que el estrés
cronico podria ser un elemento gatillante de ésta (Nestler y cols. 2002). De acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud esta patologia es un trastorno del &nimo que el paciente
no puede eliminar en forma voluntaria y que afecta su calidad de vida y la de quienes lo
rodean (APA 1999). Se ha sefialado que para el afio 2020 la depresion mayor sera la
segunda causa de consultas médicas en los paises desarrollados lo que ha promovido una

intensa investigacion en este tema (Murray Y cols. 1996).

1.1.  Depresion mayor

La depresion mayor adquiere cada dia mas importancia en paises desarrollados en donde se
ha asociado un alto nivel de estrés y en el caso de Chile afecta a méas de un 10% de la
poblacion (Rojas y cols. 1997; Vicente 2002). La sintomatologia del cuadro depresivo es
heterogénea; es decir, los individuos pueden presentar dnimo deprimido, irritabilidad,
pérdida de interés por estimulos placenteros (sexo, comida, interacciones sociales), fatiga,
baja autoestima, sentimiento de desamparo y culpabilidad y una capacidad reducida de
concentracion y de aprendizaje. Ademas, esta sintomatologia estd asociada a alteraciones
neurovegetativas tales como el apetito y el suefio, cambios en el ritmo circadiano y también
pueden observarse alteraciones sicomotoras y pensamientos recurrentes de suicidio (Favay
cols. 2000; Nestler y cols. 2002). Aunque se desconoce el origen de esta patologia, existen
factores de riesgos tanto genéticos como ambientales. Se ha sefalado que aproximadamente
el 40% del riesgo a la enfermedad podria tener un origen hereditario (Fava y cols. 2000) y

se ha inferido que multiples genes contribuyen al riesgo de la depresion.

Entre los factores no genéticos que predisponen a la patologia se encuentran los traumas
emocionales, algunas alteraciones endocrinas y el estrés; siendo este ultimo considerado

como un elemento gatillante de la depresion (Nestler y cols. 2002). Aunque las bases



anatoOmicas neuroquimicas y fisiologicas de esta patologia estdn sujetas alin a intensa
investigacion, se sabe que existen alteraciones anatdmicas y funcionales de ciertas areas
cerebrales que pueden ser causa o consecuencia de esta patologia (Manji y cols. 2001;

Duman 2004).

1.2.  Alteraciones neuroanatémicas en sujetos con depresion mayor.

Se ha reportado que sujetos con depresidon mayor presentan alteraciones anatomo-
fucionales asociadas a la corteza prefrontal, la amigdala y el hipocampo (Sapolsky 2000;
Vakili y cols. 2000; Botteron y cols. 2002; Bowley y cols. 2002). La comparacion de
tomografia de emision de positrones (PET) entre pacientes depresivos y controles, ha
mostrado anormalidades en el flujo sanguineo y en el metabolismo de la glucosa tanto en la
corteza pre-frontal y limbica (Drevets 2000). Estas diferencias podrian reflejar cambios en
la neurotransmisioén asociados a los sintomas depresivos, ser un reflejo de alteraciones en
el nimero de células y contactos sinapticos, o bien corresponder a cambios en la funcion
cerebro-vascular (Botteron y cols. 2002; Drevets y cols. 2002). Algunos estudios post-
morten de sujetos depresivos muestran una reduccion volumétrica en la corteza cingulada
anterior, el hipocampo, la amigdala, y en el estriado ventral (Rajkowska 2000; Drevets y
cols. 2002). Esta reduccion del volumen se ha correlacionado con una disminuciéon en el
numero de células gliales y acompafiada por una disminucién en el tamafio neuronal,
aunque no con una pérdida de éstas (Rajkowska 2000; Eastwood y cols. 2001). Se ha
postulado que la reduccion del ntmero de células gliales en la amigdala y en la corteza
prefrontal, podria explicar las respuestas anormales frente a estimulos emotivos (Ongur Y
cols. 2000). Las glias estan involucradas en el metabolismo activo de la glucosa, siendo
¢stas el primer sitio de captura de glucosa durante la actividad neuronal y por lo tanto
serian muy sensible a los cambios en el metabolismo de este azucar (Tsacopoulos Yy cols.
1996). Sin embargo, ain queda por investigar si realmente son los cambios morfologicos

los que desencadenan la depresidon o bien si éstos son una consecuencia de la patologia

(Rajkowska 2000).



1.3.  Alteraciones morfologicas del hipocampo asociadas con la depresion.

De todas las areas cerebrales que se ven afectadas en la depresion mayor, el hipocampo es
una de las que ha sido intensamente estudiada (Sheline y cols. 1996; Magarinos Yy cols.
1997; Fuchs y cols. 1998; McEwen 1999; Gould y cols. 2000), debido a que esta area esta
involucrada en memoria declarativa y episddica, aprendizaje espacial y contextual; que son
procesos alterados en la depresion mayor (McEwen y cols. 1995). Mas aun, estudios de
imagenes por resonancia magnética de imagenes (MRI) y PET muestran cambios en el
volumen la densidad celular y en el contenido de agua (Sheline y cols. 1996; MacQueen y
cols. 2003). Finalmente, se ha descrito en sujetos depresivos una alteracion del eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA siendo el hipocampo una de las estructuras que

controlan negativamente la actividad de dicho eje (Nestler y cols. 2002; Barden 2004).

Se ha descrito que el estrés y los glucocorticoides serian los principales factores que alteran
la funcion hipocampal (Fuchs y cols. 1998; Gould y cols. 1999; Duman 2004; Nacher y
cols. 2004). Estudios realizados en ratas sometidas a estrés por restriccion de movimiento 6
a altas dosis de corticosterona han mostrado atrofia en las neuronas piramidales del area
CA3 del hipocampo; asociada fundamentalmente a retraccion de las dendritas
(Magarinos y cols. 1997; Vyas y cols. 2002) y a su vez a una reduccion en la
neurogénesis en la capa subgranular del giro dentado,(Gould y cols. 1999; McKittrick y
cols. 2000; Wood y cols. 2004). En pacientes con depresion mayor recurrente, se ha
descrito un menor volumen del hipocampo comparado con pacientes controles, lo que se
ha atribuido a una atrofia hipocampal (Sheline y cols. 1996); en cambio no se ha encontrado
ninguna diferencia de volumen significativa (Vakili y cols. 2000) especialmente cuando el

evento depresivo es agudo y no recurrente en el tiempo (Sheline y cols. 1999).

1.4. [Etiologia de la depresion y sus diversas hipotesis

El mecanismo molecular preciso de los desérdenes del animo ain sigue siendo
desconocido y la neurociencia aborda la problematica desde diferentes aproximaciones en
un intento por avanzar en el entendimiento de estas patologias, entre ellas la depresion. El
tratamiento de la depresion ha sido abordado a través de tres aproximaciones diferentes: la

farmacoterapia, ciertas formas de psicoterapias y la terapia electroconvulsiva (Nemeroff y



cols. 2002); pero el tratamiento mas recurrente sigue siendo el uso de farmacos

antidepresivos.

1.4.1 La hipdtesis de las monoaminas

La farmacoterapia de la depresion surge por casualidad hace mas de 50 afios, cuando se
observd que la imipramina un farmaco antihistaminico con estructura triciclica, tenia
efectos antidepresivos y la iproniazida, farmaco usado para el tratamiento de la
tuberculosis, elevaban el &nimo de los pacientes que lo recibian (Castren 2005). Luego de
este descubrimiento, se encontr6 que la imipramina y la iproniazida incrementaban la
concentracion extracelular de la serotonina y la noradrenalina porque bloqueaban su
recaptura por las terminales nerviosas o porque inhibian a la enzima relacionada a la
catabolizacion de las aminas biogénicas (monoamino oxidasa), De acuerdo a estos
antecedentes se propuso que la depresion podria ser producida por una deficiencia en
serotonina (5HT) o noradrenalina (NA) lo que pasdé a denominarse hipotesis
monoaminérgica de la depresion (Nestler y cols. 2002; Castren 2005; Paez-Pereda 2005).
En la actualidad, uno de los neurotransmisores mas estudiados es la serotonina y la
evidencia a favor de su participacion surge de los estudios que muestran que la
manipulacion farmacoldgica de ésta atenua la depresion (Blier y cols. 2003). Ademas, esto
se vio avalado por el hallazgo de bajos niveles de su metabolito el acido 5-hidroxi- indol
acético (5-HIAA) en el fluido cerebro espinal sujetos depresivos victimas de suicidios o

personas que han intentado suicidarse (Blier y cols. 2003).

1.4.2. La hipdtesis de las neurotrofinas

Sin embargo, no sdlo los neurotransmisores han sido objeto de estudio en busqueda de
blancos terapéuticos. Investigaciones realizadas en animales han mostrado que la
administracion cronica y no la aguda, de farmacos inhibidores de la recaptura de 5-HT y
NA activan la cascada cAMP — CREB en hipocampo de rata (Duman y cols. 1997).
Ademas, estudios en el hipocampo de rata han mostrado que el gen del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BDNF) es blanco tanto de CREB (Nibuya y cols. 1996). Se ha
observado que la infusion bilateral de BDNF en el giro dentado, produce un efecto

antidepresivo en dos modelos de depresion de ratas; obteniendo resultados comparables en



magnitud con una administracion sistémica de antidepresivo (Shirayama y cols. 2002). De
forma similar, en cerebros post-morten de pacientes tratados con antidepresivos se observo
un aumento del BDNF en el hilus y en el giro dentado del hipocampo (Chen y col., 2001).
La participacion de BDNF llevdo a proponer la hipétesis de las neurotrofinas, cuya
deficiencia podria ser la causa de la depresion. De hecho, los factores neurotroficos son
reguladores del crecimiento y la diferenciacion celular durante el desarrollo del sistema
nervioso, y en las neuronas adultas tienen un importante papel en la sobrevida y en la
plasticidad celular (Castren 2004). Sin embargo, hoy en dia esta hipdtesis ha perdido fuerza
frente a la evidencia de que el inicio de la accion terapéutica de estos farmacos se requieren
en general de 2 a 3 semanas, por otra parte el farmaco no eleva el animo en individuos
sanos. Ademas, en modelos animales se ha propuesto que el mecanismo de accion de
algunos antidepresivos como desipramina y fluoxetina, no requeririan de la participacion

de CREB como ha sido postulado (Conti y cols. 2002; Slattery y cols. 2004).

1.4.3. La hipétesis neuroendocrina

Estudios en modelos animales han aportado una fuerte evidencia que una desregulacion en
el sistema HHA principal eje regulador de la respuesta a estrés, juega un importante papel
en la depresion (Holsboer 2000). La principal respuesta endocrina frente al estrés es la via
de activacion del eje HHA que provoca la descarga de las neuronas ubicadas en los nucleos
paraventriculares (PVN) del hipotdlamo, permitiendo la liberacion del factor liberador de
corticotropina (CRF) que estimula la sintesis y liberacion de la hormona
adrenocorticotrofica (ACTH) desde la adenohipofisis, la que a su vez, estimula la sintesis y
secrecion de glucocorticoides desde la corteza suprarrenal. A su vez, éstos ejercen una
retroalimentacion negativa mediante la union a sus receptores presentes en el hipotdlamo y
en la hipofisis (Aguilera 1994; Holsboer 2000). Estudios en humanos y en animales han
sefialado que el estrés provoca una alteracion en el ritmo de secrecion de glucocorticoides
que incide negativamente en las habilidades cognitivas, tales como la capacidad de nuevos
aprendizajes y la pérdida de memoria. Ademas se han observado alteraciones en la
morfologia dendritica, inhibicién de la neurogénesis, retraccion dendritica en el area CA3
del hipocampo y pérdida de peso corporal (Gould y cols. 1999; Kim y cols. 2002; Sapolsky

2003; Engelmann y cols. 2004). Estas observaciones han llevado a proponer que un alza



sostenida de glucocorticoides — hipétesis neuroendocrina -  genera alteraciones

neuronales que desembocan en depresion.

1.4.4 La hipdtesis de la neuroplasticidad

La hipdtesis que recientemente se ha ensayado, es la influencia de tratamientos cronico con
antidepresivos sobre la neurogénesis y neuroplasticidad (Czeh y cols. 2001; Castren 2004).
Estudios realizados en rata con marcadores de division celular muestran que el tratamiento
crénico con antidepresivos incrementa el nimero de nuevas células en la capa granular del
giro dentado; observandose una muy buena respuesta a fluoxetina y reboxetina pero no a
medicamentos psicotropicos (Malberg y cols. 2000). Adicionalmente la fluoxetina no s6lo
incrementa el nimero de células hipocampales, sino que ademas éstas maduran y se
diferencian a neuronas (Malberg y cols. 2000; Manev y cols. 2001). Esto llevo a proponer la
hipdtesis de la neuroplasticidad, la que sugiere que la accion de los antidepresivos cursa
a través de fendémenos lentos como la diferenciacion, la prolongacién y maduracion de los
procesos dendriticos; es decir involucra un remodelamiento dendritico que facilita una
eficaz comunicacion sindptica. Ademas se ha observado mediante estudios de imagenes
cerebrales, que pacientes depresivos presentan un aumento en el metabolismo de la glucosa
en la amigdala y en la corteza cingulada; lo cual se reduce en aquellas personas que
responden a la terapia con antidepresivos (Drevets y cols. 2002). En relacion al efecto de
¢éstos farmacos sobre el remodelamiento sindptico, estudios realizados en cortes de cerebros
de conejo tratados con fluoxetina, muestran que el antidepresivo altera la expresion de
neurofilamentos involucrados en la estructura y en el remodelamiento de las sinapsis axo-
dendriticas (Guest y cols. 2004). Hasta el momento, existen algunas evidencias
experimentales que sefialan los efectos de algunos farmacos antidepresivos favorecen la
neurogénesis, y probablemente la diferenciacion neuronal e incluso se ha detectado la
presencia de proteinas marcadoras de proyecciones sinapticas. Sin embargo, alin es poco
claro si las células generadas son funcionalmente activas y mas aun si se relacionan con las
respuestas antidepresivas. La plasticidad neuronal involucra, entre otras cosas,
estabilizacion de la sinapsis activa y una conectividad neuronal 6ptima (Castren 2004). Al

respecto, se ha sugerido que en los desérdenes del animo, la conectividad neuronal podria



estar reducida (Castren 2004) basandose en que la atrofia producto del estrés no esta

asociada a una pérdida neuronal.

1.5. Farmacos inhibidores especificos de la recaptura de serotonina

El interés por buscar nuevos blancos farmacologicos, ha llevado recientemente a investigar
las vias de sefializacion que median la respuesta al estrés y a los desordenes del animo
(Gould y cols. 2002; Nguyen Yy cols. 2003). Un grupo importante de farmacos ampliamente
utilizados en los ultimos afios, son los inhibidores especificos del transportador de la
serotonina (SSRI). La recaptura de serotonina bloqueada por los SSRI, incrementa la
concentracion de ésta en el espacio sinaptico dentro de pocos minutos luego de su
administracion; sin embargo su accidn clinica solo se observa luego de algunas semanas
(DeVane 1999). Entre estos farmacos destaca la sertralina (Fig 1) la cual ha demostrado ser
clinicamente efectiva y bastante bien tolerada en el tratamiento de la depresion mayor
(DeVane 1999). Trabajos recientes han demostrado que el retardo en la accion de este
farmaco podria ocurrir via un aumento en la sintesis de serotonina mediante la regulacion
positiva tanto de la expresion del gen como de los niveles de la actividad de la triptéfano
hidroxilasa; enzima que sintetiza serotonina a partir de triptofano (Kim y cols. 2002). Por
otra parte, experimentos realizados en ratas sefialan que la administracion de sertralina,
incrementa los niveles de triptéfano y de serotonina en todo el cerebro de animales de

experimentacion (Nakayama y cols. 2003).

1,2,3,4-tetrahidro-N-metil-1-naftalenamina) es

(SSRI).

Figura 1. Estructura quimica de la sertralina. La
sertralina (clorhidrato de (1S)-cis-4-(3,4diclorofenil) -

un
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La sertralina cuando se administra por via oral en una dosis Unica, alcanza su méaxima
concentracion en el plasma después de 6 — 8 horas (Tabla 1). La biodisponibilidad absoluta
se estima sobre un 44% y su grado de unidn a proteinas plasmaticas se estima sobre un
98,5% (Leonard 1995). Se ha determinado si las dosis efectivas en roedores son
comparables a aquellas logradas en humanos, encontrandose que la inyeccion i.p. de
sertralina de 10 mg/Kg durante siete dias genera una concentracion plasmatica de 43.7 +
2.7 ng/ml y de 23.1 £+ 2.7 ng/ml en animales inyectados con 5 mg/Kg (Peng y cols., 2008).
Estos niveles son comparables a los detectados (20 — 200 ng/ml) en pacientes depresivos
tratados con dosis orales entre 100-200mg/diarios (De Vane, 1999). Mas aun, de acuerdo a
la similitud que existe en las Ki para la sertralina por el transportador de serotonina (0,29
nM vs 0.15 nM) sugieriria que la dosis de 10 mg/Kg es apropiada para hacer estudios del

efecto del farmaco sobre la conducta y cambios moleculares en sistema nervioso (Tabla 1).

La principal via de metabolizacion de este farmaco ha sido establecida en animales y se
presume que seria similar en humanos. La eliminacion ocurre mediante el metabolismo
hepatico a través de la familia de citocromos P450, siendo el principal metabolito, la
desmetilsertralina que posee muy poca actividad farmacoldgica tanto in vitro como in vivo
(Gupta y cols. 1994; DeVane 1999). La otra via metabdlica de la sertralina es la formacion
de acido carbadmico y N-hidroxisertralina, la cual es conjugada con 4cido glucurdnico y
finalmente es excretada por via urinaria (DeVane 1999). Los efectos secundarios de este
farmaco, se relacionan con cefaleas, nduseas y en el hombre con disfunciones sexuales
(Waldinger y cols. 1998), y a un incremento en las secreciones gastricas en ratas (Abdel
Salam 2004). Sin embargo, la sertralina sigue siendo uno de los inhibidores mas potentes
de la recaptura de serotonina y es un débil inhibidor del citocromo P450, lo cual la hace
poco propensa a interacciones metabolicas que impidan la eliminacién de otros
medicamentos (Spina y cols. 2003). Sin embargo, la respuesta lenta de los pacientes
sometidos al tratamiento con estos farmacos, inhibidores de la recaptura de los
neurotransmisores, hace dificil entender por qué si éstos aumentan la disponibilidad del
neurotransmisor en el espacio sinaptico, tardan semanas en ejercer su efecto terapéutico
(Nestler y cols. 2002). A pesar del retardo en la accion terapéutica, la buena tolerancia de

sertralina, hace que este antidepresivo sea interesante de estudiar en la busqueda de su



posible participacién en la plasticidad sinaptica, lo cual seria otra forma de entender su
lentitud en la accion terapéutica. En este sentido, existe una nueva mirada que relaciona la
idea de una alteracion quimica - dada por los neurotransmisores - con cambios que ocurren
a largo plazo en la produccion o en la actividad de moléculas que promueven la
comunicacion neuronal; es decir, existirian alteraciones en vias o redes neuronales producto
de alteracion en la expresion de genes importantes en las respuestas plasticas (Castren

2005).

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos y farmacologicos de la sertralina.

rata humano
= Ki' 0.29 nM 0.15 nM
= Kd 0.57 nM
* Bmax’ 821 fmol/mg prot
" tip 3 nd 26 h
»  Tmax’ nd 6-8h

La Ki y la Kd estdn determinadas en relacion al transportador de serotonina, (nd, no

descrito). '(Shelton 2003), *(Koe y cols. 1990), *(DeVane 1999).

1.6. Plasticidad en el proceso de remodelamiento dendritico.

Los fendmenos de neuroplasticidad incluyen diversos procesos de vital importancia a través
de los cuales el cerebro percibe, se adapta y responde a una variedad de estimulos internos
y externos. El hipocampo es vulnerable al dafio por impacto fisico, eventos traumaticos,
niveles altos de glucocorticoides y estrés agudo o cronico (McEwen 1999; Lu y cols. 2003;
Nacher y cols. 2004). Actualmente se sabe que en roedores, en monos (Tupaia belangeriy
Callithrix jacchus) y en primates del viejo mundo (Macacca fascicularis y Macacca
mulatta), el cerebro produce nuevas células en areas como ¢l hipocampo (Doetsch y cols.
1997; Gould y cols. 1999; Kornack y cols. 1999). En el hombre, la plasticidad del
hipocampo también queda de manifiesto con los estudios post-morten, que muestran

proliferacion y diferenciacion de nuevas células con caracteristicas fenotipicas y



morfologicas de neuronas en la capa de células granulares del giro dentado (Eriksson y
cols. 1998). Se ha postulado que, durante el periodo de génesis de nuevas neuronas en el
giro dentado, éstas serian muy susceptibles a cambios estructurales y a cambios
dependientes del tipo de experiencia (Gould, 2000). Las manifestaciones de
neuroplasticidad en el sistema nervioso central incluyen ademas, funcionamiento
dendritico, remodelamiento sindptico, potenciacion a largo plazo (LTP), crecimiento

axonal, extension de las neuritas y sinaptogénesis (Mesulam 1999; Manji y cols. 2001).

Aunque el mecanismo celular preciso que subyace a los cambios morfologicos a nivel
dendritico es aun desconocido, las investigaciones indican que los desérdenes del animo,
estan asociados con deterioros en la plasticidad estructural de las neuronas (Manji y cols.
2003). En este proceso de remodelamiento, el desarrollo dendritico es critico para la
formacién de circuitos neuronales y procesamiento de la informacién (Cline 2001). Se ha
demostrado que el crecimiento dendritico ocurre a través de un proceso dinamico de
extension y retraccion de filopodios hasta formar las conexiones sinapticas (Dailey y cols.
1996; McAllister 2000). Esta extension de la membrana plasmatica para llegar a formar el
filopodio, se logra con la participacion del citoesqueleto de actina y las proteinas asociadas
a €1, que permiten sostener la deformacion de la membrana originandose asi el filopodio (da
Silva y cols. 2002; Luo 2002). Una vez formado el filopodio éste dara origen a dendritas si
se ha formado a partir de la membrana plasmatica del soma, o a espinas si se ha formado
desde la membrana de la dendrita. Las espinas dendriticas pueden adoptar diversas formas:
puntiagudas, dediforme o en forma de callampas, siendo éstas ultimas las funcionales para
los contactos sinapticos (Ethell y cols. 2005) (Fig. 2). Se ha senalado que la plasticidad
morfoldgica de una neurona esta ligada a su funcionalidad; por ejemplo, se ha observado
que la depolimerizacién de F-actina reduce el numero de receptores de glutamato en las

densidades post-sinapticas excitatorias (Allison y cols. 1998).
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Filopodium
Stubby
Thin

Mushroom shaped

Cup shaped

Figura 2. Distintos tipos de espinas dendriticas. Se destacan en forma de filamentos (filopodio),
prominencia corta (stubby), de callampa o en forma de copa, (Lippman Yy cols. 2005).

También se ha propuesto que la repetida liberacion de glutamato en neuronas del
hipocampo induce un alargamiento de las espinas que es acompafiado por un aumento en el
nimero de receptores AMPA, efecto prevenido por inhibidores de la polimerizacion de
actina; sugiriendo que la dindmica del citoesqueleto interfiere con la actividad sinaptica
(Matsuzaki y cols. 2004). Por otra parte, se ha descrito que los neurotransmisores a través
de la activacion de sus receptores, controlan el secuestro y la activacion de proteinas
reguladoras de la dindmica del citoesqueleto de actina, como por ejemplo, las GTPasas
(Hall 1998). Asi el citoesqueleto de actina es el primer blanco responsable de favorecer el
logro de una arquitectura funcional en las espinas que permita transmitir las sefiales

extracelulares.

1.6.1 Proteinas de conectividad sinaptica y comunicacion intracelular

Los circuitos sindpticos son conexiones altamente especificas entre grupos de neuronas
separadas que permite el establecimiento de redes de comunicacion. Esta conectividad esta
mediada por diversas proteinas que establecen no sdlo la conexion sindptica sino ademas, la
mantencion de dicha conexion y la sefializacion al interior de la neurona (Sudhof 1995;
Garner y cols. 2000; Takeichi y cols. 2005). Dentro de estas proteinas, tanto las cateninas
como cadherinas han sido relacionadas con el remodelamiento que sufren las superficies
sinapticas (Togashi y cols. 2002; Yu y cols. 2003). Al respecto se¢ ha sefialado que

cadherinas y cateninas estan presentes en axones y en dendritas (Benson y cols. 1998) y se
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concentran en los contactos axo-dendriticos durante la sinapsis, colocalizando con otras

proteinas sinapticas, como por ejemplo, sinapsina (Togashi y cols. 2002).

La proteina N-cadherina pertenece a una superfamilia de glicoproteinas transmembranas
dependiente de calcio que establecen uniones homofilicas entre los dominios NH2-
terminal, a nivel de la regiéon terminal pre y postsinaptica. El dominio citoplasmatico
COOH-terminal es altamente conservado y se une al citoesqueleto de actina a través de la
conexion con o/f catenina (Vleminckx y cols. 1999). Experimentos realizados en neuronas
de hipocampo han revelado que las N-cadherinas son expresadas inicialmente en todos los
sitios sindpticos pero rapidamente se redistribuyen a sitios sinapticos excitatorios quedando
ausentes de los sitios inhibitorios (Benson y Tanaka, 1998). M4s atin la N-cadherina ha sido
encontrada en las terminales de las fibras musgosas del hipocampo y en las proyecciones
retino-tectales, siendo comun en ambas el uso de glutamato como neurotransmisor (Uchida
y cols. 1996). Por otra parte, la B-catenina juega un papel importante en la estructura de las
uniones adherentes que mantienen la conectividad entre célula y célula mediada por las
cadherinas, relacionandose asi con el remodelamiento que sufren las superficies sinapticas
(Togashi y cols. 2002; Yu y cols. 2003; Nelson y cols. 2004). La dinamica en el
remodelamiento sinaptico, se ve favorecida ademas, por la interaccion de o/B-catenina con
proteinas que modulan la dindmica de la actina, como es la Rho-GTPasa (Gumbiner 1996;
Luo y cols. 1996; Sin y cols. 2002). Recientemente se ha relacionado al complejo o/p-
catenina con la dinamica del citoesqueleto de actina a través de la participacion de -
catenina con canales de K activados por Ca’" los cuales se encuentran en las zonas
activas presinapticas de las neuronas (Kobielak y cols. 2004; Lesage y cols. 2004). La
proteina B-catenina también ha sido asociada al remodelamiento de los arboles dendriticos
mediante su participacion en los contactos sinapticos; donde este evento podria ser una
sefial de detenciéon del crecimiento, 6 por el contrario podria promover futuras
arborizaciones (Cline 2001). También se ha reportado que B-catenina puede actuar como
factor transcripcional de genes que controlan la morfologia celular, lo que indica que esta

proteina cumple diversas funciones (Novak y cols. 1999).
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La sefializacion a través de -catenina estd regulada por su estado de fosforilacion y se ha
determinado que la quinasa de la glicogeno sintasa (GSK3p) la fosforila en el NH2-
terminal; siendo ésta modificacion una sefial para su degradacion por la via proteosomal
(Wodarz y cols. 1998; Miyoshi y cols. 2003). Con el objeto de verificar la relacion entre
GSK3p y B-catenina se han realizado experimentos in Vivo con un inhibidor GSK3 que
muestra un aumento en los niveles de B-catenina en hipocampo de ratas (Kaidanovich-
Beilin y cols. 2004). Es decir, la reduccion en la fosforilacion de la B-catenina por GSK3f3
permite el aumento de la proteina, lo que revela la importancia de GSK3 en su regulacion.
Por otra parte, en cultivos de células hipocampales, se ha demostrado que la sobre-
expresion de B-catenina aumenta la arborizacion dendritica, mientras que su secuestro
produce una disminucion en las ramificaciones (Yu y cols. 2003). Estos resultados
demuestran la importante participaciéon que tiene f-catenina en procesos de plasticidad

dendritica.

Tratar de entender coémo ocurre el fenomeno de la plasticidad neuronal, como una neurona
puede remodelar arboles dendriticos para reacomodar sus contactos sinapticos y como esto
se articula con los circuitos neuronales, resulta vital para entender el efecto de los farmacos
antidepresivos en los procesos de plasticidad sindptica. Existe numerosa literatura que
apunta al efecto positivo que tienen los farmacos antidepresivos sobre la neurogénesis pero
no sobre la plasticidad sinaptica (Rossby y cols. 1999; Castren 2004; McEwen y cols.
2004). El proceso de neurogénesis comienza con la proliferacion de células progenitoras
que migran y se diferencian emitiendo neuritas, las que se diferencian en axon o en
dendritas y finalmente ocurre la formacion y el establecimiento de la sinapsis (Yu y cols.
2004). Las proteinas que participan en el desarrollo de la arborizacion dendritica y en la
mantencion de la conectividad son criticas, tanto para la formacion de los circuitos
neurales como para el procesamiento del ingreso de la informacion (Yu y cols. 2003).
Hasta la fecha existe escasa literatura que asocie la participacion de B-catenina a la
depresion mayor. Sin embargo, se ha reportado que farmacos antipsicoticos como
clozapina, haloperidol y risperidona incrementan significativamente los niveles de p-
catenina y GSK3B (Alimohamad y cols. 2005) Asi, la identificacion de proteinas

relacionadas con cambios morfoldgicos que median la plasticidad sinaptica con la cual las
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neuronas responden frente a agresiones como el estrés, abre un campo interesante de

investigacion en esta patologia.

1.6.2. Moduladores de conectividad y remodelamiento de citoesqueleto de actina.

La proteina GSK3B ha sido relacionada con diferentes funciones celulares, entre ellas
plasticidad celular a través del remodelamiento del citoesqueleto (Hetman y cols. 2000;
Frame y cols. 2001; Orme y cols. 2003). El estado de fosforilacion de esta proteina es hasta
la fecha el mecanismo mejor caracterizado que regula su actividad, aunque la regulacion de
su distribucion subcelular e interacciones con otras proteinas también contribuyen a
controlar su accion (Tanji y cols. 2002; Jope y cols. 2004). Se ha descrito que la actividad
catalitica de la GSK3p disminuye cuando se encuentra fosforilada en Ser-9; en cambio
cuando se encuentra fosforilada en Tyr-216 esta se activa (Bhat y cols. 2000; Cohen y cols.
2001). La fosforilacion en Ser-9 puede ser realizada por diferentes quinasas, entre ellas
AKT/PKB, PKA y PKC, indicando que multiples vias de sefalizacion convergen sobre
GSK-3 para regular su actividad (Doble y cols. 2003). En oposicion a la regulacion
inhibitoria por la fosforilacion en Ser-9, la activacion de GSK3p facilitada por fosforilacion
en Tyr-216 podria ocurrir por autofosforilacion o por participacion de las quinasas Fyn, Csk

y Pyk2 (Framey cols. 2001; Jope y cols. 2004; Sayas y cols. 2006).

La GSK3p juega un importante papel tanto en la diferenciacion como en el desarrollo
neuronal y existe evidencia que regula el remodelamiento axonal a través de su accion
sobre los microtibulos (Lucas y cols. 1997; Hall y cols. 2000). Al respecto, se ha
demostrado que la inhibicion de su actividad por litio, resulta en cambios en la
fosforilacion de tres proteinas asociadas a microtibulos: Tau, MAP-1B y MAP-2 (Lucas y
cols. 1998; Sanchez Martin y cols. 1998) ademas bajo estas mismas condiciones se induce
la acumulacion de sinapsina I en areas semejantes a conos de crecimiento (Lucas y cols.
1997). Estudios realizados en cultivos de células Neuro-2a con inhibidores especificos de
GSK3p muestran una induccion en el crecimiento neuritico (Orme y cols. 2003). De
acuerdo a esto la GSK3p podria estar participando en el remodelamiento sindptico. Al
respecto, experimentos realizados en cultivos neuronales estimulados por el acido

lisofosfatidico (LPA), han demostrado que la retraccion neuritica y el colapso de los conos
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de crecimiento inducidos por la presencia de LPA, esta mediado por la participacion de
GSK3p. En este mismo modelo experimental, también se ha estudiado el efecto de la
inhibicion de PI3K en la respuesta neuronal, y se ha encontrado que la inactivacion de
PI3K, con wortmanina, provoca retraccion neuritica, la cual es atin mayor si GSK3p se
encuentra activa (Sayas y cols. 1999; Sanchez y cols. 2001). Estos resultados permiten
suponer que GSK3p tiene participacion en el fendémeno de plasticidad neuronal; y mas atn
si se considera que experimentos en células de neuroblastoma, la GSK3f es activada por
Gal2 /Gal3 a través de un mecanismo dependiente de RhoA (Fig. 3) (Sayas y cols. 2002).
El mecanismo por el cual RhoA activa a GSK3p es ain desconocido; sin embargo, un
aumento en la actividad de GSK3f se acompafia de un aumento en la fosforilacion de Tyr-
216 provocando su activacion. Recientemente en cultivos neuronales, tales como, Neuro-
2a, PC12, SH-SYS5Y neuroblastoma, se ha demostrado que GSK3p es fosforilada por Pyk2,
una tirosina quinasa sensible a calcio, como consecuencia directa de la activacion de
fosfolipasa C (Sayas y cols. 2006). Asi, pareciera ser que existiria una via que involucraria
la activacion de GSK3f por Gal2 /Gal3, a través de RhoA en el fendmeno de retraccion
neuritica. Hasta la fecha solo se ha propuesto la participacion de esta via en la retraccion de
neuritas en cultivos neuronales estimulados por LPA (Kranenburg y cols. 1999; Sayas y
cols. 2002). Estos resultados sefialan que GSK3p podria actuar como un modulador entre
la conectividad sindptica mediante B-catenina o en el remodelamiento del citoesqueleto de

actina, mediante RhoA.

AGONIST
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-
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/ \ Figura 3. Modelo propuesto para la
Ga12 Gal3 retracciéon neuritica inducida por LPA, que
/ estaria mediada por la activacion de GSK3p a
RhoA +—c3 través de RhoA y Gal3 (Sayas y cols. 2002).
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1.6.3. Proteinas asociadas al citoesqueleto de actina

Aunque el mecanismo celular preciso que subyace a los cambios morfologicos a nivel
dendritico es alin desconocido, las investigaciones indican que los desordenes del animo,
estan asociados con deterioros en la plasticidad estructural de las neuronas (Manji y cols.
2003). En este proceso de remodelamiento, el desarrollo dendritico es critico para la
formacion de circuitos neuronales y procesamiento de la informacion (Cline 2001) el cual
ocurre a través de un proceso dindmico de extension y retraccion de filopodios hasta
formar ya sea una nueva dendrita; e incluso para la formacién de una espina que también
comienza con la aparicion de un pequeno filopodio desde la dendrita (Dailey y cols. 1996;
McAllister 2000). Se ha sugerido que la dinamica del citoesqueleto de actina, al interior de
un filopodio o de una espina es muy activa; en donde el citoesqueleto se polimeriza y
despolimeriza permanentemente permitiendo que ocurra la movilidad de la dendrita o de la
espina hasta el momento del contacto sinaptico (Rao y cols. 2000; Luo 2002; Govek y cols.
2005). Paradogjicamente, el arreglo del filamento de actina puede también actuar como el
primer soporte del citoesqueleto que sostiene la aparicion de una estructura estable que
facilite la creacion de un contacto sinaptico, como lo es por ejemplo una espina (Rao y cols.
2000; Luo 2002). Asi los filamentos de actina podrian en un momento soportar una
estructura estable y en otros momentos despolimerizarse para dar origen a un nuevo
lamelopodio que posteriormente se transformara en filopodio y éste a su vez en dendrita o

en espina, segiin de donde provenga el lamelopodio (Rao y cols. 2000; Luo 2002).

En este proceso de polimerizacion y despolimerizacion del citoesqueleto de actina, la
participacion de diversas GTPasas, entre ellas RhoA, es fundamental. La via
transduccional que relaciona a Rho con la formacion de filamentos de actina, ha sido
caracterizada. La Rho promueve la polimerizacion de actina a través de la activacion de
mDia, una proteina que se une a los extremos del filamento de actina y promueve su
elongacion lineal. Rho también activa a Rho quinasa la cual fosforila e inactiva a la fosfatas
de cadena liviana de miosina. Esto conduce a un incremento en la actividad de miosina II la
cual entrecruza los filamentos de actina y genera la fuerza contractil necesaria para un
cambio de estructura (Govek y cols. 2005; Negishi y cols. 2005). Durante este proceso de

formacion de nuevas estructuras neuronales, participan tanto neurotrofinas, proteinas de
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matriz extracelular, proteinas de citoesqueleto y proteinas de la familia Rho GTPasa
(McAllister 2000). Experimentos realizados en cultivos neuronales de hipocampo, han
mostrado que RhoA se encuentra mayoritariamente distribuida en dendritas y una
sobreactivacion de esta GTPasa produce una drastica simplificacion de los arboles
dendriticos (Nakayama Yy cols. 2000; da Silva y cols. 2002). Respecto de la localizacion
celular de algunos componentes de esta ultima familia de proteinas, se ha demostrado por
ejemplo que en cultivos hipocampales, Racl esta presente en axones, Cdc42 es abundante
en axones y dendritas, y RhoA se encuentra solo en dendritas una vez que las neuronas
estan polarizadas (McAllister 2000; Santos Da Silva y cols. 2004). Se ha reportado que la
forma del arbol dendritico esta fuertemente regulada por la participacion de estas GTPasas
pequeiias (Nakayama Yy cols. 2000), y en donde el ensamblaje de los mondémeros de actina
estd regulado, entre otras, por la participacion de la via RhoA/Rho Kinasa- LIMK - cofilina
(Meng y cols. 2003; Leemhuis y cols. 2004). Ademas, la funcionalidad del arbol dendritico
también es dependiente de la funcionalidad de las espinas que se han distinguido desde el

punto de vista (Lippman y cols. 2005) (Fig. 2).

La proteina cofilina participa directamente en la dindmica del citoesqueleto de actina, y en
experimentos in Vitro ésta corta y depolimeriza el filamento de actina, aumentando el
extremo no protegido del filamento el cual como sitio para continuar con la polimerizacion
y extension del filamento (Maciver y cols. 2002). Ademas la cofilina también participa en
el desensamblaje del filamento de actina porque promueve la disociacion de los mondmeros
de actina desde los extremos del filamento. Ambas actividades parecen ser importantes en
la deformacion que sufre la membrana plasmatica cuando forma, por ejemplo, un
lamelopodio que dara origen posteriormente a una espina (Carlier y cols. 1999; Galkin y
cols. 2003; Pavlov y cols. 2007). La cofilina es altamente regulada por fosforilaciones que
ocurren principalmente a través de LIMK, la cual a su vez es activada por Rho quinasa
(ROCK) una quinasa activada por Rho y aparentemente esta via permite la estabilizacion,
del filamento actina (Mackawa y cols. 1999). Recientemente se ha sugerido que la dinamica
de la sinapsis requiere de un reordenamiento continuo de los filamentos de actina, ya sea
en el extremo presinaptico para un eficiente flujo de vesiculas que permitan la liberacion

de neurotransmisores, o en el extremo postsindptico para la organizacion y trafico de
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receptores, o para el ensamblaje de proteinas de andamio que anclen complejos proteicos
asociados a cambios morfologicos de la dendritas y de las espinas sinapticas (Cingolani y
cols. 2008). Por lo tanto, las proteinas que participan en el desarrollo de la arborizacion
dendritica y en la mantencion de la conectividad sindptica, son criticas tanto para la
formacion de los circuitos neurales como para el procesamiento del ingreso de la

informacion (Yu y cols. 2003).

1.7. Modelos animales de depresion

A pesar de toda la investigacion realizada, no se ha podido generar aun un modelo que
compile el mecanismo de accion de los antidepresivos (Rossby y cols. 1995; Duman y cols.
1997; Duman Yy cols. 2001; Harwood y cols. 2003; Slattery y cols. 2004)(Rossby y col.,
1995. Los modelos mas utilizados para estudiar el fendmeno de la depresion, son animales
sometidos a estrés (Malberg y cols. 2000; Czeh y cols. 2001). De las numerosas respuestas
que desencadena el estrés, se ha demostrado que los animales sometidos a estrés cronico
presentan atrofia de las dendritas apicales en las neuronas hipocampales de la zona CA3,
acompafiado por un déficit cognitivo especifico en el aprendizaje y en la memoria espacial
(Magarinos y cols. 1996; McEwen 1999). Esta respuesta de atrofia dendritica, podria
relacionarse con el tiempo de accion que requieren los farmacos antidepresivos para

promover vias de sefializacion que gatillen un remodelamiento de los arboles dendriticos.

Cualquiera sea el mecanismo a través del cual operan los farmacos antidepresivos en el ser
humano, ha sido de gran dificultad poder desarrollar un modelo animal que de cuenta de la
sintomatologia observada en personas que padecen de depresion. Los modelos que han
generado mas consenso son aquellos basados en los efectos del estrés sobre la conducta de
los animales; en este sentido la prueba de nado forzado, la conducta hedonica, el test de
suspension de la cola, la prueba de respuesta condicionada, son algunas de las mas
utilizadas para ensayar la actividad de farmacos AD frente a un estimulo aversivo, como

por ejemplo, la restriccion cronica de movimiento (Cryan y cols. 2002).

Uno de los mejores avances, ha sido poder consensuar que la prueba de nado forzado revela

que agentes catecolaminérgicos disminuyen la inmovilidad pero incrementan la conducta
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de escalamiento, mientras que compuestos relacionados con la serotonina tales como los
inhibidores especificos de la recaptura (SSRI) también disminuyen la inmovilidad pero

incrementan la conducta de nado (Lucki 1997; Cryan y cols. 2000).

En resumen, el estudio de la participacion de las proteinas que modulan tanto el desarrollo
de la arborizacion dendritica necesarias para el reforzamiento de la sindpsis y en la
conectividad celular, son criticas tanto para la formacion de los circuitos neurales como
para el correcto procesamiento del ingreso de informacion (Yu y cols. 2003). Si
efectivamente la depresion produce atrofia dendritica (Sheline y cols. 1996) y la accion de
los antidepresivos apuntan a favorecer la neurogénesis de células del giro dentado (Castren
2004), este proceso requerird de un continuo remodelamiento del citoesqueleto que de
cuenta de los cambios que sufren las arborizaciones dendriticas; puesto que finalmente
sestas estructuras alojan los puntos de contacto entre neurona y neurona. Por lo tanto
estudiar proteinas que participan en las conexiones sindpticas y en el remodelamiento del
citoesqueleto de actina, resulta de interés para aportar conocimiento que permita entender
de mejor manera el fendémeno de plasticidad y el efecto que tienen los antidepresivos en

esta respuesta.

Algunas preguntas que surgen en este contexto son si los fAirmacos antidepresivos afectan
algunas proteinas de conectividad sindptica como N-cadherina y B-catenina o si afectan a
proteinas de citoesqueleto, que pudiesen estar relacionadas con el remodelamiento

dendritico, como GSK3p, RhoA vy cofilina.
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2. HIPOTESIS

El estrés cronico por restriccion de movimiento, como modelo de depresion animal,
provoca cambios tanto conductuales como en los niveles de proteinas asociadas a

citoesqueleto y conectividad sinaptica, efectos prevenidos por el antidepresivo sertralina.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL:
Analizar en el modelo de rata sometida a restriccion de movimiento, el efecto del estrés y
del farmaco antidepresivo sertralina, en la conducta y en proteinas asociadas tanto al

citoesqueleto de actina como a la conectividad sinaptica.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.2.1. Evaluar el impacto que tiene la restriccion de movimiento crénica y la presencia de

sertralina sobre marcadores de estrés y en la conducta de los animales.

3.2.2. Investigar si el estrés y la presencia de sertralina, se traducen en cambios
morfolégicos que pudiesen afectar la sinapsis, como por ejemplo, alteraciones en las

densidades de espinas dendriticas.

3.2.3. Estudiar si en este modelo de depresion animal hay cambios en (i) los niveles de
proteinas asociadas a la dinamica del citoesqueleto de actina, como RhoA, cofilina, y
GSK3p; y (i1) en proteinas que participan en la conectividad sinaptica como N-cadherina y

[-catenina.
3.2.4. Determinar si el antidepresivo sertralina provoca cambios en proteinas relacionadas

a la dinamica del citoesqueleto y conexion sinaptica, en forma dependiente 6 independiente

del estrés.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos generales

=  BioRAD Laboratories (CA, EE.UU.): azul de bromofenol, persulfato de amonio, bis,
N,N’ -metilen-bis-acrilamida, acrilamida.

»  Merck (Darmstadt, Alemania): Tris-HCI, KCl, MgCl,, NaCl, SDS, etanol absoluto
(p.a.), Na,HPO., KH,PO,4, NaHCOs, ditiotreitol, glicerol, acrilamida, glicina, Tween-
20, acido borico.

=  Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE.UU.): rojo Ponceau, HEPES, EGTA, Tris-
acetato, NaPPi, NaF, leupeptina, aprotinina, PMSF, Na3;VOQOy, Triton X-100.

=  United States Biologicals (Swampscott, MA, EE.UU.): Tris-base.

» [Invitrogen (Carlsbad, CA, EE.UU.): TEMED, marcador de peso molecular para geles

de proteinas (Bench Mark), agarosa ultra pura.

Para preparar las soluciones se utiliz6 agua destilada, obtenida de un equipo SCHOTT

perteneciente al laboratorio.

4.2. Animales

En todos los experimentos se emplearon ratas macho (Rattus norvergicus, cepa Sprague-
Dawley, 200-240 g), criadas en el bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacéuticas de la Universidad de Chile, en condiciones estandarizadas, con ciclo luz—
oscuridad de 12 horas, a una temperatura de 22°C y una humedad de un 45%. Los
animales recibieron alimento estéril y agua filtrada ad libitum. En este estudio no se
consider6 la utilizacion de ratas hembras puesto que éstas presentan ciclo estral (4 dias)
donde se observan variaciones de hormonas sexuales (estradiol y la progesterona) las cuales
pueden influir sobre los parametros evaluados. Se usé el nimero minimo de animales, y
todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile (FONDECYT-108-0489).
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4.3. Tratamientos

4.3.1. Estrés cronico por restriccion de movimiento.

Para este modelo de estrés, los animales fueron colocados en cilindros de acrilico
transparente (de 80 mm de didmetro) con perforaciones para permitir la entrada de aire,
durante 2,5 h diarias y por 14 dias consecutivos de acuerdo a protocolos establecidos en el
laboratorio (Bravo y cols. 2009). Este aparato limita la movilidad del animal, pero no lo
inmoviliza completamente. Durante este periodo los animales no tuvieron acceso a
alimento o agua y cada sesion de estrés se realiz6 siempre entre las 9:00 AM y 12:00 PM de

forma que el procedimiento fuese temporalmente reproducible (Bravo y cols. 2009).

4.3.2. Tratamientos farmacologicos.

Se utilizé el antidepresivo sertralina (Sander y Co), un inhibidor de la recaptacion de
serotonina en una dosis de 10mg/kg de peso corporal del animal el que se inyecto
intraperitonealmente (i.p.) (Leonard 1995; Frechilla y cols. 1998). El farmaco fue disuelto
en agua tibia a una concentracion de 10 mg/mL. Los animales se clasificaron en los
siguientes grupos: (i) animales controles sin estresar e inyectados diariamente con una
solucion vehiculo de NaCl 0,9% (Control+Salino = C); (ii) animales estresados
croénicamente por 14 dias e inyectados con la solucion salina, 10 min. previo a la sesion de
restriccion de movimiento (Restricciéon+Salino = R); (iii) animales no estresados a los que
se les inyectd la sertralina 10mg/kg por los 14 dias de tratamientos (Control+sertralina =
CS) y (iv) animales estresados por restriccion de movimiento a los que se les administro el

antidepresivo durante los 14 dias (Restricciontsertralina = RS).

4.4. Determinacion de parametros fisiologicos.
Con el objeto de determinar el efecto del estrés y de la administracion del farmaco
antidepresivo, se procedio a evaluar factores fisioldgicos y conductuales de los animales a

lo largo o posterior a los tratamientos.
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4.4.1. Cambios en el peso corporal.
Con el objeto de determinar si los diferentes tratamientos inducian variaciones en el peso
corporal de los animales, éstos fueron pesados diariamente antes de iniciar el protocolo de

tratamiento.

4.4.2. Determinacion de los niveles séricos de corticosterona.

Al momento de eutanasiar los animales, se recolectd sangre en tubos de vidrio sin
anticoagulante, para luego ser centrifugada a 4.000 x g durante 15 min. El suero obtenido
se almacend a -20°C para la determinacién cuantitativa de los niveles séricos de
corticosterona mediante un ensayo inmuno-enzimatico con un limite de sensibilidad de 27
pg/mL (Correlate-EIATM, Enzyme Immunoassay Kit, Assay Designs, Inc., Ann Arbor,
MI, EEUU) de acuerdo a lo establecido en el laboratorio (Bravo y cols. 2009). Las
diluciones de los estandares de la hormona (32, 160, 800, 4000, 20000 pg/mL) y de las

muestras (1:40), se realizaron en el tampon proporcionado por el fabricante.

Al momento de la cuantificacion, se realiza la dilucién de los estandares de hormona (32,
160, 800, 4000, 20000 pg/mL) y de las muestras (1:40) en el tampon proporcionado por el
kit. Se colocaron 100 pL de las diluciones en una placa de 96 pocillos la cual estaba
previamente recubierta con un anticuerpo (anti cabra Ig G) contra el anticuerpo que
reconoce especificamente la corticosterona (preparado en cabra). Sobre ella se agregd 50
uL de corticosterona conjugada a fosfatasa alcalina que compite con la hormona presente
tanto en las muestras como estandares por la unidn al anticuerpo anticorticosterona presente
en la placa. Posteriormente se adiciond a todos los pocillos excepto al blanco y unién no
especifica, 50 pL de un anticuerpo policlonal contra la corticosterona que reacciona con la
hormona libre (conjugada y no conjugada). Luego se incub6 durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitacion suave y posterior a 3 lavados con 400 puLL del tampon provisto en el
kit, se agregd el sustrato de la fosfatasa alcalina (p-nitrofenilfosfato) el cual genera un
producto de color amarillo (p-nitrofenol). Luego de 1 hora se detuvo la reaccion mediante
la adicion de una solucidn acida provista por el kit. La lectura de la densidad optica a 405
nm se realizo en un lector de placa Asys Hitech modelo Expert 96. La lectura de la

densidad optica de la curva estandar se uso para calcular la concentracion de corticosterona
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(CORT) presente en los sueros de los animales. Por el disefio de este ensayo, la intensidad
del producto de color amarillo, es inversamente proporcional a la concentracion de CORT

presente tanto en los estandares como en las muestras.

4.5. Pruebas conductuales.

Para evaluar si en el modelo de estrés cronico por restriccion de movimiento, los animales
generan conductas con caracteristicas similares a la depresion, fue necesario evaluar sus
conductas luego de 24 h de los tratamientos farmacoldgicos y/o de estrés cronico. Estas
conductas incluyeron evaluacion de la anhedonia o pérdida por el placer, alteraciones en la
capacidad por adquirir respuestas condicionadas, las cuales que se relacionan con fallas en

la capacidad cognitiva, y conductas de desesperanza aprendida o desamparo.

4.5.1 Prueba de preferencia por solucion de sacarosa al 1% como agua de bebida.

Uno de los sintomas mas recurrentes en los cuadros depresivos es la falta de interés por
acciones placenteras (anhedonia). Para evaluar esta conducta, los animales fueron
entrenados para que pudiesen optar por una solucién de sacarosa al 1% como agua de
bebida o por agua sola. Este entrenamiento se realizé por 3 h diarias por el lapso de 7 dias,
previos a los procedimientos de estrés y tratamiento farmacoldgico de acuerdo a lo descrito
(Bravo y cols. 2009). El entrenamiento consistié6 en colocar diariamente por 3h a cada
animal en una jaula individual, donde se colocaron 2 tubos: uno con agua sola y el otro con
la solucion de sacarosa. Los tubos eran alternados diariamente y en forma aleatoria, con la
finalidad de evitar efectos de aprendizaje por asociacion del contenido de los tubos con la
posicion de éstos (Zurita y cols. 2000; Bravo y cols. 2009). Finalizada la semana de
entrenamiento, se evaluo el porcentaje de preferencia por el agua endulzada en funcion del
volumen total de liquido consumido (dia cero). Una vez iniciado el protocolo de restriccion
de movimiento y el tratamiento farmacologico, se evalud la preferencia por la bebida
endulzada a los 7 y 14 dias. Esto se realizd colocando a los animales en las jaulas
individuales y enfrentdndolos a la eleccion de agua sola o agua azucarada, pero so6lo
durante 1 h. Terminada la prueba, se evalud el porcentaje de preferencia por el agua
endulzada en funciéon del volumen total de liquido consumido. Los cambios en la

preferencia por la solucion de sacarosa al 1% permitieron evaluar la conducta de los
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animales por una actividad placentera, o conducta hedonica. La falta de preferencia por el
agua endulzada refleja una condicidon de anhedonia, condicién que también se observa en

pacientes con depresion mayor (APA 1999).

4.5.2. Ensayo de la adquisicion de una respuesta condicionada.

Otro de los sintomas que se observan en los pacientes depresivos, son las alteraciones
cognitivas, las cuales pueden manifestarse por la falta de concentracion, lentitud en el
pensamiento analitico, disminuida capacidad para aprender. Uno de los ensayos que
apuntan a medir la capacidad cognitiva de los animales es la prueba de respuesta
condicionada frente al estimulo sonoro y posterior descarga eléctrica en las patas (Mora y
cols. 1993). En esta pruecba, cada animal fue colocado individualmente en una caja
compuesta por dos unidades modulares de acero inoxidable, entre las cuales hay una
compuerta abierta para que el animal pase de un lado al otro (Two-way shuttle box
[Lafayette Instrument Co., Lafayette, IN, EE UU]). Cada unidad esté¢ equipada con una
rejilla de 18 barras metalicas en el piso, a través de la cual se puede aplicar un shock
eléctrico de intensidad variable; dos ampolletas de 28V DC y un generador de tonos
audibles (Mallory Sonalert 2.800 Hz, Lafayette Instrument Co., Lafayette, IN, EE UU). Los
shocks eléctricos se administraron con una fuente de poder (Lafayette Instrument Co.,

Lafayette, IN, EE UU).

Antes de cada ensayo hubo 5 minutos de habituacién a la caja de acondicionamiento,
durante la cual la rata pudo explorar ambos compartimentos. Se realizaron un total de 50
ensayos, los que duraron un total de 30 min. Cada ensayo se inici6 aplicando un estimulo
condicionante (tono) durante 5s seguido de una descarga eléctrica de 0,2 - 0,5mA en las
rejillas del piso, la que actuia como estimulo aversivo, el que dura 10s. La descarga
eléctrica se mantuvo hasta que el animal escapd hacia la otra caja que no estaba
electrificada. Cada animal se puso a prueba durante 10 min, aplicando el sonido seguido del
shock cada 30seg, con una duracion maxima del shock de 10s. Luego, el ensayo se realizo
durante 30min. Una respuesta de condicionamiento se define cuando el animal escapo de la
caja electrificada a la otra dentro de los primeros 5seg del sonido (adquisicion de respuesta

condicionada, (ARC). En cambio, si la rata no escapa a la otra caja durante la aplicacion del
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shock eléctrico, se considera como falla en el escape (FE) (Mora y cols. 1993; Bravo y cols.
2009). Esta prueba permitio evaluar de qué manera el estrés por restriccion de movimiento
era capaz de modificar la capacidad del animal por adquirir una respuesta condicionada, y

en cierta medida evaluar la capacidad de aprendizaje de éste.

4.5.3. Prueba de natacion forzada

La prueba de natacion forzada, tiene por objetivo visualizar la conducta de “desesperanza”
que manifiesta el animal frente a la imposibilidad de escapar del medio adverso al cual se
ve obligatoriamente enfrentado (Cryan y cols. 2002). En este caso, interesaba evaluar si el
estrés cronico por restriccion de movimiento era capaz de promover una conducta de

desesperanza y si el farmaco antidepresivo ayudaba a prevenir tal conducta.

La prueba de natacion forzada consiste en someter al animal a nadar durante 5 min previo
un breve entrenamiento de 15 min que se realiza el dia anterior a la prueba. Se cuantifica el
tiempo en que el animal permanece nadando, o escalando o detenido en el interior del
estanque con agua. Esta prueba se realizd en 2 dias: en el primer dia (dia 13 de cada
tratamiento) los animales fueron colocados durante 15min en un cilindro de acrilico de 20
cm de diametro por 50 cm de alto, que se llena con agua (24°C-25°C) hasta 30 cm de altura
(Bravo y cols. 2009). En el segundo dia (dia 14 de cada tratamiento), se evaluaron las
conductas de escape que el animal intenta realizar. En esta determinacion, y durante 5 min
se evaluo la conducta de escape en tres parametros: 1) escalamiento: el animal trata de subir
por las paredes del tubo, ii) natacion: el animal nada en busca de la salida, y por tltimo, la
diferencia del tiempo en que el animal no realiza ninguna de las conductas anteriores se
considera como: iii) inmovilidad, donde la rata no hace ningin esfuerzo por buscar una
salida, s6lo intenta mantenerse a flote. Para la determinacion de la conducta de inmovilidad,
se resta el tiempo en que el animal realiz6 las otras dos conductas de escape. Un animal con
desesperanza, es decir con incapacidad de responder adecuadamente a una nueva condicion
adversa, va a tener menos conductas de escape y va a permanecer mas tiempo inmoévil
durante la prueba (Cryan y cols. 2005; Cryan y cols. 2002). Esta condicion de desesperanza

aprendida también puede ser observada en pacientes con depresion mayor (APA 1999).
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4.6  Preparacion de tejidos para inmunohistoquimica.

Luego de 14 dias de estrés y tratamientos farmacologicos, y luego de pruebas conductuales,
los animales fueron eutanasiados mediante decapitacion o perfusion con solucion fijadora
previa anestesia mediante una inyeccion i.p. de ketamina-xilacina a una dosis de 1,5 y 9
mg/kg de peso del animal, respectivamente. Luego, se abordd la cavidad abdominal para
conectar la aorta del corazén a una bomba peristéltica y se perfundié con 200 mL de una
solucion de NaCl al 0,9% a temperatura ambiente y con un flujo aproximadamente de 14
mL/min. Posteriormente se perfundié con una solucion de paraformaldehido al 4% en PBS
(NaCl 0,15 M; Na,HPO4 0,08 M; NaH,PO4 0,02 M pH 7,4), al mismo flujo anterior.
Después se extrajo el encéfalo de los animales, se postfijaron en la misma solucion fijadora
y finalmente se colocaron en una solucion de sacarosa al 30% en PBS durante 3 dias y
posteriormente fueron congelados rédpidamente en isopentano (Riedel-de Haén, Hanover,
Alemania) enfriado en nitrégeno liquido y guardaron en un congelador a -80° C hasta su
utilizacion. Se realizaron cortes coronales de 12 um de grosor en un cridstato (Microm HM
500 OM, Microm, Walldorf, Alemania) de acuerdo a las coordenadas Bregma: -2,8 a -3,8
para hipocampo (Paxinos G, y cols.1982). Los cortes se colocaron alternadamente sobre
portaobjetos silanizados y se almacenaron en un congelador a -80° C hasta su utilizacion.
Los cortes se realizaron en un criostato (Microm HM5000, Microm, Walldorf, Alemania)
de 12 um de grosor y se colocaron alternadamente sobre porta objetos silanizados.
Posteriormente se almacenaron a -80°C hasta ser utilizados en los experimentos de

inmunohistoquimica.

4.6.1. Determinaciones inmunohistoquimicas para 3-catenina y N-cadherina.

A través de inmunohistoquimica, se realiz6 la determinacion de B-catenina y N-cadherina,
en las distintas regiones del hipocampo con el objeto de evaluar el efecto del estrés y de la
Sertralina en la distribucion e inmunorreactividad de estas proteinas. Los cortes de tejido se
descongelaron, se lavaron 3 veces con PBS para luego realizar recuperacion antigénica de
los tejidos. Estos se sumergieron en una solucién tampén de citrato de sodio 0,1 M pH 6,0
y mantenida a 95°C en una vaporera (Oster, EE UU) durante 20 min y posteriormente se
enfriaron hasta 30-37 °C en la misma solucién. Los cortes se lavaron en abundante agua

destilada y posteriormente dos veces en PBS para ser finalmente permeabilizados con
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Triton X-100 al 1% en PBS durante 10 min. Para bloquear los sitios de union inespecifica
del anticuerpo primario al tejido, se realizd una incubaciéon con suero normal de cabra
(NGS) al 3% en PBS durante 30 min. Luego se procedi6 a la incubacion con los
anticuerpos primarios para las diferentes proteinas de interés (f-catenina, N-cadherina) en
NGS 3% en PBS pH 7,4 durante toda la noche a 4°C. Los tejidos se lavaron y se llevo a
cabo la deteccion con un método indirecto utilizando el anticuerpo secundario anti IgG de
conejo 6 raton conjugado con biotina. Los tejidos se incubaron con una dilucién de 1:200
en NGS 1% en PBS durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se incub6 durante 1 hr
con el complejo peroxidasa estreptavidina a 37°C. Finalmente para el desarrollo de color se
utiliz6 como sustrato diaminobenzidina (DAB), el cual se caracteriza por dar color marron
(Elite Rabbit Ig G ABC Vectastain,Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE UU). Las
diluciones de los anticuerpos utilizados se indican en la Tabla 2. Para la validacion de los
resultados de la coloracién inmunohistoquimica se procedio6 a la realizacion de un control
negativo. Para este efecto la muestra se proces6 remplazando el anticuerpo primario por

NGS 1% en PBS pH 7.4.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica de 3-catenina y N-cadherina.

Anticuerpo primario Dilucion del Tipo de Dilucion
anticuerpo anticuerpo anticuerpo
secundario
anti B-catenina 1:100 Policlonal 1:200

(Santa Cruz,H-102, Sc-7199)

anti N-cadherina 1:100
(BD Transduction Laboratories) ' Monoclonal 1: 10.000

Se indican los anticuerpos primarios y secundarios respectivos para cada proteina estudiada y sus
respectivas diluciones.
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4.6.2. Cuantificacion de la inmunoreactividad para B-catenina y N-cadherina.

La intensidad de la marca se cuantificé en cada area del hipocampo con la ayuda del
programa computacional de analisis de imagen UN-SCAN-IT version 4.1 para Windows
(Silk Scientific INc. Orem, UT, EEUU). Se realizaron mediciones de la intensidad de la
marca en uma escala de grises capturada como pixeles. Por cada hipocampo se
consideraron 20 areas diferentes del estrato oriens en las dreas CA1 y CA3 del hipocampo
(Fig. 4). La toma de muestras inmunoreactivas, considerd para cada proteina, igual tamafio
de 4reas respecto a la marca basal. Para la obtencion de la marca basal, se escogié 20 areas
en zonas de la corteza. Los resultados se expresaron como el porcentaje de la marca
especifica respecto de la marca basal. Para cada animal se evaluaron la areas inmuno-
reactivas en al menos tres cortes coronales correspondientes a cada uno de los 4 animales

existentes en cada condicion experimental.

estrato
oriens

Axones colaterales Region CA2 Region CAL gstrqto
de schaffer piramidal
estrato
i radiatum
Region
CA3 <.
e.m.
Dendritas

Dendritas apicales Axones Giro Dentado
basales @P colaterales -

Figura 4. Diagrama que ilustra un corte coronal de hipocampo.

Se muestran las distintas regiones del Cuerno de Amon (CAl, CA2, CA3), el estrato
oriens, el estrato piramidal, las dendritas basales y apicales de una neurona piramidal. Se
muestra ademds, las neuronas granulares (n.g.), el estrato molecular (e.m.) y el estrato
lacunoso molecular (e.l.m.) ubicados en el Giro Dentado.
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4.7. Determinaciones por Inmunowestern blot.

De dos series experimentales se obtuvieron los hipocampos, los que fueron
homogeneizados en un homogenizador vidrio-vidrio a 4 °C en cinco volimenes de solucion
tamponada para lisis (Tris HC1 75 mM pH 7,0; KCI 10 mM, NaCl 75 mM EGTA 0,5 mM,
EDTA 0,5mM, DTT 0,5 mM, Na3VO4 0,125 mM, PMSF 0,1 mM, aprotinina 2 ug/ml,
leupeptina 2 pg/ml, NaF 2,0 mM, NaPPi 0,025 mM y Triton X-100 1 %). Las muestras se
sonicaron (Transsonic Digital D-78224 SinGen/HTW, ELMA, Alemania) a 4°C durante 5
min y se centrifugaron (Labofuge 400, Heraeus Instruments, Alemania) a 17.860 x g
durante 30 minutos a 4°C y el precipitado se desechd. En el sobrenadante se cuantificaron
las proteinas mediante el método del acido Bicinconinico (Sapan y cols. 1999), usando
BSA (Sigma, St. Louis, MO, EE UU) como estandar para la curva de calibracion. Las
muestras fueron desnaturadas con una solucién de carga tamponada en una relacion de 4:1
(Tris HC1 250 mM pH 6,8; SDS 5 %; glicerol 6,7 %v/v; DTT 0,512 mg/mL; azul de
bromofenol 13,33 mg/mL) y hervidas durante 10 minutos en un termociclador (PTC-100,
MJ Research Inc, EE.UU.) y congeladas a -80 °C. Se resolvieron 75 ng de proteinas en un
gel de poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS) al 10% (B-catenina) 6 15% (GSK3pB) o 12%
(RhoA) o 15% (cofilina) a 80 V en una solucién tamponada de Tris 2,5 mM, SDS 0,01%,
y Glicina 19 mM. Se cargaron 4 uL de estdndar de peso molecular pretefiido (Invitrogen-
Carlsbad, CA, EE.UU). Luego se realizo la electrotransferencia de las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa de poro 0,2 um (BioRad, Richmond, CA, EE UU), durante 1
hora 30 minutos a 100 V y a 4 °C, en una solucion de transferencia tamponada de glicina 19
mM, y Tris 2.5 mM, metanol 20%. Como control de la transferencia de proteinas, la
membrana de nitrocelulosa se tifio6 con Rojo Ponceau al 0,2 %.4cido sulfosalicilico 3%,
tricloroacético 3%. Posteriormente la membrana se lavo con una solucion de tamponada de
Tris HCl 25 mM, NaCl 140 mM y KCI 2m M a pH 7,4 (TBS), con Tween-20 al 0,1%
(Merck, Darmstadt, Alemania) (TBS-T 0.1%). Para bloquear las uniones no especificas del
anticuerpo, la membrana se incub6 con leche descremada ya sea al 1% o 3% disuelta en la
soluciéon TBS-Tween 20 al 0.1% de acuerdo a cada proteina. Finalmente la membrana se
incubd toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario respectivo a la dilucion adecuada,
(Tabla 3). Al dia siguiente se realizaron dos lavados por 5 minutos con una solucion de

TBS con agitacion y a temperatura ambiente. La membrana se incubd con el anticuerpo
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secundario acoplado a peroxidasa durante dos horas con agitacion a temperatura ambiente y
luego sometida a dos lavados con una solucién de TBS por 5 minutos cada uno. Las
bandas se revelaron incubando las membranas con el substrato de quimioluminiscencia
para peroxidasa por 1 minuto (Perkin-Elmer, Boston, MA, EE UU) exponiéndolas luego,
a distintos tiempos (30 s-30-min) en un film fotografico (Kodak, Rochester, NY, EE UU).
El film fue puesto en una solucion de revelado durante 1 minuto y luego en una solucién de
fijado durante 5 minutos (AGFA-Gevaert, BA, Argentina). Las bandas obtenidas en los
films se analizaron mediante densitometria con el programa UN-SCAN-IT gel, Automated
Digitizing System Version 4,1 Windows (Silk Scientific Inc, Orem, UT, EE.UU.). Para
determinar cambios en los niveles de proteinas, la intensidad de banda de las proteinas se

normalizé respecto a la intensidad de banda de la proteina constitutiva como B-actina.

Tabla 3. Anticuerpos y condiciones utilizadas en los ensayos de western.

Anticuerpo Dilucién Tipo de Solucién Solucién Dilucién
Ac 1° anticuerpo de bloqueo de lavado Ac 2°
Anti RhoA 1:100 Monoclonal Leche 3% TBS-T TBS-T 0,1% 1:10.000
(Sta. Cruz,c418) 0,1%
Anti N-Cadherina 1:100 Monoclonal Leche 3% TBS-T  TBS-T 0,1% 1:10.000
(BD Transduction Lab) 0,1%
Anti GSK3p 1:100 Monoclonal Leche 3% TBS-T TBS-T0,1% 1: 10.000
(Sta. Cruz,sc418) 0,1%
Anti P-GSK3 1:100 Policlonal Leche 3% TBS-T TBS-T0,1% 1: 10.000
(Sta. Cruz, sc11757) 0,1%
B-catenina 1: 750 Policlonal Leche 3% TBS-T TBS-T0,1% 1: 10.000
(Sta. Cruz H-sc 7199) 0,1%
Cofilina 1: 3.000 Policlonal Leche 3% TBS-T TBS-T0,1% 1: 5.000
(Cytoskeleton ACFL02) 0,1%
p-Cofilina 1:500 Policlonal BSA 2%-TBS-T TBS-T0,1% 1:10.00
(Cell Signaling 77G2) 0.1%

Se indica para cada anticuerpo utilizado la diluciéon adecuada, soluciéon tamponada en la que se hizo
el bloqueo, y solucion con la que se hicieron los lavados. Los anticuerpos primarios y secundarios
respectivos para cada proteina fueron disueltos en la solucion de bloqueo respectiva.
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4.8. Preparacion de tejidos para impregnacion con tincion de Golgi.

Una vez finalizado el protocolo de restriccion y administracion de Sertralina, los animales
fueron anestesiados y perfundidos. Luego de 15 min de perfusion, los cerebros fueron
removidos cuidadosamente del craneo y el cerebro se separ6 en ambos hemisferios.. Luego
de lavados en tampon fosfato 0,1 M pH 7.4 los tejidos fueron inmersos en una solucion de
impregnacion que contiene dicromato de potasio/cloruro de mercurio (solucion A) y
dicromato de potasio (soluciéon B), en partes iguales (Kit FD RapidGolgiStain ™, FD
NeuroTechnologies. Consulting & Services, Inc. EE UU). Los cerebros se mantuvieron en
frascos de plastico, protegidos de la luz, a temperatura ambiente y luego de 24 h se
reemplazé la solucidon por una fresca y los tejidos fueron mantenidos por un periodo de
2semanas. Luego fueron transferidos a una solucion C y dejados a 4°C por 48 h para
finalmente realizar secciones de 100 um en un cridstato (Microm HM 500 OM, Microm,
Walldorf, Alemania) de acuerdo a las coordenadas Bregma: -2,8 a -3,8 para hipocampo
(Paxinos y cols. 1982). Las secciones fueron montadas en portaobjetos gelatinizados y
lavadas 2 veces con agua destilada, 2 minutos cada vez. Posteriormente las secciones
fueron tefiidas con una soluciéon D, E y agua destilada en una proporcion 1: 1: 2,
respectivamente. A continuacion, se deshidrataron con una bateria de etanol (50%, 70% y
95%) ascendente, 4 minutos en cada una de ellas, para finalmente montarlas en

portaobjetos y cubrirlas con resina (Entellan Merck, Alemania).

4.9. Determinacion del nimero de espinas dendriticas

El estudio del nimero de espinas dendriticas se realizd en dendritas primarias de neuronas
piramidales del area CAl, restringidas a las coordenadas Bregma: -2,8 a -3,8 de cortes
coronales de hipocampo. Se considerd dendritas primarias a aquellas originadas
directamente desde el soma neuronal. Las espinas se contaron desde el origen de la
ramificacion y a lo largo de 80 um de longitud, los cuales fueron a su vez divididos en 10
secciones de 8 pm cada una. En cada uno de estos segmentos, se realizé el conteo de las
espinas dendriticas de cada uno de los animales correspondiente a cada condicion. El
nimero de espinas para cada uno de los segmentos de 8 um, a una distancia dada, fue

promediado para cada uno de los animales. Se considerd espina dendritica, cualquier
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protrusién que emergiera desde la superficie de ésta. Las espinas se contaron bajo aumento

100x con microscopia Optica.

4.10. Analisis estadistico

4.10.1. Analisis estadistico de los datos obtenidos en la inmunohistoquimica y en
Inmunowestern Blot.

La estadistica de los datos obtenidos fue ANOVA-no paramétrico, seguido del test de

comparaciones multiple Newman-Keuls o Bonferroni. El programa computacional

utilizado fue el GraphPadPrisma version 4.0 (GraphPadSoftware incorporated).

4.10.2 Analisis estadistico del nimero de espinas dendriticas.

La estadistica de los valores promedios de cada grupo experimental fueron analizados con
ANOVA-no paramétrico de comparaciones multiple de Newman-Keuls y post-test de
Dunns. El efecto de los tratamientos sobre la ganancia de peso, se analiz6 por el andlisis de
dos vias para mediciones repetidas, usando el pos-test de Bonferroni. El nimero de

animales en cada ensayo se indica al pie de cada figura.
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S. RESULTADOS

El estrés asociado por ejemplo a eventos vitales 6 aquel que se presenta en forma recurrente
al manejar en forma inapropiada nuevos desafios, es un factor que se ha asociado a la
depresion (McEwen y cols. 1995; Radley y cols. 2005; Robbins 2005). El estudio de la
depresion ha requerido la generacion de modelos biologicos para someterlos a
experimentacion farmacologica. El modelo de estrés animal generado por restriccion de
movimiento, puede ser monitoreado a través de las respuestas fisioldgicas y conductuales
promovidos por el agente estresor, al igual que aquellas gatilladas en respuesta al
tratamiento con farmacos antidepresivos (Papp y cols. 1996; Cryan y cols. 2005).Los
resultados de este trabajo de tesis, muestran los efectos del estrés cronico por restriccion
de movimiento y de la administraciéon del antidepresivo sertralina sobre pardmetros:
fisiologicos, conductuales, bioquimicos y morfoldgicos, los cuales podrian ser asociados a

fendmenos de plasticidad sinéptica.

5.1.  Efecto sobre parametros fisiologicos.

Uno de los factores que ha sido asociado a la depresion, es el estrés persistente generado
por la presencia de situaciones adversas e insuperables. Entre los parametros fisiologicos
que se ven alterados frente al estrés se encuentra una desregulacion del eje HHA que se
manifiesta por un incremento en los niveles plasmaticos de cortisol (Cerqueira y cols.
2005). El registro de las variaciones en el peso corporal de los animales, a lo largo de los
21 dias de protocolo, muestra patrones diferentes en la ganancia de peso. Por una parte,
durante los primeros 7 dias correspondientes al entrenamiento, la variacion en la ganancia
de peso entre los cuatro grupos de animales no mostré diferencia; es decir, todos los
animales presentaron una ganancia de peso similar (Fig. 5). Posterior a este periodo, los
animales se sometieron a restriccion de movimiento y a la administraciéon de sertralina (10
mg/peso) de acuerdo a lo descrito (Becker y cols. 2004). Los resultados muestran que a
partir del 5° dia, se observa una clara disminucién en la ganancia de peso en los animales

estresados en comparacion con los animales controles (Fig. 6).
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Figura 5. Ganancia en peso corporal previa al inicio del estrés.

Los animales fueron separados azarosamente en cuatro grupos de tratamientos, denominados: ()
Control (C), (#) Control + sertralina (CS), () Restriccion (R), (®) Restriccion + sertralina (RS).
Durante la primera semana los cuatro grupos fueron so6lo manipulados para pesarlos y
posteriormente se iniciaron los tratamientos. Los datos son expresados como promedio (%) del
peso inicial + EEM. Durante la primera semana de manipulaciéon los grupos de animales no
mostraron diferencia en la ganancia de peso corporal. (Analisis de ANOVA de dos vias para
mediciones repetidas). n=14 para cada condicion experimental.
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Figura 6. El estrés crénico y la administracion crénica de sertralina reducen
significativamente la ganancia de peso corporal. Serie experimental en que se incluye (©)
Control, (#) Control +sertralina, (°) Restriccion, (®) Restriccion + sertralina. A partir del 5° dia de
restriccion o administracion de Sertralina la diferencia entre C vs CS y entre C y R, se hacen
estadisticamente significativas. Los datos estan expresados como promedio del % del peso inicial
del animal = EEM. (Analisis de¢ ANOVA de dos vias para mediciones repetidas). n=14 para cada
condicion experimental. * p < 0,05 desde el dia 3 — 11; **p<0,01 desde el dia 12 — 14.

35



Los animales controles tratados con sertralina presentan una ganancia en el peso corporal
similar a los animales controles inyectados con salino. Al comparar el efecto de la
administracion de sertralina en animales estresados, se observa que el farmaco no previene
la disminucién en la ganancia de peso provocada por la restriccion (Fig. 6). También se ha
sefialado que el estrés cronico altera el ritmo de secrecion de glucocorticoides, hormona
que provoca alteraciones en el hipocampo (Sapolsky 1986). En este estudio, el estrés
aumenta significativamente la masa de la adrenal, en un 32% respecto al control; efecto
concordante con una hipertrofia cortical descrita previamente en modelos similares de
estrés (McEwen 2007). Con el objeto de determinar si este cambio se acompafiaba por un
aumento en la secrecién de corticosterona, se cuantificaron los niveles séricos de esta
hormona en muestras obtenidas 48 h posteriores al término de los procedimientos
experimentales. En la Tabla 4, se muestra que tanto la administracion de sertralina como la
restriccion de movimiento no provocan un aumento estadisticamente significativo de

corticosterona en comparacion con los animales controles.

Tabla 4. Efecto del estrés y del tratamiento con sertralina sobre la masa de la
adrenal y los niveles séricos de corticosterona.

Tratamiento Masa glandula adrenal Corticosterona
(mg) (ng/dL)
Control 20,47 + 1,22 2,02 £0,71
sertralina (10 mg/Kg) 24,86 £ 1,73 3,99 +2,15
restriccion 26,92 +£1,47* 6,14 £ 1,80
restriccion/sertralina 25,46 £ 1,21 4,68 + 1,38

Los valores representan el promedio + EEM de 12 animales en cada condicion
experimental. Las muestras de tejido y de suero fueron obtenidas 48 h pos-tratamiento.
Los datos fueron analizados por el test de ANOVA (p<0,02) seguido del Test de
Comparaciones Multiples Bonferroni.
* p < 0,05 restriccion versus control.
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El conjunto de estos resultados, muestran que el estrés créonico y la restriccion de
movimiento provocan un aumento en la masa de la gldndula adrenal y una reduccion en la
ganancia de peso corporal. Estos cambios podrian ser producto de un alza en la
corticosterona, cambio que no fue probablemente permanente durante el periodo de estrés.
Por otra parte, la administracion repetida de sertralina provoca una disminucién en la
ganancia de peso corporal en niveles semejante a los animales estresados; probablemente

por un mecanismo independiente de la activacion del eje HHA.

5.2.  Efecto del estrés y la sertralina sobre parametros conductuales.

Para determinar en nuestro modelo animal la accion antidepresiva de la sertralina, se
analizé si el farmaco era capaz de prevenir los efectos conductuales causados por la
restriccion crénica de movimiento. Se realizaron pruebas para determinar las conductas
activas, la de desesperanza aprendida, la respuesta condicionada y la respuesta de evitacion
de estimulos aversivos. Esta Gltima es una de las conductas que se ve mayormente

afectada en los casos de depresion.

5.2.1. El estrés crénico provoca la disminucion de conductas activas, efecto
prevenido por la administracion de sertralina.

Al someter a los animales a la prueba de natacion forzada por un periodo de 300 segundos,

se observa que las conductas activas reflejadas en la sumatoria de los tiempos de

escalamiento y natacion en los animales sometidos a restriccion de movimiento, se ven

significativamente (p<0,01) disminuidos en comparacion a lo observado en los animales

controles (Fig. 7).

También, en la misma figura se observa que si junto con la restriccion de movimiento se
administra sertralina, ésta previene significativamente (p<0,01) el efecto del estrés; lo que
se ve reflejado en un aumento del tiempo en que los animales permanecen activos en el

cilindro con agua.
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Figura 7. Conductas activas en el ensayo de natacion forzada. La figura muestra la sumatoria de
los tiempos en que los animales nadaron o escalaron el cilindro con agua. La restriccion de
movimiento provoco la disminucion de estas conductas; mientras que la administracion simultanea
de sertralina en presencia del estrés, previno tal disminucion. Los valores corresponden al
promedio = EEM del tiempo en segundos. (Analisis de ANOVA y post-test de Newman-Keuls;
n=8, para cada condicion experimental).

** p< 0,01 control vs restriccion; * * p< 0,01 restriccion vs restriccion + sertralina.

5.2.2. El estrés crénico provoca un aumento en la conducta de desesperanza
aprendida, lo cual es prevenido por la administracion de sertralina.

La inmovilidad en la prueba de nado forzado, es la conducta que mejor refleja el estado de
desesperanza aprendida del animal, entendiendo por ésta, aquel estado que es percibido
como algo incontrolable frente al cual no se puede hacer nada para cambiarlo (Lucki 1997).
En la Fig. 8 se muestra el efecto del estrés sobre la prueba de la natacion forzada,
contabilizando el periodo de tiempo en que los animales presentan conductas activas como
el escalamiento y natacion. En esta prueba se observa que los animales estresados
permanecen significativamente mas tiempo inmoéviles en comparacion con los animales
controles (p<0,01), lo cual refleja un aumento en la conducta de desesperanza aprendida.

Sin embargo, esta conducta es prevenida significativamente (p<0,001), si simultdneamente
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al estrés se administra sertralina. La desesperanza aprendida es una de las conductas que

mejor refleja el estado depresivo en personas afectadas por esta patologia.
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Figura 8. El estrés cronico incrementa la desesperanza aprendida, efecto prevenido por la
sertralina. La figura muestra el tiempo en que los animales permanecieron inmoviles en el cilindro
con agua. La restriccion de movimiento provocod un aumento de esta conducta; mientras que la
administracion de sertralina a los animales estresados, previno tal conducta. Los valores
corresponden al promedio + EEM del tiempo en segundos. (Analisis de ANOVA y post-test de
Newman-Keuls; n=8 para cada grupo experimental).

**p< 0,01 control vs restriccion; *** p< 0,001 restriccidon vs restriccion + sertralina.

5.2.3. El estrés cronico promueve la conducta anhedonica, la cual es prevenida por la
administracion de sertralina.

En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos al someter a los animales a la prueba

de preferencia por una solucion de sacarosa al 1% como agua de bebida. Esta prueba evalta

la condicion anhedonica de los animales, es decir, la pérdida de interés por un estimulo

placentero, como lo es el agua azucarada.

Se observa (Fig. 9) que antes de iniciar el protocolo de restriccion de movimiento o la
administracion del farmaco (dia 0), los animales muestran un 100% de preferencia por la
solucion azucarada. Sin embargo al cabo de 7 y 14 dias posteriores a la restriccion, ésta
provoca una disminucion significativa (p<0,01) en la preferencia por la solucion azucarada
en comparacion con los animales controles. Por otra parte, la sertralina por si sola no ejerce

ningln efecto sobre la preferencia por la solucion de sacarosa. Sin embargo, si ésta se
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administra simultanea con la restriccion de movimiento, se observa que se previene
significativamente (p<0.001 y p<0.01) la anhedonia provocada por el estrés, tanto a los 7
como a los 14 dias respectivamente. Estos resultados muestran que los animales
restringidos cronicamente disminuyen fuertemente la preferencia por beber una solucion
azucarada; es decir, muestran una conducta anhedonica que es prevenida por la

administracion de sertralina.
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Figura 9. Prueba de evaluacion de la conducta anhedoénica. La restriccion de movimiento genera
una conducta anhedonica en los animales tanto a los 7 como a los 14 dias en comparacién con los
animales controles. La administracion de sertralina a los animales estresados previene la aparicion
de la conducta anhedonica.. Los valores corresponden al promedio + EEM de las preferencias por la
solucion de sacarosa 1%. (ANOVA, no paramétrico, Kurskal-Wallis, n=4 para cada condicién).

** p<0,01 control vs restriccion a los 7 y 14 dias de tratamiento.
*** p<0,001 restriccion vs restriccion/sertralina a los 7 y a los 14 dias de tratamiento.
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5.2.4. El estrés cronico disminuye la capacidad para adquirir respuestas
condicionadas, lo que es prevenido por la administracion de sertralina.
Una de las alteraciones més manifiestas en la depresion es la que ocurre a nivel de los
procesos cognitivos. Para evaluar en nuestro modelo de estudio, si los animales con
restriccion de movimiento exhiben respuestas que se asocien a alteraciones cognitivas y, si
la Sertralina previene tal conducta, se procedid a someterlos a la prueba de evitacion activa.
Esta prueba se basa en la clésica respuesta condicionada la cual es el eje del aprendizaje
asociativo, en donde se reflejan las condiciones cognitivas del animal. En ella se determina
la capacidad para asociar un estimulo aversivo (por ejemplo, choque eléctrico en las patas)
con un estimulo sensorial (sonido). En nuestro modelo, esta respuesta se cuantifico como el
porcentaje en la adquisicion de respuesta condicionada (ARC) luego de un tiempo
definido de estimulacion eléctrica (0,2 a 0,5 mA por 10 segundos) el cual se repiti6 a lo

largo de 30 minutos.

En la Fig. 10 se observa que los animales sometidos a restriccion de movimiento presentan
una disminucién significativa (p<0,001) en la capacidad para adquirir respuesta
condicionada en comparacion con los animales controles. Los animales estresados sélo
logran un 10% de la ARC en comparacion con el 30% en los animales controles. Estos
resultados sefialan que la restriccion por movimiento provoca un deterioro en la capacidad
asociativa y por ende en la capacidad cognitiva de los animales. La sertralina por si sola
también gatilla una disminucion significativa (p<0,05) en la capacidad de adquirir respuesta
condicionada, respecto de los animales controles. Los animales con administracion de
farmaco solo logran un 20% de ARC en comparacion con un 30% de ARC en los animales
controles. Sin embargo, cuando existe de por medio un estrés como el que genera la
restriccion de movimiento, se observa que se previene significativamente (p<0,05) el

deterioro cognitivo. (20% ARC en RS versus 10% ARC en R).
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Figura 10. Adquisicion de Respuesta Condicionada. La restriccion de movimiento gatilla

alteraciones cognitivas que son prevenidas por la administracion de sertralina. Los valores
corresponden al promedio £+ EEM del % de ARC. (ANOVA, no paramétrico, Newman-Keuls, n=8
para cada condicion experimental). * p<0,05 control vs sertralina;

* p<0,05 restriccion vs restriccion/sertralina; ***  p<0,001 control vs restriccion.

5.2.5. La restriccion de movimiento disminuye la capacidad para evitar estimulos
aversivos, efecto prevenido por la administracion de sertralina.

La prueba de evitacion activa también entrega informacion respecto a la capacidad de los

animales para evitar el choque eléctrico en las patas después de estimularlos con un tono

audible. Esta respuesta fue medida como el porcentaje de fallas en el escape (FE) que es un

reflejo de la condicion de desesperanza aprendida.

Los animales con restriccion de movimiento (Fig 11) fracasan en un alto porcentaje
(aproximadamente un 25%) al momento de escapar del shock eléctrico dado en las patas,
posterior al tono audible; es decir, estos animales fracasan tanto en la asociacion como en
su capacidad de escapar, de moverse; permaneciendo en el compartimento de la jaula
electrificada, la totalidad del tiempo que dura el estimulo eléctrico. Esta conducta ha sido
interpretada como una condicion de desesperanza aprendida. Bajo esta condicion de

restriccion, la administracion de sertralina mejora la capacidad de evitar el choque eléctrico.

42



20+

104

% Fallas en el Escape

\\§
L

C CS R RS

0=

Figura 11. Prueba de evitacion activa. La administracion de sertralina previno el aumento en
la incapacidad de evitar activamente estimulos aversivos provocados por la estimulacion eléctrica
en las patas. Los valores corresponden al promedio = EEM del % de FE. (Analisis de ANOVA y
post-test de Newman-Keuls, n=8 para cada condicidén experimental).

* p<0,05 restriccion vs restriccion/sertralina  *** p<0,001 control vs restriccion

El conjunto de estos resultados muestran que el estrés por restriccion de movimiento
promueve cambios en algunos marcadores de estrés (ganancia en peso corporal) pero no en
otros (como los niveles de corticosterona) (Tabla 5). De igual forma, el efecto de la
restriccion cronica de movimiento genera cambios en las conductas de los animales algunos

de los cuales son prevenidos por la administracion de sertralina.
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Tabla 5. Resumen del efecto de la restriccion de movimiento y la administracion
de sertralina sobre marcadores fisiologicos del estrés y pruebas
conductuales asociadas a desesperanza aprendida.

. L. Restriccion +
Sertralina Restriccion .
Sertralina
Marcadores de estrés
Ganancia de peso A A No Previene
Corticosterona No afecta No afecta No afecta
Masa adrenal No afecta M No Previene
Conductas
Anhedodnica No afecta M Previene
Natacion forzada No afecta J Previene
(conductas activas)
De§espgranza No afecta » Previene
(inmovilidad)
Aprendizaje asociativo A A Previene

5.3.  Analisis de la densidad de espinas dendriticas.

Las espinas dendriticas proporcionan parte del sustrato funcional en donde se lleva a cabo
la sinapsis. Se ha sefialado que el estrés cronico altera tanto la longitud de las dendritas
como la densidad de las espinas (Magarinos Y cols. 1996). Sin embargo, la administracion
crénica de fluoxetina en ratas juveniles, previene la aparicion de espinas dendriticas en el
hipocampo (Norrholm y cols. 2000). Por lo tanto resultd interesante evaluar en nuestro
modelo, la densidad de espinas dendriticas frente a la administracion de sertralina y al
estrés cronico. En la Fig. 12-A se observa una fotografia representativa de una neurona
piramidal del area CA1 del hipocampo, proveniente de cerebros impregnados con la tincion
de Golgi. Se consider6 como espina toda protrusion que emergiera desde la superficie de

las dendritas, (Fig. 12- B).
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Figura 12. Neurona piramidal del area CA1 (A) con sus dendritas. En el recuadro se muestra una
magnificacion de una dendrita basal con sus espinas (B). La barra corresponde a 40 um.

El recuento de espinas se inici6 desde el origen de la dendrita primaria a lo largo de 80 um
de longitud, dividida en 10 segmentos sucesivos de 8 pum cada uno. Los resultados
muestran que en los primeros tres segmentos (Fig. 13-A), la densidad de espinas no cambia
en ninguna condicidon experimental. Sin embargo, esta situacion varid6 a medida que el
conteo se distanci6 del soma neuronal (Fig. 13-B), observandose que los animales controles
presentaban mayor densidad de espinas respecto a las otras condiciones. Para visualizar
mejor estas diferencias, el analisis se realizé comparando el control con aquellos animales

tratados con sertralina o bien sometidos a restriccion.
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Figura 13. La densidad de espinas dendriticas cambia por el estrés y por el tratamiento con
sertralina. La densidad de espinas en los 3 primeros no varia en ninguna condicién experimental
(A); sin embargo cambia en la parte mas distal de la dendrita (B). Esta diferencia es significativa
tanto en algunos segmentos como en la sumatoria del total de espinas entre el control y los
administrados con sertralina o sometidos a restriccion de movimiento (C-D; E-F).
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Estas diferencias se hacen significativas en algunos segmentos; evidenciandose que la
sertralina administrada en forma cronica reduce el nimero de espinas totales contabilizadas
desde el cuarto segmento (Fig. 13 C- D). Por otra parte, el estrés créonico produjo una
reduccion significativa en el numero de espinas totales (Fig. 13 E-F). Estos resultados
permiten concluir que tanto la sertralina como el estrés promueven una disminucién en la

densidad de espinas, en la parte mas distal de la dendrita primaria.

5.4. Cambios moleculares asociados a plasticidad sindptica promovidos por estrés
cronico y por la administracion de sertralina.
En la busqueda de asociacion de cambios conductuales en sujetos depresivos con
alteraciones moleculares, se ha propuesto que fendmenos de plasticidad sinéptica, como el
remodelamiento dendritico y el de espinas, podrian estar mediando los efectos de los
farmacos antidepresivos (D'Sa y cols. 2002; Spedding y cols. 2003; Fuchs y cols. 2004). El
hipocampo es una de las estructuras limbicas que ha sido extensamente estudiada en
personas con depresion, aqui yacen procesos cognitivos y emocionales los que se ven
alterados como consecuencia de esta enfermedad (McEwen y cols. 1995). Una de las
hipotesis, propone que existiria un remodelamiento sinaptico en areas limbicas como el
hipocampo, en donde habrian modificaciones tanto en las prolongaciones del arbol
dendritico como en las espinas que en él se desarrollan (Magarinos y cols. 1997; McEwen

1999; McK:ittrick y cols. 2000).

En nuestro modelo se estudiaron proteinas asociadas al establecimiento de los contactos
singpticos y al remodelamiento del citoesqueleto de actina (Fig. 14) como una
aproximacion al remodelamiento dendritico; hipotetizando que este remodelamiento
pudiese verse alterado en su dindmica producto del estrés y, en el cual la administracion de

sertralina probablemente pudiese prevenir dichos cambios.
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Figura 14. Esquema que muestra los marcadores proteicos a determinar en el modelo
animal sometido a restriccion por movimiento y a la administracion de sertralina. Como
marcadores de adhesion se estudiaran: N-cadherina y -catenina; y como marcadores de la
dindmica del citoesqueleto de actina: RhoA, cofilina y GSK3- f.

5.4.1. Efecto del estrés cronico y de la administracion de sertralina sobre los niveles
de proteinas involucradas en la adhesion celular.

Las cadherinas corresponden a proteinas consideras como moléculas de adhesion celular

que participan en la formacion de la sinapsis, a través de interacciones homofilicas entre

sus ectodominios presentes entre el elemento pre y postsinatico (Togashi y cols. 2002).

A través de estas interacciones, el citoesqueleto de actina puede ser modulado, puesto que
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la porcion C-terminal de las N-cadherinas interactia con o/B-catenina, y las ancla al
citoesqueleto de actina, permitiendo asi que estas interacciones regulen la dinamica de los
contactos sinapticos (Yu y cols. 2004). De acuerdo a las modificaciones conductuales
observadas luego del estrés cronico y su prevencion por la administracion del
antidepresivo, se determiné si frente a estas condiciones experimentales, se inducen
cambios en la inmunoreactividad de N-cadherina y 3-catenina que pudiesen asociarse a los
cambios en la anhedonia, la desesperanza aprendida y adquisicion de respuesta

condicionada.

5.4.1.1. Efecto del estrés cromico y de la administracion de sertralina sobre la
inmunoreactividad y sobre los niveles de N-cadherina en el hipocampo.
En la Fig. 15 se observa la distribucion de la inmunoreactividad de N-cadherina en el
hipocampo de un animal control. A nivel del Giro Dentado (GD) se observa ausencia de
inmunoreactividad en los somas de las neuronas granulares; sin embargo en el estrato
molecular (e.m.) y estrato lacunoso molecular (e.lL.m.), se detecta la presencia de N-
cadherina. Ambos estratos corresponden a proyecciones de los somas neuronales. En el
hipocampo se observa inmunoreactividad de N-cadherina en el estrato mas externo o
polimoérfico denominado estrato oriens (€.0) y en el estrato radiatum (e.r.). Por otro parte,
el estrato piramidal compuesto por neuronas que envian sus proyecciones fuera del
hipocampo y que comprenden las areas del Cuerno de Ammon (CA) CAl, CA2 y CA3 no
presentan inmunoreactividad para N-cadherina. Por otro lado, el estratum lucidum

adyacente al CA3 también presenta inmnoreactividad para esta proteina.
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Figura 15. Microfotografia (5x) representativa de la distribucién de la inmunoreactividad de
N-cadherina. (A) En todas las condiciones experimentales la proteina se localiza a nivel del
Cuerno de Amon en los estratos oriens (e.o.), radiatum (e.r.) y lacunoso (e.l.). A nivel del Giro
Dentado el estrato molecular (e.m.) y el lacunoso molecular (e.l.m.) adyacente a la capa de
neuronas granulares del GD, presentan una intensa inmunoreactividad. (B) Control negativo
realizado so6lo en ausencia del anticuerpo contra N-cadherina y post-tincion de Nissl. (La escala de
la barra: 100 um).

Dada la intensidad de la inmunoreactividad observada en el estrato oriens y radiatum, se
determind si el estrés y la administracion del antidepresivo, provocaban cambios en la
inmunoreactividad para la N-cadherina en las areas CAl y CA3 del hipocampo. La
cuantificacion densitométrica indica que la inmunoreactividad de esta proteina en el
estratum oriens sobre el area CAl (Fig. 16), no se modifica bajo ninguna condicién
experimental ensayada. Por el contrario, en el area CA3 la intensidad relativa de la marca
de N-cadherina (Fig. 17) disminuye significativamente en los animales sometidos a estrés
en comparacion con los animales controles (p <0.05). La disminucion en la
inmunorreactividad de N-cadherina en el area CA3, no es prevenida cuando a los animales

estresados se les administra sertralina en forma cronica.

Estos resultados sefialan que la inmunoreactividad para la N-cadherina, cambia
diferencialmente frente al estrés, siendo el area CA3 del hipocampo mas sensible. Por otra
parte, la administraciéon de sertralina no provoca cambios en la inmunureactividad en
ninguna de las dos areas estudiadas, y no es capaz de prevenir la disminucion en la marca

inmunoreactiva de N-cadherina promovida por el estrés en el area CA3 del hipocampo.

50



20+

Inmunoreactividad de
N-Cadherina en zona CA1
=
o
[l

Figura 16. Respuesta de N-cadherina al estrés y a sertralina en la region CA1l del
hipocampo. A: Microfotografias (5x) representativas de la inmunohistoquimica de N-cadherina
en el estrato oriens de la zona CAl. C: control; CS: control + sertralina; R: estrés y RS: estrés +
sertralina. (Escala: 100 um). B: La cuantificacion densitométrica de la marca inmunoreactiva de la
zona CA1 muestra una distribucion pareja para cada una de las condiciones ensayadas. Los valores
representan el promedio + EEM del porcentaje de pixeles especificos. (Analisis de ANOVA no
paramétrico de Kruskal Wallis y post-test de Dunns, n=4) (La escala de la barra: 1000 pm).
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Figura 17. Respuesta de N-cadherina al estrés y a sertralina en la region CA3 del
hipocampo A: Microfotografias (5x) representativas de la inmunohistoquimica de N-cadherina,
en el estrato oriens de la zona CA3. C= control; CS = control + sertralina; R= estrés; RS= estrés +
sertralina. Se observan cambios en la inmunoreactividad de N-cadherina en la zona CA3
dependiendo de la condicion experimental (Escala: 100 um). B: Estos cambios se reflejan en la
cuantificacion densitométrica de la marca inmuno-reactiva en esta zona. Los valores representan el
promedio £ EEM del porcentaje de pixeles especificos. (Analisis de ANOVA no paramétrico de
Kruskal Wallis y post-test de Dunns. *p< 0.05; n=4, para cada grupo experimental) (La escala de
la barra: 1000 pm).
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5.4.1.2. Efecto del estrés cronico y de la administracion de sertralina sobre los niveles
y la inmunoreactividad de f-catenina en el hipocampo.
Se ha descrito que la transmision sinaptica requiere, entre otras condiciones, la
estabilizacion entre el elemento pre y postsinaptico, lo cual estd dado por la presencia de
uniones adherentes, en donde participa f-catenina junto con N-cadherina (Uchida y cols.
1996). La proteina B-catenina requiere por tanto estar localizada cercana a la membrana
plasmatica, tanto del elemento pre y postsindptico, para asi facilitar la estabilizacion junto
a proteinas de citoesqueleto. Se evalud si la distribucion de la inmunoreactividad, asi
como los niveles de B-catenina en el hipocampo se modificaba en respuesta al estrés y a la

administracion cronica del antidepresivo sertralina.

En la Fig. 18 se muestra un western representativo de f-catenina, en donde se observa que
el anticuerpo utilizado detecta una banda de aproximadamente 90 kDa en extractos de
hipocampo. Para el analisis densitométrico se utilizd, la razon de la intensidad de las

bandas de B-catenina respecto a las bandas de B-actina, expresadas ambas en pixeles.

Los resultados muestran que la sertralina en animales controles no provoca cambios en la
cantidad de esta proteina a nivel del hipocampo. Solo los animales estresados y sometidos a
la administracion de sertralina presentan un aumento significativo (p<0.05) en los niveles
de B-catenina respecto de los animales con restriccion de movimiento y a los controles
administrados con sertralina. Este resultado sefiala que los niveles de [-catenina son
afectados por la presencia conjunta del farmaco antidepresivo sumado al estrés por

restriccion de movimiento.

53



o cs R RS

peatcnna [ W M D S
I E——r, o —

*
D
o T
=
<
%L — -
e 1
c
2
©
O
Q
C ] L)
C RS

Figura 18. El estrés cronico junto con la administracion simultianea de sertralina
inducen un aumento significativo en los niveles de B-catenina determinada por Western
blot, a partir de extractos de hipocampo. Los resultados son expresados como el promedio +EEM de
los valores estandarizados respecto al valor control representado por B-actina. (Analisis de ANOVA
no paramétrico de Kruskal Wallis y post-test de Dunns). * p<0.05; n=8, para cada grupo
experimental.

En la Fig. 18 se muestra la distribuciéon de la inmunoreactividad de B-catenina en el
hipocampo. Se observa que en general la proteina tiene una distribucion diferente en los
animales controles respecto del resto de las condiciones experimentales. En los animales
controles la proteina se localiza mayoritariamente en los nucleos de las neuronas del CA y
del GD (Fig. 19-A), lo que no se observa en el resto de las condiciones experimentales (Fig.
19-B). En los animales controles, los estratos oriens, lucidum y radiatum presentan baja
inmunoreactividad para B-catenina (Fig. 19-A), a diferencia de lo que se observa en N-
cadherina; en cambio en el resto de las condiciones, la P-catenina se localiza
principalmente en fibras del estrato oriens pero escasamente en los somas de las neuronas

piramidales (Fig. 19-B).
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Figura 19. Microfotografia (5x) representativa de la distribucion de la inmunorreactividad
de B-catenina. (A) Se muestra un control negativo en el cual se omiti6é en anticuerpo primario. Se
muestra, a modo de ejemplo, un corte histologico correspondiente a un animal control (A) y a modo
de ejemplo, un corte de un animal tratado con sertralina (C). (La escala de la barra = 100 um)

Para tener una aproximacioén mas cuantitativa de estos cambios, se comparé la intensidad
de la marca inmunoreactiva de P-catenina en el estrato oriens correspondiente al drea CA1
y CA3 de las neuronas piramidales del Cuerno de Amon. Los resultados muestran que en
el area CAl el estrés por si solo no modifica la intensidad de B-catenina en este estrato; en
cambio, la administracion de sertralina promueve un aumento en la inmunoreactividad en
comparacion a los animales controles, s6lo en éstos animales se observa localizacion de la
proteina en los somas, tanto en el estrato piramidal del Cuerno de Amon como en las
neuronas granulares del Giro Dentado. (Fig. 20). En forma similar, en los animales
estresados la administracion del farmaco incrementa significativamente (p < 0,05) la
inmunoreactividad en comparacion a su control. Estos resultados indican que la
administraciéon del farmaco promueve una variacion en la inmunoreactividad de la -

catenina en las fibras del estrato oriens cercano a la zona CAl.

En la Fig. 21, se muestra el resultado de la inmunohistoquimica para B-catenina en el area
CA3 del hipocampo. En el caso de los animales controles se observa una marca en nicleos
de las neuronas piramidales mucho mas intensa que en el resto de las condiciones
experimentales (Fig. 21-A y 21-B). De forma similar a lo que ocurre en el estrato oriens
del area CA1, la administracion de sertralina indujo un aumento significativo de f-catenina

respecto al control (p<0.05) (Fig. 21 — C) en el zona CA3 del hipocampo.

55



104

Inmunoreactividad del
estrato oriens-CA1

0

C CS R RS

Figura 20. Cuantificacion densitométrica de la inmunoreactividad de p-catenina en el
area CA1 del Hipocampo, expresada como promedio =EEM del porcentaje de pixeles. El estrés
cronico simultdneo con la administracion de sertralina inducen un aumento significativo en los
niveles de B-catenina determinada por inmunohistoquimica. (Analisis de ANOVA no paramétrico
de Kruskal Wallis y post-test de Dunns). *p<0.05; n=8, para cada grupo experimental. (La escala de
la barra: 1000 pm).
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Figura 21. Cuantificacion densitométrica de la inmunoreactividad de pB-catenina en el
area CA3. A: Microfotografias (5x) representativas de la inmunohistoquimica de p-catenina en
el estrato orines. B: Se muestra un detalle (10x) de la presencia de B-catenina a nivel de los somas
de las neuronas piramidales del area CA3. C: Cuantificacion densitométrica de Ila
inmunoreactividad de B-catenina en el area CA3 del hipocampo, expresada como promedio + EEM
del porcentaje de pixeles. La administracion de sertralina induce un aumento significativo en los
niveles de B-catenina determinada por inmunohistoquimica.. (Analisis de ANOVA no paramétrico
de Kruskal Wallis y post-test de Dunns). *p<0.05; n=8, para cada grupo experimental). (La escala
de la barra = 1000 pm).
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Por otra parte, ni el estrés ni la administracion de sertralina en animales estresados, provoco
cambios en la intensidad de la marca de p-catenina en la zona CA3. Estos resultados
sugieren que dependiendo de la zona hipocampal la inmunoreactividad de la B-catenina
cambia en respuesta a la administracion de sertralina. El conjunto de estos resultados,
muestra que si bien los niveles de B-catenina no cambian excepto en animales que han sido
estresados y ademas han recibido el antidepresivo; la presencia de sertralina por si sola,
provoca una distribucion de B-catenina principalmente en las fibras del estrato oriens, mas

que en los somas de las neuronas piramidales.

5.4.1.3. GSK3p y su relacion con los niveles de p-catenina

Se ha senalado que la GSK3P es una proteina quinasa activa constitutivamente y su
inactivacion es regulada por fosforilaciones (Ali y cols. 2001). Entre las proteinas que
fosforila se encuentra B-catenina, con lo cual se favorece su degradacion via proteosomal
impidiendo asi que actlie como factor transcripcional. Por otra parte, GSK3p ha sido
relacionada con desérdenes del &nimo y es blanco de fA&rmacos para el tratamiento de estas
patologias (Jope y cols. 2004). La Fig. 22-A muestra un gel representativo de los niveles
de GSK3B determinados mediante Western. El analisis densitométrico, determinado como
la razén de la intensidad de las bandas de GSK3B respecto a las bandas de [-actina
expresadas ambas en pixeles, muestra una banda de aproximadamente 48 kDa, cuya
intensidad aumenta significativamente en aquellos animales sometidos a la administracion
del farmaco (p<0,05) o al estrés (p<0,05) (Fig. 22- B). Estos resultados indican que la
masa de la GSK3p incrementa bajo el tratamiento cronico de sertralina o por la restriccion
de movimiento. Sin embargo, se ha descrito que la actividad de esta enzima es regulada
pos-traduccionalmente por fosforilaciones en residuos de tirosina y serina. La fosforilacion
en Ser-9 provoca la reduccion de su actividad enzimatica y por tanto fue importante
determinar cambios en el estado de fosforilacion inhibitoria. El analisis densitométrico de
los niveles de pGSK3p respecto a la intensidad de las bandas de B-Actina sefiala que
ninguna de las condiciones experimentales provoca cambios en la cuantia de la
fosforilacion de esta quinasa (Fig. 22 - C). Como se mostrd en la Fig. 22-B, los niveles
totales de esta enzima incrementaron por los tratamientos; sin embargo los niveles de

pGSK3p en relacion a los niveles de GSK3p total se reducen significativamente (p<0,01).
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Estos resultados indican que aunque la masa total de la quinasa aumenta; este cambio no se
correlaciona con cambios en los niveles de fosforilacion inhibitoria de la quinasa. Estos
resultados permiten inferir que la reduccion en la forma inhibida de la GSK3 se
correlaciona con un aumento en la forma activa de la quinasa, basandose en el cambio de la
masa de ésta. Sin embargo, los cambios en los niveles de la B-catenina analizados por

Western, no podrian correlaciones con cambios en la actividad GSK3.
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Figura 22. Niveles de GSK3p y su forma fosforilada. Los resultados son expresados como el
promedio + EEM de los valores estandarizados respecto al valor control representado por B-actina o
GSK3 B. (A) Se muestra un aumento significativo en los niveles de GSK3 [ frente a la
administracion de sertralina y a la restriccion por movimiento. (B) Se muestra que la isoforma
fosforilada en ser-9 GSK3 B no presenta modificaciones en sus niveles en ninguna condicion
experimental respecto a los niveles de B-actina. (C) Se muestra el aumento de la forma activa de la
proteina frente a la administracion de sertralina. (Analisis de ANOVA no paramétrico de Kruskal
Wallis y post-test de Dunns). * p<0.05; n=_8, para cada grupo experimental.
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5.4.2. Efecto del estrés cronico y de la administracion de sertralina sobre los niveles

de proteinas involucradas en citoesqueleto de actina.

El crecimiento dendritico ocurre a través de un proceso dindmico de extension y retraccion
de filopodios hasta formar las conecciones sinapticas (Dailey y cols. 1996; McAllister
2000). A su vez, la estabilidad de la sinapsis esta regulada, entre otras, por la participacion
de GTPasas pequefias asociadas al citoesqueleto de actina, como RhoA; las que modulan la
morfogénesis y la plasticidad de espinas dendriticas, lugar donde ocurre la sindpsis
(Nakayama y cols. 2000; Luo 2002). Existe evidencia que una de las proteinas claves en la
polimerizacion y despolimerizacion del citoesqueleto de actina, es la cofilina, quien se

asocia a los cambios morfologicos de las espinas dendriticas (Racz y cols. 2006).

5.4.2.1. RhoAy el citoesqueleto de actina.

En la Fig. 23 se muestra la distribucion general de la inmunoreactividad de RhoA en todo
el Hipocampo. En la zona del Cuerno de Amon, la marca de la proteina es mas notoria en
el estrato oriens en comparacion con el estrato radiatum, y esta ausente en los somas de las
neuronas piramidales. Ademas el estratum lucidum de esta Gltima zona también presenta
inmnoreactividad para esta proteina. A nivel del giro dentado, se observa ausencia de
inmunoreactividad en los somas de las neuronas granulares; sin embargo en el estrato
molecular y estrato lacunoso molecular se detecta la presencia de RhoA. Esta distribucion

es coincidente con la observada para B-catenina y N- cadherina.
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Figura 23. Microfotografia (5x) representativa de la distribucion de la
inmunoreactividad de RhoA. La distribucién de RhoA ocurre preferentemente en las fibras
del estrato oriens (e.0.) de las neuronas piramidales en comparacion con el estrato radiatum (e.r.).
Los somas (s) de estas neuronas se observan completamente blancos, sin marca. A nivel de Giro
Dentado, se observa marca inmunoreactiva en los estratos lucidum (e.l.), molecular (e.m.) y
lacunoso molecular (e.l.m.); observandose ademas ausencia de marca en los somas de las neuronas
granulares (n.g.).

En la Fig. 24 se muestra un resultado representativo de los niveles de RhoA determinados
mediante Western blot. El analisis densitométrico, indicado como la razén de la intensidad
de las bandas de RhoA respecto a las bandas de [-actina, expresadas ambas en pixeles,
muestra una banda de aproximadamente 21 kDa cuya intensidad aumenta en aquellos
animales sometidos a restriccion de movimiento respecto de los animales controles. La
administracion de sertralina no modifica los niveles de la proteina y si se administra en los
animales sometidos a restriccion de movimiento no previene el aumento observado en
respuesta al estrés por restriccion.  Estos resultados senalan que el estrés gatilla
modificaciones en los niveles de la proteina RhoA, la cual se sabe se encuentran asociada al
citoesqueleto de actina; lo que hace suponer que podrian existir modificaciones
morfoldgicas asociadas al fenomeno del estrés frente a la cual la administracion de

sertralina no es capaz de prevenir tal modificacion.
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Figura 24. El estrés cronico inducen un aumento en los niveles de RhoA determinada
por Western blot. Los resultados son expresados como el promedio = EEM de los valores
estandarizados respecto al valor control representado por B-actina. (Analisis de ANOVA no
paramétrico de Kruskal Wallis y post-test de Dunns).

* p<0.05. (n = 10 animales para cada condicion experimental).

5.4.2.2. Cofilina y el citoesqueleto de actina
En la Fig. 25 se muestra un resultado representativo de los niveles de cofilina determinados

mediante Western blot. El analisis densitométrico, indicado como la razon de la intensidad
de las bandas de p-cofilina Ser-9 respecto a las bandas de cofilina total, expresadas ambas
en pixeles, muestra una banda de aproximadamente 19 kDa la que no muestra cambios

significativos en ninguna de las condiciones ensayadas.

El conjunto de los resultados de estas proteinas asociadas al citoesqueleto de actina,
muestran que RhoA aumenta significativamente frente a la restriccion de movimiento; sin
embargo no promueve cambios significativos en los niveles de p-cofilina. Por otra parte,
la administracion de sertralina no promueve cambios en ninguna de las dos proteinas, lo
cual sugiere que si existiese un cambio a nivel de proteinas del citoesqueleto,

probablemente la via de participacion pudiese ser otra y no la via de la LIMK.
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Fig. 25. Niveles de cofilina en extractos de hipocampo, determinada por Western blot.

Los resultados son expresados como el promedio + EEM de los valores estandarizados respecto al
valor control representado por Cofilina total (n=8 en cada condicion experimental).

El conjunto de estos resultados muestran que el estrés por restriccion de movimiento
promueve cambios en algunos marcadores proteicos pero no en otros (Tabla 6). De igual
forma, el efecto de la restriccion cronica de movimiento genera cambios en las proteinas de

adhesion celular los cuales son prevenidos por la administracion de sertralina.
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Tabla 6. Resumen del efecto del estrés y de la sertralina sobre marcadores morfolégicos y

proteicos.
Marcadores C C+S R R+S
Densidad de espinas (CA1) _ N2 NE NZ
N-cadherina CAl _ _ _ _
CA3 _ _ NZ _
Proteinas de .
~dhesién B-catenina CA1 _ _ _ T
CA3 _ o _ _
WB _ _ _ T
p-GSK3p3 _ N2 _ _
Proteinas
asoc'aq,as @ RhoA _ _ ™ T
regulacién de
citoesqueleto
p-cofilina _ _ _ -

En el analisis se compard, el efecto de la sertralina (CS) y del estrés (R) respecto del control (C); y
por otro lado el efecto de la sertralina administrada en animales restringidos (RS) versus el efecto
del estrés (R) por si solo.

- : corresponde al valor del control.

™ o { : corresponden a aumentos o a disminuciones.
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6. DISCUSION
6.1. Evolucion del concepto de estrés.

El estrés persistente en el tiempo, se ha propuesto como uno de los factores mas
importantes en gatillar alteraciones psiquiatricas, entre ellas la depresion (Mazure y cols.
1997; Kendler y cols. 2000; van Praag 2004). La capacidad de responder a estimulos
estresantes compromete la participacion de diversos componentes del organismo por lo
tanto se considera que es un proceso generalizado y conservado evolutivamente en todos
los organismos. Sin embargo, el tipo de respuesta y la intensidad de ésta varian incluso
entre los individuos de una misma especie. Algunas de las interrogantes que surgen en este
contexto, es definir cuando y bajo qué condiciones un estimulo se vuelve estresante, o por
qué un mismo estimulo puede resultar dafiino para un individuo e indiferente para otro, o
coémo un factor ambiental -que es algo externo al individuo- se transforma en un riesgo para
la salud mental de una persona, o a través de qué mecanismos los mediadores del estrés se

transforman en elementos desencadentes de patologias (de Kloet y cols. 2005).

El concepto de estrés se fue construyendo desde los aportes realizados por Claude Bernard
(1865) quien propuso la existencia de un medio interno constante que rodeaba a las células,
lo que fue acunado como “homeostasis” por Cannon (1929), quien también aludi6é a que
cualquier situacion psicosocial (por ejemplo, panico traumatico), que gatillara un cambio
agudo en la secrecion de la glandula adrenal representaba una amenaza a la homeostasis,
frente a la cual el organismo desarrollaba una respuesta de “fight or flight” (pelea o
escape). Posteriormente Hans Selye (1936) conceptualizo la fisiologia del estrés en base a
dos componentes; uno que involucra una serie de respuestas que ¢l denomin6 “sindrome de
adaptacion general”, y el otro que corresponde al “desarrollo de un estado patologico por
un stress no aliviado”. Selye sefial6 al sindrome de adaptacion general como un proceso en
el que primero se genera una “sefial de alarma”, a partir de la cual el cuerpo se prepara para
“la pelea o la huida” mediante la activacion del eje HHA (Goldstein y cols. 2007). Hace
poco anos, Sterling y Eyer (1988) introdujeron el término “alostasis” para referirse a los
niveles de actividad requerida por el individuo para “mantenerse estable a través del

cambio” en busca de la respuesta unificadora de su organismo (Goldstein y cols. 2002). En
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este proceso se generan respuestas a distintos niveles involucrando la participacién del
sistema nervioso, cardiovascular, inmunologico y metabdlico con la finalidad que faciliten
la acomodacion del individuo.  El costo de este “acomodamiento al estrés” es lo que se
denomina “carga alostatica”; es decir el desgaste acumulativo que ocurre en el tiempo por
mantener un estado estable frente a un ambiente adverso (McEwen 1998; McEwen 2007).
A pesar de estas nuevas definiciones que muestran nuevas reflexiones en torno a este tema,
aun no queda claro a través de qué mecanismos bioquimicos las situaciones adversas y
persistentes se traducen en patologias psiquiatricas. En este trabajo se ha intentado abordar
a través de un modelo animal de depresion, el efecto que tiene una situacion adversa y

persistente en el tiempo sobre el remodelamiento dendritico de neuronas del hipocampo.

6.2. Marcadores de estrés y el efecto de sertralina.

Para que un modelo animal de depresion tenga validez predictiva debe ser razonablemente
analogo en su manifestacion o sintomatologia a lo observado en humano, debe causar
cambios conductuales que puedan ser monitoreados objetivamente y que puedan ser
revertidos por la misma modalidad de tratamiento que en humanos (McKinney Yy cols.
1969; Papp y cols. 1996). En la busqueda de modelos animales de depresion, se ha
planteado que situaciones adversas, continuas e insalvables, resultan ser un buen estresor
para desencadenar cuadros analogos a la depresion (McEwen 2000). Se ha mencionado que
entre los mediadores de la respuesta al estrés, se encuentra la activacion del sistema
nervioso autondmico, con la subsecuente secrecion de catecolaminas, y la activacion del
eje HHA producto de la desregulacion en su tono inhibitorio asociado a la secrecion de
glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en roedores) (Tafet y cols. 2003;

Chrousos y cols. 2007).

En nuestro modelo de estudio - ratas sometidas por 14 dias a restriccion cronica de
movimiento, se encontrdé que los animales estresados no presentaron un aumento
estadisticamente significativo de corticosterona, el dia de la eutanasia realizada 48 h
después de la ultima sesion de estrés. De acuerdo a lo reportado en la literatura, los niveles

basales de corticosterona en rata; es decir, aquella que existe sin induccion de algin factor
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externo, indican que €sta no supera los 4 pg/dL de suero durante la manana en animales
que se manipulan experimentalmente (Schaafy cols. 2000), valor cercano a lo encontrado
en este trabajo de tesis (2 pg/dL). A diferencia de lo observado en la manana, durante la
noche ocurre el maximo de secrecion de corticosterona en ratas alcanzando valores
cercanos a los 10 pug/dL de suero (Schaaf y cols. 2000). De acuerdo a esto, se esperaba
encontrar valores similares o superiores a 10 pg/dL en los animales estresados; sin
embargo nuestros resultados muestran que no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre los animales controles y los estresados, a pesar que en éstos Ultimos se
observa una hipertrofia de la adrenal en respuesta al estrés. Esto podria sugerir que en los
primeros dias de estrés, los animales secretaron mayores niveles de corticosterona; la cual
fue disminuyendo probablemente por la exposicion repetida al estresor. Esta suposicion se
avala ademads, por la reduccion en la ganancia de peso corporal promovida por el estrés y
que se ha relacionado al alza en los glucocorticoides (McEwen 2000; Chrousos Yy cols.
2007). Al respecto, se ha reportado que animales sometidos a restriccion de movimiento
por un lapso de 7-14 dias, presentan una disminucion de los niveles de ACTH y de
corticosterona, sugiriendo con ello, una atenuacion de la actividad del eje HHA cuando el
estimulo es cronico lo que genera una conducta de habituacion en respuesta al estrés

(Gadek-Michalska y cols. 2003).

Por otra parte, los resultados de esta tesis, también muestran que la sertralina no altera los
niveles de glucocorticoides, a pesar que se ha descrito que el sistema serotoninérgico esta
involucrado en la regulacion del eje HHA (Andrews y cols. 2004) (Chaouloff'y cols. 1999;
Porter y cols. 2004), participando tanto en la activacion como en la retroalimentacion
negativa de éste (Lowry 2002). Sin embargo, no existe aun claridad respecto al efecto de
los ISRS sobre el mecanismo de actividad del eje HHA. Por ejemplo, se ha descrito que la
administracion de citalopram provoca un aumento significativo de cortisol salival en
pacientes con depresion (Bhagwagar y cols. 2002); en cambio la administracion por 6
semanas de fluoxetina a pacientes con depresion, provoca una disminucion de ACTH
aunque sin variacion en los niveles de cortisol (Inder y cols. 2001). Variados protocolos de
estrés aplicados a la rata, promueven un remodelamiento dendritico de las neuronas del

hipocampo y de la amigdala, observandose un acortamiento del largo de las dendritas (Vyas
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y cols. 2002), y un aumento en la expresion de los transcritos de CRH (Stout y cols. 2002;
Zambello y cols. 2008) cuya expresion es atenuada por la administracion de venlafaxina, un

antidepresivo inhibidor de la recaptura de serotonina y noradrenalina (Stout y cols. 2002).

El estrés, también puede afectar circuitos relacionados con la mayor o menor ingesta de
alimentos, o con una mayor velocidad en su metabolizacion, por lo cual el peso corporal ha
sido otro indicador asociado al estrés (Gregus y cols. 2005; Johnson y cols. 2006; Marin y
cols. 2007). Se ha mencionado que el aumento de los glucocorticoides moviliza
aminoacidos desde el musculo y acidos grasos y glicerol desde las grasas, reduciendo la
masa corporal. Al respecto, en nuestro modelo se ha encontrado que el estrés por restriccion
gatilla una disminucién significativa del peso corporal en comparacioén con los animales
controles. Esta disminucién en la ganancia de peso, podria tener distintas explicaciones: la
velocidad de metabolizacion del alimento, el incremento en la actividad locomotora, la
modulacion de los centros del apetito o de la saciedad (Sapolsky 1986; Marin y cols.
2007).

La sertralina provoco una reduccion en la ganancia de peso corporal, y al ser administrada
a los animales estresados, éstos no logran recuperar la ganancia en peso observada en los
animales controles. Est4 descrito que la administracion i.p. de sertralina al igual que la de
fluoxetina, incrementa la secrecion géstrica en ratas Sprague-Dawley (Abdel Salam 2004).
Los receptores de serotonina estan ampliamente distribuidos en la mucosa gastrointestinal y
alrededor de los vasos sanguineos de la submucosa gastrica (Fujimiya y cols. 1997), en
donde actia regulando la motilidad gastrica (Yu y cols. 2001); lo que podria estar asociado
a la menor ganancia en peso de los animales administrados con sertralina. La presencia de
sertralina  podria ademads, desencadenar un aumento en la frecuencia o cantidad de

deshechos fecales eliminados, lo cual podria dar cuenta de la diferencia en peso corporal.

La disminucion en la ganancia de peso también podria estar relacionada con el circuito
dopaminérgico. Entre las estructuras que participan en este circuito, se encuentra el
hipotalamo, un importante mediador de las conductas alimenticias y lugar de sintesis de

péptidos que regulan esta conducta (Shalev y cols. 2001). Entre estos péptidos se encuentra
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la colecistoquinina (CCK), que cumple funciones gastrointestinales, como la estimulacién
de enzimas pancreaticas y la produccion de bilis.  Sin embargo, la CCK también actia
como neurotransmisor y es abundante en el hipocampo (Holmes y cols. 2009).
Interesantemente, la sertralina modula la expresion de CCK; experimentos realizados en
ratas sometidas a estrés por inmovilizacién y a la administracion cronica de 10 mg/Kg/peso
de sertralina durante 28 dias, muestran que la expresion de mRNA de CCK, disminuyen
en el area CA1 del hipocampo, mientras que ningun cambio fue observado en el area CA3
(Giardino y cols. 1999). Estas evidencias permiten sustentar la idea que en nuestro modelo
de estudio los animales se ven afectados por el estrés, a pesar de la variabilidad en su

respuesta, sin poder a descartar a lo largo del tiempo una habituacion a éste.

6.3. Efecto del estrés y de sertralina en conductas asociadas a la depresion.

Entre las conductas que permiten evidenciar la eficacia clinica del farmaco antidepresivo
esta la conducta anhedénica; es decir la disminuciéon o ausencia de conductas que
produzcan placer (Gambarana y cols. 2001). Numerosos estudios en animales estresados
han mostrado una disminucién en la preferencia por beber soluciones azucaradas como
agua de bebida, lo que se ha relacionado con la conducta anhedodnica (Zurita y cols. 2000;

Konkle y cols. 2003; Strekalova y cols. 2004).

Estudios que comenzaron en la década de 1970 relacionados con la adiccion a drogas,
condujeron a la hipotesis que el circuito dopaminérgico mesolimbico, era el sustrato
anatomico mas importante del procesamiento y reforzamiento de estimulos placenteros,
adiccion a drogas y esta involucrado en el y en conductas motivacionales (Slattery y cols.
2004). Se ha reportado que esta via recibe una fuerte inervacion glutamatérgica desde
regiones corticales, del hipocampo y la amigdala (Hyman y cols. 2001). EI nucleo
accumbens inerva y es inervado por areas cerebrales que se han involucrado en depresion,
como hipocampo, corteza frontal, y amigdala (Nestler y cols. 2002). Adicionalmente, las
aferencias noradrenérgicas y serotoninérgicas modulan la actividad del ntcleo accumbens
(Pasquier y cols. 1977) y se ha propuesto que la anhedonia estaria relacionada con una

disfuncion en esta via, en donde se ha observado que la actividad dopaminérgica se
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incrementa en condiciones de estrés agudo y decrece en estrés cronico (Torres y cols.

2002).

En nuestro modelo de estudio, el estrés por restriccion provocd anhedonia en comparacion
con los animales controles, la cual fue prevenida por la administracion de sertralina. Este
resultado muestra que al utilizar un farmaco ISRS se revierte el efecto del estrés sobre el
consumo de sacarosa; sin embargo aquellos animales controles que sélo reciben sertralina,
no muestran una mayor preferencia por sacarosa. Este resultado es concordante con lo que
se ha reportado en ratones knock-out para el transportador de serotonina, en donde el
consumo de sacarosa no se afectd en comparacion con los ratones silvestres (Perona y
cols. 2008). Aunque el protocolo de medicion de anhedonia utilizado por los autores difiere
del nuestro, éstos resultados muestran que la ausencia de estrés y la ausencia de un
transportador funcional de serotonina — ya sea por bloqueo o por knock-out — no altera la
conducta heddnica de los animales, lo cual sugiere que el farmaco AD ejerce su efecto
sobre un sustrato neuronal previamente alterado producto del estrés cronico. Es decir es
factible que el estrés cambie la actividad dopaminérgica a nivel del nticleo accumbens y
que el aumento de la disponibilidad de serotonina por la administracion de sertralina

prevenga este efecto.

Otra posible interpretacion de la respuesta anhedonica observada en nuestros animales
estresados, podria relacionarse con los niveles de mRNA para el receptor SHT1B. Si bien,
en este trabajo de tesis no se evalud dicho parametro, se ha descrito que el estrés cronico
aumenta los niveles de mRNA del receptor SHT1B (Neumaier y cols., 2002) y provoca la
desensibilizacion del autorreceptor SHT1A a nivel del raphe (Lanfumey y cols. 1999; Firk y
cols. 2007; Bambico y cols. 2009), lo cual supone una desinhibiciéon de las neuronas

serotoninérgicas con el consecuente aumento en la liberacion de la serotonina.

Recientemente se ha mostrado que ratones knock-out para estos receptores, consumen mas
sacarosa y mas agua que los ratones silvestres (Bechtholt y cols. 2008); lo que permite
sugerir una asociacion entre la respuesta heddnica y la presencia de receptores SHT1A/1B.
Si bien, los resultados de esta tesis al igual que lo reportado en la literatura, sugieren una

relacion entre serotonina y anhedonia, atin se desconoce el mecanismo a través del cual
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pudiesen estar relacionados. Al respecto, estudios de microdidlisis realizados en cerebros de
rata han reportado que la administraciéon aguda de sertralina inhibe la descarga de las
neuronas del raphe dorsal, sugiriendo la activacion del auto-receptor SHT1A (Sprouse Yy
cols. 1996). Sin embargo, no se ha descrito el efecto de la administracion cronica de este
farmaco. También se ha sefialado que la sertralina aumenta la sintesis de serotonina a través
de la sintesis de novo de la TPH, la enzima limitante en la via de sintesis de la serotonina
(Kim y cols. 2002) e induce una desensibilizacion del receptor postsinaptico SHT2,
después de un tratamiento cronico de 28 dias en ratas (Sanders-Bush y cols. 1989). Estos
resultados muestran la heterogeneidad de respuestas frente a la administracion cronica de la
sertralina y hacen suponer que en nuestro caso la conducta anheddnica observada en los

animales estresados pudiese estar relacionada en parte con el sistema serotoninérgico.

Otra manera de evaluar la eficacia antidepresiva de un farmaco es a través de la prevencion
de la conducta de desesperanza aprendida en modelos animales. Se entiende por
desesperanza, la conducta en la cual el individuo no puede hacer nada para revertir los
acontecimientos aversivos e incontrolables a los cuales esta expuesto (Vollmayr y cols.
2001). Experimentalmente, esta conducta de desesperanza se logra sometiendo a los
animales a la prueba de natacion forzada donde las Uinicas conductas de escape observadas
son las de natacion o escalamiento, en cambio la conducta de inmovilidad se ha

interpretado como desesperanza aprendida (Cryan y cols. 2002).

En nuestro modelo de estudio, el estrés por restriccion generd un aumento significativo en
el tiempo de inmovilidad de los animales y disminuy6 el tiempo en que los animales
manifiestan conductas activas, como nataciéon y escalamiento; siendo el periodo de
inmovilidad prevenido por la administracion de sertralina. Este resultado se relaciona
estrechamente a lo observado en ratas con administracion crénica de corticosterona, en las
cuales aumentd significativamente el tiempo de inmovilidad en esta misma prueba
conductual (Johnson y cols. 2006; Berrios 2008). La relacion entre estrés, glucocorticoides
y desesperanza aprendida, hacen posible inferir que podria estar afectada la capacidad
motora de los animales estresados, o bien su motivacion, como para realizar movimientos

que les permitan alejarse o escapar de estimulos aversivos.
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En la accion de los antidepresivos en la prueba de natacion forzada, se ha propuesto la
participacion de los receptores SHT1A, SHT1B (Redrobe y cols. 1996)) y SHT2C (Clenet y
cols. 2001) cuya activacion previene la conducta asociada a la desesperanza aprendida.
También se ha reportado un aumento de dopamina en la prueba de natacion forzada
(Renard y cols. 2004) y al respecto se ha descrito que antidepresivos rapidos como
nefazodona permiten un aumento en la liberacion de DA mediada por serotonina, en ratas,
lo que se ha relacionado con una reduccion en el tiempo de inmovilidad en el test de nado
forzado (Dremencov Yy cols. 2004). En este mismo sentido, también se ha reportado que la
co-administracion de burpropién — agonista dopaminérgico- con sertralina y desipramina en
la prueba de natacion forzada, podria aumentar la eficacia de los antidepresivos (Pricay
cols. 2008). En nuestro grupo se ha encontrado que la administracion de sertralina provoca

el aumento de dopamina en corteza prefrontal (Ulloa, 2008).

Otra conducta que se ve afectada en la depresion, es la cognicion. Los pacientes depresivos
muestran dificultad para planificar tareas, concentrarse, memorizar, mantener la atencion y
establecer relaciones conceptuales que faciliten el aprendizaje (Cryan y cols. 2005). En
modelos animales, el estrés y la administracion de glucocorticoides se ha asociado con
atrofia dendritica, reduccion de somas neuronales y picnosis en el hipocampo (Sapolsky y
cols. 1990; Watanabe y cols. 1992). Estos resultados muestran que existen cambios
morfoldgicos que podrian asociarse a las alteraciones cognitivas que se observan en los
animales de nuestro modelo de estudio. Nuestros resultados muestran una disminucién en
la densidad de espinas en las dendriticas basales tanto en respuesta al estrés por restriccion
como a la administracion de sertralina, cuestion que es concordante con lo previamente

descrito.

El fenomeno cognitivo, involucra entre otras estructuras, al hipocampo. Aqui se establecen
redes neuronales que permiten la formacién de lo que se ha denominado la “memoria
implicita o de procedimiento”(Thompson y cols. 1996). Este tipo de memoria se asocia al
aprendizaje de ciertas destrezas motoras; las cuales se construyen lentamente. Uno de los
ensayos que normalmente se utiliza para evaluar este tipo de conducta es el aprendizaje
condicionado. En nuestro modelo de estudio, el estrés provocd una fuerte alteracion en la

capacidad cognitiva de los animales, dado que éstos fueron incapaces de escapar al
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momento de emitir el tono audible. Este tipo de conducta fue claramente prevenida por la

administracion de sertralina en los animales que fueron estresados.

Los resultados de esta tesis sefialan una clara disminucién en la densidad de espinas frente
al estrés, lo cual no es prevenido por la administracion de sertralina. Sin embargo, en la
prueba de ARC, los animales tratados con sertralina mejoran la adquisicion de respuesta
condicionada y fallan significativamente menos que los estresados. Estos resultados sefialan
por tanto, que frente a los cambios morfologicos gatillados por el estrés, la sertralina si bien
no previene la disminuciéon de espinas, al menos contrarresta el deterioro cognitivo
promovido por el estrés. Se ha descrito que la reduccion de espinas en las dendritas apicales
por el estrés se recupera significativamente por el tratamiento con antidepresivos (Hajszan y
cols. 2009). Sin embargo en esta tesis solo se pudieron cuantificar las dendritas basales y no
las apicales; pudiendo estas ultimas responder diferencialmente es respuesta al farmaco.
Por otro lado, en esta Tesis no se determind si la sertralina y el estrés promueven cambios
en la morfologia de las espinas que se pudiesen traducirse en diferencias funcionales en
¢éstas. Mas aun, no podemos precisar si existe una variacion en la densidad de las espinas en

otras areas limbicas y no limbicas relacionadas a las conductas ensayadas.

6.4. El efecto del estrés y de sertralina sobre los niveles de proteinas asociadas a
conectividad sinaptica y citoesqueleto.

Una de las ultimas hipotesis sobre la etiologia de la depresion, propone una alteracion en
redes neuronales que procesan informacién, como un blanco importante que subyace a la
enfermedad (Castren 2005). Las evidencias que sustentan esta hipdtesis se basan en las
observaciones post-morten realizadas en cerebros de pacientes depresivos y en modelos
animales de depresion, en donde se observa reduccion de volumen del hipocampo y
atrofia dendritica (Drevets 2000; Vyas y cols. 2002). En este sentido, el estado de animo
podria dar cuenta del estado funcional de las redes neuronales. De acuerdo a esto, se
esperaria que frente al estrés ocurriesen cambios en los niveles de proteinas asociadas a la
sinapsis que modificaran algunas respuestas plasticas en los arboles dendriticos, frente a lo

cual los farmacos antidepresivos favorecieran un contacto sinaptico eficiente y eficaz.
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En este escenario, el efecto positivo del farmaco antidepresivo, presupone un mecanismo
bioquimico sobre un sustrato comun al efecto del estrés. Es decir, si el estrés actua sobre
algunas proteinas, se espera que el farmaco actiie sobre las mismas previniendo
alteraciones en éstas, cuando el individuo se encuentra sometido al estimulo estresante. Sin
embargo, de acuerdo a la hipotesis de redes, el cerebro elabora y procesa informacion con
multiples conexiones neuronales que operan a través de cascadas transduccionales, y
producto de la depresion algunas de estas conexiones se pierden, fendmeno que seria
prevenido por la administracion de farmacos antidepresivos (Castren 2005). Frente a esto
se podria esperar que el mecanismo de accion del farmaco cursara a través de las mismas
proteinas que se ven alteradas en la depresion bien que la accion del farmaco pudiese
impactar en varias proteinas a la vez, que no necesariamente formen parte de una sola via
transduccional. Al respecto, la presencia de un farmaco ISRS, como la sertralina, no s6lo
acttia bloqueando al transportador de serotonina; sino que también bloquea débilmente al
transportador de dopamina y noradrenalina (Preskorn 2006). De acuerdo a esto, y a la
suma de efectos secundarios que los antidepresivos ejercen (Khawam y cols. 2006), resulta
dificil pensar que su efecto terapeutico curse por una sola via transduccional Yy,
probablemente el efecto farmacologico se logre al reactivar diferentes redes neuronales
modificadas producto del estrés. La reversion de estos procesos en sujetos depresivos y en
nuestro modelo de estudio, podria involucrar proteinas asociadas a la conectividad
sinaptica y a cascadas transduccionales que modifiquen la dindmica del citoesqueleto de
actina, dando cuenta de las alteraciones morfologicas asociadas al estrés y en la

conectividad sinaptica entre las neuronas.

6.4.1. N-cadherina y p-catenina: proteinas de conectividad sinaptica vy
comunicacion intracelular.

Se ha descrito que la estimulacion sinaptica provoca un cambio en la forma de las espinas

y en la longitud de los arboles dendriticos (Maletic-Savatic y cols. 1999; Kasai y cols.

2003). En estas condiciones, la N-cadherina se redistribuye rapidamente y cambia su

conformacién evaluada por una mayor resistencia a la tripsina, caracteristica de las

cadherinas que estan participando en las uniones adherentes (Tanaka y cols. 2000). El

aumento de adhesividad de la N-cadherina ocurre con el reclutamiento de la B-catenina en
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las sinapsis activas en ausencia de sintesis de novo de proteinas (Murase Yy cols. 2002).
Ademas de la funcidon de la N-cadherina en adhesion neuronal entre el elemento pre y
postsinaptico, estudios de coinmunolocalizacion en neuronas hipocampales (Benson y cols.
1998) muestran que esta proteina se asocia a las subunidades GluR1 y GluR2 que forma
parte de los receptores de glutamato tipo AMPA y a su vez interactia con PSD-95, una
proteina andamio localizada en las densidades postsinapticas. Por otra parte, la actividad
eléctrica en una neurona promueve una expansion lateral en la cabeza de la espina
dendritica, facilitando la eficiencia sinaptica (Togashi y cols. 2002). En cultivos
neuronales, la sobrexpresion de una cadherina mutada en el dominio NH2-terminal, que
carece de actividad adherente, no promueve cambios morfologicos en la cabeza de las
espinas (Okamura y cols. 2004). Mas autn, la inhibicion de la polimerizacion de la actina
con citocalacina D, bloquea la expansion lateral de la espina inducida por actividad
eléctrica; sugiriendo que la interaccion cadherina-actina se requiere para la remodelacion de

la espina.

Nuestros resultados muestran que la inmunoreactividad para N-cadherina en el area CAl
del hipocampo no cambia bajo ninguna condicion experimental. Por el contrario, en el
area CA3 se observa una disminucion de la inmunoreactividad frente al estrés; zona en la
cual se ha descrito que el estrés promueve, atrofia dendritica y reduccion en el niimero de
espinas. Se ha sefialado que la N-cadherina es una proteina abundante en la region CA3 del
hipocampo, especificamente en el estratum lucidum, region que recibe casi exclusivamente
aferencias desde el Giro Dentado a través de las fibras musgosas glutamatérgicas (Benson
y cols. 1998). Estos resultados son muy coincidentes con la distribucion de la proteina
encontrada en nuestros ensayos, en donde se observa que N-cadherina se distribuye en el
estrato oriens, radiatum y lacunoso, como también en el estrato molecular y lacunoso-

molecular del Giro Dentado, en todas las condiciones experimentales ensayadas.

La presencia de N-cadherina como molécula de adhesion celular y como un actor
importante en la creacion de microdominios de anclaje de receptores, resulta ser relevante
en el contexto de nuestros resultados. Los animales sometidos a estrés por restriccion de

movimiento muestran una disminucion en los niveles de N-cadherina en el areca CA3, lo
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cual podria estar asociado probablemente al deterioro cognitivo encontrado en estos
animales estresados en nuestro modelo de estudio, lo que podria asociarse al menor nlimero
de espinas encontradas en estos mismos animales, lo que permite inferir que probablemente

existan un menor numero de contactos sinapticos.

La administracion cronica de sertralina por si sola, no cambia la inmunoreactividad de N-
cadherina en comparacion con los animales controles; sin embargo si ésta se administra a
los animales estresados, se observa un aumento en la marca inmunoreactiva en el area CA3
del hipocampo. Esto podria sugerir que la sertralina actiia sobre un sustrato celular
modificado por el estrés promoviendo la conectividad sinaptica. Por otra parte, imagenes de
resonancia magnética funcional en cerebros de pacientes con depresion sefialan que el
tratamiento cronico con sertralina aumenta la conectividad neuronal (Anand y cols. 2005).
Estos resultados permiten hipotetizar que el aumento en la marca inmunoreactiva de N-
cadherina frente a la administracion con sertralina en ratas estresadas cronicamente, podria
asociarse al aumento en la conectividad, como una manera de compensar la disminucion en

el nimero de espinas dendriticas.

Se ha sefialado ampliamente en la literatura que la estructura de las espinas dendriticas es
dindmica y requiere de moléculas que transmitan al interior del soma neuronal la
informacion que reciben (Dailey y cols. 1996; Nakayama y cols. 2000; Kasai y cols. 2003).
En cultivos de neuronas de hipocampo, se ha descrito que la B-catenina regula la
localizacion de vesiculas sindpticas presinapticas y por ende las zonas activas, (Bamji y
cols. 2003). En ausencia de B-catenina se reduce el nimero de vesiculas sinapticas y la
distribucion del marcador vesicular sinaptofisina muestra un patréon difuso, lo que se ha
interpretado como que una pérdida de P-catenina afecta la localizacion de las vesiculas
sinapticas (Bamji y cols. 2003). Postsinapticamente, la B-catenina aumenta la complejidad

dendritica (Yuy cols. 2004).

Los resultados de esta tesis, muestran que aunque el estrés no modifica los niveles de p-
catenina evaluados por western, €ste incrementa cuando a los animales estresados se les
administra conjuntamente sertralina. Ademas esta inmunoreactividad se distribuye tanto en

los somas como en las fibras de las neuronas piramidales de manera mas o menos
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homogénea y el estrés no la modifica. Interesantemente, la administracion del farmaco
provoca en animales estresados un aumento en la marca inmunoreactiva en el estrato oriens
en el area CAl. En el area CA3 en cambio la sola presencia de sertralina provocd un
aumento en la marca inmunoreactiva de B-catenina a nivel de las fibras de las neuronas
piramidales (estrato oriens) coincide con la fuerte disminucion de la marca inmunoreactiva
a nivel de los somas de dichas neuronas Este resultado, permite inferir que la presencia de
sertralina podria provocar una redistribuciéon de P-catenina, desde los somas hacia las

fibras y ésta a su vez favorecer la estabilidad de las conexiones sinapticas.

Existe escasa informacion en la literatura que relacione a B-catenina con la accion de
farmacos antidepresivos o trastornos del animo. Al respecto, se ha observado que farmacos
antipsicoticos como clozapina, haloperidol y risperidona incrementan significativamente
los niveles de [-catenina y GSK3p total en corteza prefrontal y estriado de ratas
(Alimohamad y cols. 2005). Un estudio realizado en fracciones subcelulares de hipocampo
provenientes de animales tratados por 14 dias con venlafaxina (10 mh/Kg/dia y
40mg/Kg/dia) sefiala que la [-catenina se distribuye tanto en la membrana plasmatica
como en nucleo, observandose en este ultimo compartimento un mayor incremento de la
proteina (Mostany Yy cols. 2008). Por ser éste un fraccionamiento subcelular de todo el
hipocampo, resulta dificil cuantificar cual es el real aporte de las neuronas piramidales, en
donde nosotros hemos encontrado una redistribucion de la marca inmunoreactiva. Por otra
parte, se ha descrito que animales que sobrexpresan B-catenina en cerebro, presentan una
reduccion en el tiempo de inmobilidad en la prueba de nado forzado; similares a aquellas
producidas por la administracion de Litio, un potente inhibidor de GSK3p (Gould y cols.
2007) enzima que fosforila a B-catenina promoviendo su degradacion. Al estar GSK3f3
inhibida por Litio, P-catenina puede asociarse a N-cadherina 6 por el contrario migrar al

nucleo y actuar como factor transcripcional (Wada 2009).

La redistribucion de la marca inmunoreactiva de [-catenina en respuesta a la
administracion de sertralina y el aumento en los niveles totales observados en animales
estresados y administrados de sertralina, muestran que el farmaco antidepresivos tiene un

notorio efecto sobre la P-catenina. Al respecto, experimentos realizados en animales
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tratados cronicamente con dosis altas de venlafaxina (40 mg/Kg) presentan una alta
expresion de B-catenina en la zona subgranular del hipocampo (Mostany y cols. 2008),
justamente zona donde hay activa proliferacion neuronal. El incremento de B-catenina, en
la zona subgranular del giro dentado coincidente con la marca positiva para BrdU, utilizado
como marcador dee replicacion del DNA, ha hecho hipotetizar que la B-catenina pudiese
participar en la regulacion de la proliferacion celular a través de uno de los genes blancos
del complejo transcripcional LEF-1/TCF-4/ B-catenina; como el gen de ciclina D, cuyo
producto participa en el control y en la progresion del ciclo celular (Coyle-Rink y cols.
2002). La localizacion de B-catenina en la célula esta regulada por fosforilaciones; por
ejemplo es fosforilada por CKII en Ser-29, Thr-102 y Thr 112 estabilizando a la proteina en
el citoplasma o en el nicleo (Bek y cols. 2002). En cambio, la fosforilacion provocada por
GSK3B en un “cluster” de Ser y Thr en la porcion NH2-terminal, sirve de sefial de
ubiquitinacion (Frame y cols. 2001). De tal manera que uno de los caminos para estudiar el
grado de movilidad de B-catenina, es determinar en nuestro modelo de estudio los niveles

de actividad de GSK3p.

6.4.2. GSK3p: modulador de conectividad y remodelamiento de citoequeleto

Cambios en el nimero y en las arborizaciones dendriticas, como asi mismo la forma y
densidad de las espinas y cambios en el nimero y tipo de receptores en la sinapsis, y en el
anclaje y desensamblaje de complejos proteicos que forman parte de la sindpsis tienen

como actor comun el citoesqueleto de actina y de microttibulos.

La proteina GSK3p ha sido relacionada con plasticidad neuronal a través de la regulacion
por fosforilacion de diferentes proteinas asociadas tanto a citoesqueleto de microtubulos
como la MAP-1b como a proteinas de conectividad sindptica como la [-catenina
(Nishimura y cols. 2002; Goold y cols. 2004). La fosforilacion de B-catenina por GSK3f ha
sido descrita como una respuesta a la sefial de Wnt, en donde GSK3p forma parte de un
complejo multiproteico - que incluye a la axina, B-catenina, y la APC (poliposis
adenomatosa de colon) - en donde dependiendo de su estado de fosforilacion, regula la

movilidad de B-catenina o su degradacion (Willert y cols. 1999; Frame y cols. 2001).
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A partir del analisis de la estructura cristalina de GSK3p, se ha descrito que la mayoria de
sus sustratos requieren de una fosforilacion previa por proteinas quinasas ya sea en
residuos de Ser o Thre localizados en el carboxilo terminal del sitio de fosforilacion de
GSK3-B; es decir, GSK3 act@ia sobre un sustrato pre-fosforilado (Bax y cols. 2001),
revisado (Doble y cols. 2003). Esta caracteristica, hace que su mecanismo de accion sea
mas complejo y a la vez mas regulado, por tanto el estudio de cualquier alteracion que
involucre la participacion de GSK3P, aumenta el nivel de complejidad de éste.
Experimentos realizados en cultivos celulares de neuroblastoma, células embridnicas de
rifdén humano y lineas celulares PC12 o Neuronas 2A, sefialan que las quinasa Fyn, Csk y
Pyk2, fosforilan a GSK3p en tyr-216 activando su actividad quinasa (Lesort y cols. 1999;
Fan y cols. 2003; Sayas y cols. 2006). Interesantemente Pyk2 fosforila a GSK3p en
respuesta a la sefial del acido lisofosfatidico (LPA) (Sayas y cols. 2006) y en respuesta la
GSK3p fosforila a proteinas asociadas al citoesqueleto neuronal (Sayas y cols. 2002) de

manera dependiente e independiente de RhoA (Sayas y cols. 2002).

Los resultados de esta tesis muestran que el estrés provoca un aumento de GSK3p total
pero no modifica los niveles de la isoforma inactiva (pGSK3B-ser9), en comparacion con
los animales controles. Esto estaria indicando que el aumento observado en los niveles de
GSK3p total observado en los animales estresados corresponderia probablemente a la
isoforma activa de la quinasa, ya que se ha descrito que ésta se encuentra constitutivamente
fosforilada en un residuo de tirosina 216, lo cual facilita o aumenta su actividad quinasica
(Dajani y cols. 2001). Dado que reduccion en su actividad se logra mediante la fosforilacion
en ser-9, y los niveles de esta isoforma no cambian frente al estrés, pero si los niveles
totales de GSK3p, esto estaria indicando probablemente que el estrés gatilla un aumento

de la isoforma activa de GSK3.

Existe escasa informacion que relacione el estrés y la funcion de GSK3; se han realizado
experimentos en ratas sometidas a estrés por frio agudo, subcrénico o crénico,
encontrandose que no existen cambios en los niveles de GSK3f en la corteza frontal
(Kozlovsky y cols. 2002). Sin embargo, estudios realizados en cultivos neuronales

estimulados con el 4acido lisofosfatidico (LPA), muestran una retraccidon neuritica y colapso
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de los conos de crecimiento (Sayas y cols. 1999), asociado a un aumento en la actividad de
GSK3p-tyr-216, la cual estaria mediada por la actividad de RhoA y la inhibicion de PI3K
(Sanchez y cols. 2001; Sayas y cols. 2002).

Experimentos de transfeccion con vectores de expresion para diferentes proteinas Gao
realizados en células COS y en cultivos de neuronas granulares del cerebelo expuestos al
estimulo de LPA, han revelado que el aumento en la actividad GTPasica de RhoA estaria
mediada por la participacion de la proteina Gal2/Gal3 (Kranenburg y cols. 1999; Sayas y
cols. 2002). El mecanismo por el cual RhoA activa a GSK3B es atn desconocido; sin
embargo, recientemente en cultivos neuronales, tales como, Neuro 2a, PC12, SH-SY5Y

neuroblastoma, se ha demostrado que GSK3p es fosforilada por Pyk2 (Sayas y cols. 2006).

Estos hallazgos permiten asociar la participacion de GSK3 y RhoA en modificaciones del
citoesqueleto, como por ejemplo, la retraccion neuritica observada por el estimulo de LPA.
Sin embargo, no sabemos si la participacioén de estas dos proteinas cursan en una via comuin
o son parte de vias de sefalizacion diferentes que se complementan en definir un
determinado fenotipo neuronal. En nuestro modelo, hemos observado que el estrés no
modifica los niveles totales de Bcatenina, suponemos por tanto que la actividad quinésa de
GSK3p sobre Pcatenina descrita para la sehal de wnt, no se encuentra asociada a la sefial
de estrés por restriccion de movimiento, al menos bajo las condiciones experimentales de

nuestro modelo de estudio.

Respecto al efecto de sertralina sobre los niveles de GSK3 obtenidos en esta tesis, se
encontrd que ésta gatilla una disminucion significativa de la isoforma inactiva (pGSK3f
ser-9), lo cual estaria indicando que hay un aumento de la isoforma activa. La sertralina al
ser un inhibidor especifico del transportador de serotonina, permite un mayor tiempo de
exposicion del neurotransmisor a los receptores serotoninérgicos. De acuerdo a lo
reportado en la literatura en relacion al papel de GSK3p en el remodelamiento del
citoesqueleto, el resultado que se esperaba encontrar frente a la accion del farmaco, era que
¢éste aumentase la isoforma inactiva, disminuyendo asi la actividad de GSK3p, sobre

proteinas asociadas citoesqueleto o a conectividad sinaptica como Pcatenina. Por ejemplo,
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se ha senalado que inhibidores de GSK3p inyectados unilateralmente ICV en el cerebro de
ratones, provocan un acortamiento del tiempo de inmovilizacion en el test de nado forzado
y un aumento en los niveles de B catenina detectados por IW (Kaidanovich-Beilin y cols.
2004). Aunque la funcién de B catenina en conductas depresivas aun se desconoce, este
resultado permite proponer que inhidores de GSK3B “up-regulan” a [Pcatenina

(Kaidanovich-Beilin y cols. 2004).

Sin embargo, nuestros resultados muestran una disminucioén de la forma inactiva frente a la
accion del farmaco. Al administrar sertralina a animales estresados, también se observa una
disminucion de la forma inactiva de GSK3p, aunque levemente menor que la observada
con setrralina por si sola. Concordante con este resultado, experimentos realizados en
ratones a los cuales se les administro agentes que aumentan la actividad serotoninérgica,
mostraron un incremento en la forma inactiva de GSK3p (pGSK3-Ser 9) mediada por la
activacion del receptor SHT-1A (Li y col., 2004). Interesantemente, este trabajo reveld que
la estimulacion del receptor SHT-1A causa fosforilacion en Ser-9 mientras que la
estimulacion del receptor 5-HT2 media la desfosforilacion en este mismo sitio (Li y cols.
2004). Asi el balance entre la actividad de estos dos receptores podria modular la actividad
de GSK3p in vivo (Borsini 1994; Li y cols. 2004). Tomografia de emision de positrones
realizada en pacientes con depresion muestran una reduccion del receptor SHT1A (Drevets
1999; Sargent y cols. 2000); mientras que en otros pacientes con Depresion se ha observado
un aumento de éste (Stockmeier 2003). Es interesante sefnalar, que de los tres receptores
SHT2 (A,B,C), el SHT2C parece estar estrechamente relacionado con la Depresion y con la
organizacion del citoesqueleto de actina mediado por RhoA (McGrew Y cols. 2004; Tohda
y cols. 2006).

6.4.3. RhoA y cofilina y su participacion en el citoesqueleto de actina

Estudios realizados en cultivos primarios de hipocampo en proceso de diferenciacion, han
permitido observar que la proteina RhoA es segregada mas abundantemente en dendritas
que en axones (Santos Da Silva y cols. 2004). En tejido, es particularmente abundante en
areas como CAl, CA3 y GD del hipocampo (Nakayama y cols. 2000). La activacion de

RhoA por medio de trombina o LPA provoca retraccion de neuritas en células como PC12
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o neuroblastoma, y por ¢l contrario, su inhicién mediante la exoenzima C3 de Clostridium
botulinum, la cual ADP ribosila a la RhoA suprimiendo su actividad GTPasica, provoca la
inhibicion de la retraccion neuritica (Jalink y cols. 1994; Katoh y cols. 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 induccion de crecimiento gatillada por NGF a través de
su receptor TrkA regula la actividad de PI3K, la que a través de Racl mediaria la
inactivacion de RhoA, traduciéndose esto en una sefial permisiva para el inicio del

crecimiento de neuritas (Nusser Yy cols. 2002).

Entre los efectores de RhoA, se encuentra la Rho quinasa la cual fosforila a LIMK
durante la retraccion de las neuritas (Kranenburg y cols. 1999; Dergham y cols. 2002).
LIMK a su vez, regula la polimerizacion de actina a través de la fosforilacion e
inactivacion de Cofilina (Kranenburg y cols. 1999; Maekawa y cols. 1999; Govek y cols.
2005). Por otra parte, estudios protedmicos en cerebros de ratas sometidas a estrés y en
cerebros postmorten de pacientes con depresion bipolar, revelaron una disminucion de
transcritos de PAK1 y LIMK; proteinas relacionadas con el citoesqueleto de actina
(Nakatani y cols. 2007). Sin embargo, también han sido propuestas otras vias en la
regulacion de la morfogénesis dendritica, tales como Ras-PI3K-Akt- mTOR (Kumar y cols.
2005), o vias que involucran la participacion de la proteinas asociadas a citoesqueleto de

tubulina, como cypina, un efector de RhoA (Chen y cols. 2007).

En nuestro modelo de estudio observamos un aumento de RhoA en los animales estresados
por restricciéon de movimiento; lo cual coincide con la disminucion de espinas dendriticas
que se observan en respuesta al estrés. Estudios realizados en ratas sometidas a estrés
cronico por inmovilizacion o estrés no predecible, muestran que la atrofia dendritica en las
neuronas piramidales de CA3 afectando tanto la longitud de las ramificaciones dendriticas,
como también la densidad de espinas (Magarinos y cols. 1995; Vyas y cols. 2002). Este
patrén de atrofia dendritica en CA3 también es observado en  monos después de
someterlos cronicamente  a estrés  sicosocial (Magarinos y cols. 1996). Ademas, el

analisis protedmico realizado en ratas sometidas a estrés psicosocial, muestran entre otras,
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niveles disminuidos de proteinas asociadas al citoesqueleto de actina, como a-internexina,
Ran GTPasa y proteinas que se unen al extremo de F-actina, (Carboni y cols. 2006).
Adicionalmente, se ha reportado ademds, que RhoA se encuentra asociada a las
subunidades GluR1 en neuronas embrionarias de hipocampo; y que la estimulacion de
sinaptosomas con KCI reduce significativamente los niveles de RhoA activa conjuntamente
con la pérdida de espinas ricas en actina (Schubert y cols. 2006). A pesar de estar descritos
los cambios morfoldgicos que sufren las dendritas y la densidad de espinas en respuesta al
estrés, existe poca literatura que asocie estos cambios directamente con la participacion de
RhoA, en modelos animales sometidos a estrés. Al respecto, se ha descrito, que ratas
sometidas a injuria traumatica presentan activacion de RhoA tanto en la corteza como en el
hipocampo; siendo la corteza mas sensible que el hipocampo. En este modelo la activacion
de RhoA ha sido asociada al aumento en la expresion del receptor p75 (Dubreuil y cols.

2006).

En nuestro modelo se observa un aumento en la masa de RhoA en los animales sometidos a
estrés por restriccion de movimiento. Respecto del efecto del farmaco Sertralina sobre
los niveles de RhoA, los resultados muestran que no existe diferencia en los niveles de la
proteina, entre los animales sometidos a la administracion de Sertralina en comparacion
con los controles. Sin embargo, el aumento de RhoA observado en los animales sometidos
a restriccion de movimiento no es prevenido por sertralina. Aunque se ha descrito que los
farmacos SSRI, aumentan la expresion de CREB, BDNF y aumentan la neurogénesis a
nivel del hipocampo (Nibuya y cols. 1996; Malberg y cols. 2000; Thome y cols. 2001), no
existe informacion sobre proteinas que participan en el remodelamiento sinéptico. Estudios
protedmicos realizados en hipocampos de ratas y monos sometidos a tratamiento con
venlafaxina, fluoxetina y clomipramina, muestran una regulacion positiva (up regulation)
de GTPasas pequefias que participan en el trafico de vesiculas, como también una
disminuida expresion de la glicoproteina M6a la que participa en la extension de neuritas y
que normalmente se encuentra muy expresada en hipocampo (Khawaja y cols. 2004;
Alfonso y cols. 2005). Asi, en nuestro modelo la administracion de Sertralina hace

suponer que probablemente ésta module el citoesqueleto de actina.
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Respecto a cual de los receptores serotoninérgicos pudiese estar asociado a la activacion de
RhoA, se ha sugerido que al receptor 5 —HT2C. Experimentos in vitro, muestran el efecto
del fenomeno de edicion en la funcionalidad de este receptor, quien a través de RhoA
activa a PLD/PLC (McGrew Yy cols. 2004). Estudios electrofisioldgicos muestran
activacion de RhoA y RhoB por transmision sinaptica en cortes de hipocampo (O'Kane y
cols. 2003) y, en neuronas de Aplysia estimuladas con serotonina se observa una corriente
de sodio que es facilitada por la presencia de RhoA (Kawasaki y cols. 2004). Otros
receptores asociados a la activacion de RhoA y de Cdc42 son el 5-HT7, asociado a la
proteina Gal2, vy el 5-HT4 asociado a la proteina Gal3; los cuales participan en el
incremento en la longitud y retraccion neuritica, respectivamente (Ponimaskin y cols.

2002; Kvachnina y cols. 2005).

Asi, los resultados obtenidos en esta tesis muestran un aumento de RhoA frente al estrés
efecto no prevenido por sertralina. Dado que no se determin6 actividad de RhoA, se
determind un efector rio debajo de la via como cofilina. Esta proteina ha sido descrita como
una proteina relacionada con la polimerizacion y despolimerizacion de los filamentos de
actina y cuya accion estaria mediada — entre otras —por RhoA (Mackawa y cols. 1999). A
nivel del hipocampo se descrito que esta localizada tanto en el nucleo de las neuronas
piramidales del hipocampo y del GD; como asi mismo en la cabeza de las espinas
dendriticas (Racz y cols. 2006). Ademas, la cofilina estd asociada a las densidades
postsinapticas (PSD) que anclan a su vez receptores glutamatérgicos, lo que ha hecho
inferir que la presencia de cofilina en estos compartimentos sindpticos podria estar
regulando la fuerza de la sinapsis (Racz y cols. 2006). Uno de los mecanismos propuestos
respecto a la participacion de cofilina en el remodelamiento del citoesqueleto de actina, es a
través de la activacion de RhoA lo que favoreceria la fosforilacion de ROCK/LIM-K
produciendose la inhibicion de la polimerizacién de los filamentos de actina (Maciver y
cols. 2002; Salvarezza y cols. 2009); ain mas, experimentos en animales knockout para
LIMK sefialan que éstos no solo tienen espinas dendriticas mas pequefas sino ademas
presentan PSD reducidas sugiriendo que cofilina podria ser responsable de esta

desregulacion (Meng y cols. 2002).
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Los resultados de esta tesis muestran que el estrés por restriccion provoca un aumento en
los niveles de p-cofilina en comparaciéon con los animales controles. Al respecto, la
fosforilacion de cofilina estaria dando cuenta de una inactivacion de ésta y por tanto se
podria inferir una estabilizacion del citoesqueleto de actina en respuesta a la inestabilidad
que probablemente provoque el estrés sobre el citoesqueleto de actina (Carlier y cols. 1999;

Van Troys Y cols. 2008).

En resumen en esta Tesis se muestra que el estrés promueve cambios en proteinas
asociadas a citoesqueleto de actina y en proteinas asocidas a conectividad sinaptica. Sin
embargo no podemos precisar si dichos cambios dan cuenta de las alteraciones
conductuales observadas. Un campo interesante que abre esta Tesis, son los efectos de
sertralina sobre la conducta cognitiva y en este sentido seria muy relevante determinar las
alteraciones neuroquimicas y moleculares que pudiese provocar la administracion cronica

de sertralina.
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7.

CONCLUSIONES

En relacion al estrés por restriccion de movimiento aplicado por 2,5 horas diarias

y a la administracion de sertralina (10 mg/Kg/dia) por 14 dias a ratas macho, los resultados

de este trabajo permiten establecer las siguientes conclusiones:

La sertralina administrada a animales controles promueve una reduccién en el
nimero de espinas en el hipocampo, un aumento en la inmunorreactividad de B-
catenina y un aumento en la forma activa de GSK3p, lo cual se asocia a las
alteraciones cognitivas observadas en estos animales, como el incremento en las
fallas de escape frente a un estimulo aversivo y una disminucion en la adquisicion
de respuesta condicionada. Estos resultados sugieren un efecto no deseado de los
antidepresivos sobre las funciones cognitivas, cuestion que seria muy relevante de

investigar (Fig. 26A).

El estrés provoca una disminucién en el nimero de espinas observadas en la region
CAl, una disminucion en la inmunorreactividad de N-cadherina y un aumento en
los niveles de RhoA. De acuerdo a esto inferimos que la reduccion en el nimero de
espinas se asocia con el aumento de RhoA y probablemente es independiente de N-

cadherina (Fig. 26B, flechas rojas)

En animales estresados la administracién de sertralina no previene la reduccion en
la densidad de espinas como tampoco el aumento en los niveles de RhoA; sin
embargo si previene la reduccion en la inmunorreactividad de N-cadherina. La
sertralina previene la manifestacion de conductas asociadas a la depresion inducida
por el estrés como la anhedonia, las fallas en el escape frente a un estimulo aversivo,
la disminucion en la adquisicion de respuesta condicionada y la desesperanza
aprendida. Estos resultados no se asocian con los cambios moleculares y
morfoldgicos observados en estas condiciones experimentales (Fig. 26 B, flechas

verdes).
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8. LIMITACIONES Y PROYECCIONES DEL ESTUDIO

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, no podemos precisar si los cambios
conductuales promovidos por el estrés y prevenidos por la sertralina, se deban a cambios en
la neurotransmision serotoninérgica, y/o glutamatérgica lo cual deberia ser evaluado
mediante estudios de microdidlisis. Mds aun, las pruebas conductuales evaluadas en esta
tesis involucran la participacion de estructuras corticales y motoras; por ende sera
importante establecer en estas areas el efecto del estrés y del antidepresivo sobre proteinas

de adhesion tales como N-cadherina y B-catenina estudiadas en este trabajo.

Otra limitacion de este estudio, es el desconocimiento de los cambios morfoldgicos en otras
areas hipocampales y corticales, que pudiesen ayudar a explicar los efectos antidepresivos

de la sertralina.

Los resultados de este trabajo no permiten establecer si el aumento de la RhoA promovido
por el estrés, se correlaciona con cambios en su actividad y en efectores rio abajo que
pudiesen dar cuenta de la reduccion en la densidad de espinas, fenémeno asociado a la
dinamica del citoesqueleto de actina. Particularmente relevante sera el precisar si los
cambios en los niveles de esta proteina se deben a cambios en la expresion génica o bien a

degradacion promovidas por el estrés.

Dado que la inmunorreactividad de [-catenina aumenta con el tratamiento de sertralina,
tanto en animales controles como estresados, sera relevante determinar la localizacion
subcelular de esta proteina y ademds determinar en estas condiciones la activacion de

genes blancos para la B-catenina.
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