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Figura 12. Fluoxetina disminuye el largo dendritico en neuronas piramidales de la
capa V de la corteza RSGb y PrL.

Figura 13. Fluoxetina disminuye el largo dendritico en neuronas piramidales de la
capa II-1II de las cortezas PrL y M2.

Figura 14. El nimero de ramificaciones en neuronas piramidales de distintas areas
corticales cambia después de tratamiento con fluoxetina.

Figura 15. Fluoxetina aumenta la densidad de espinas en dendritas primarias y
secundarias de neuronas piramidales de distintas areas corticales.

Figura 16. Microfotografia de un segmento de una dendrita apical de una neurona
piramidal de la corteza.

Figura 17. Fluoxetina aumenta el porcentaje de espinas dendriticas
maduras/grandes.

Figura 18. Fluoxetina disminuye la densidad de espinas y el porcentaje de espinas

maduras en la corteza PrL II-111.
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Figura 19. Microfotografia representativa de una neurona piramidal de area CA1 del
hipocampo.

Figura 20. Fluoxetina aumenta la densidad y el porcentaje de espinas dendriticas
maduras/grandes en dendritas de neuronas piramidales del area CA1 del
hipocampo.

Figura 21. Fluoxetina modula la expresion de las subunidades del R-NMDA y del R-
AMPA en la corteza cerebral.

Figura 22. Fluoxetina aumenta la presencia de R-AMPA conteniendo la subunidad GluA2.
Figura 23. Fluoxetina induce un déficit en la memoria espacial remota.

Figura 24. Efecto de fluoxetina sobre la memoria de reconocimiento de objetos.

Figura 25. Fluoxetina disminuye el tiempo de exploracién del objeto novedoso. Razén de
discriminacion.

Figura 26. Fluoxetina disminuye el tiempo de exploracidon del objeto novedoso. Curva de
Kaplan-Meir.

Figura 27. Fluoxetina no modifica la latencia al escape en la prueba de evitacion pasiva.
Figura 28. Modelo del efecto de la administracién prolongada de fluoxetina sobre las
sinapsis glutamatérgicas telencefalicas.

Figura 29. Estrés aumenta diferencialmente el nimero de células inmunopositivas para c-
Fos en distintas areas telencefalicas en restriccion e inmovilizacién.

Figura 30. Fluoxetina aumenta la expresién de la subunidad GluA2 del R-AMPA en el area
CA1 del hipocampo.

Tabla 1. Resumen del andlisis estadistico a los residuos obtenidos en el andlisis de

componentes principales, efecto del protocolo de estrés
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Abreviaturas

ANOVA
BNDF

BSA
CA1
CA3
CNQX
E.E.
Ent
EPM
FADs
flx
FST
GD
Hab
i.p.
Inmov
M2
n.s.
NSF

PBS
PrL

QA
R-AMPA

R-NMDA

: Analisis de la Varianza

: Factor neurotrépico derivado de cerebro (por Brain Derived
Neurotrophic Factor)

: Albiimina Sérica de Bovino

: Area Cuerno de Amoén 1 del hipocampo

: Area Cuerno de Amoén 3 del hipocampo

: 6-Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-diona

: Error Estandar de la Media

: Entrenamiento

: Prueba del Laberinto en cruz elevado (por Elevated Plus Maze)
: FArmacos antidepresivos

: fluoxetina

: Prueba de Natacién Forzado (por Forced Swim Test)

: Giro Dentado

: Habituacién

: Inyeccion intraperitoneal

: Inmovilizacién

: Motora Secundaria

: No significativo

: Prueba de Supresion de la ingesta de alimento por exposicién a
ambiente novedoso (por Novelty Supressed Feeding)

: Tampoén Fosfato Salino

: Prelimbica

: Acido Quiscualico

:Receptor para glutamato tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropianato

: Receptor para glutamato tipo N-Metil D-Aspartato
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rbx
Rest
RSGb
sal
stratum

TST

: reboxetina

: Restriccion de movimiento
: Retroesplenial Granular b

: salino

: capa

: Prueba de Suspension por la cola (por Tail Suspenssion Test)
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Resumen

En la depresién mayor, la remisién de los sintomas depresivos mediante el
uso de fairmacos antidepresivos (FADs) requiere de la administracidon prolongada de éstos.
El retardo necesario para observar el efecto terapéutico sugiere que necesariamente deben
inducirse procesos neuroadaptativos de curso temporal lento. Diversos antecedentes
muestran que en pacientes deprimidos y en modelos animales de esta enfermedad, que se
basan en la exposicidn repetitiva a estrés, se alteran las neuronas y sinapsis
glutamatérgicas. Estos cambios deberian ser revertidos por FADs como fluoxetina (flx), un
inhibidor especifico de la recaptaciéon de serotonina, o reboxetina (rbx), un inhibidor
especifico de la recaptacién de noradrenalina. Por ello, la hipétesis de esta tesis fue que “La
administracién prolongada de FADs en ratas sometidas a estrés repetido revierte los sintomas
depresivos e induce cambios morfoldgicos y moleculares en neuronas y sinapsis
glutamatérgicas del telencéfalo”. Para evaluar esta hipdtesis, se indujo estrés por reduccion
de movimiento empleando dos protocolos semejantes, la restricciéon en pequefias cajas o la
inmovilizaciéon en bolsas durante dos horas diarias por 10 dias. En ambos casos, se
observaron conductas tipo depresivas. Luego, se administré durante 4 semanas dos
diferentes dosis de flx o rbx, continuando el protocolo de estrés durante este periodo. Las
conductas depresivas evaluadas fueron ansiedad y desesperanza aprendida. A pesar de que
ambos protocolos de estrés indujeron un aumento de los sintomas, éstos fueron revertidos
diferencialmente: flx revierte preferencialmente los sintomas depresivos inducidos por
restriccion, mientras rbx revierte los sintomas depresivos inducidos por inmovilizacion.

Interesantemente, este efecto se observo sélo a las concentraciones menores utilizadas de
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ambos farmacos. Adicionalmente, se observd que la administraciéon de flx a ratas naive
indujo una disminucion de la desesperanza. Para estudiar los cambios plasticos inducidos
por flx que podrian dar cuenta de este efecto antidepresivo, estudiamos las sinapsis
glutamatérgicas en ratas naive tratadas con flx 0,7 mg/kg por 4 semanas. Se evalud
mediante tinciéon de Golgi la morfologia de las dendritas, la densidad y la forma de las
espinas dendriticas, y mediante inmunohistoquimica el niimero de células positivas para
las subunidades de receptores glutamatérgicos: GluAl y GluA2 del R-AMPA y GluN1,
GluN2A y GIuN2B del R-NMDA en las siguientes areas telencefalicas: la corteza
retroesplenial (RSGb), corteza Prelimbica (PrL) y la corteza motora secundaria (M2) y el
hipocampo. FIx indujo retraccién del arbol dendritico y aumento de la densidad y del
porcentaje de espinas mas grandes. Una de las areas mas afectadas por flx fue la corteza
retroesplenial, un area cortical implicada en memoria espacial. A través de las mediciones
de permeabilidad al calcio a través del R-AMPA en el hipocampo observamos que flx
aumento la presencia de R-AMPA impermeables al catién, constituidos por la subunidad
GluA2. Estos hallazgos reflejan que flx favorece la presencia de contactos sindpticos mas

maduros que deberian limitar la plasticidad de los circuitos corticales afectados.

Para evaluar las consecuencias funcionales de los cambios plasticos en las sinapsis
gluatamatérgicas inducidos por flx, realizamos pruebas de memoria dependiente del
hipocampos (Prueba del Laberinto de Morris) y parcialmente dependiente de esta
estructura (Prueba de Reconocimiento de Objetos). En ambas pruebas, flx indujo un

deterioro significativo en la consolidaciéon de la memoria, no asi en la adquisicion. Sin
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embargo, no se encontro alteracién en memorias que dependen de otras estructuras, como
la amigdala.

Los resultados mostrados en esta tesis nos permiten concluir que los mecanismos
neurobioldgicos que se inducen por diferentes modelos de estrés repetido son particulares
y por lo tanto, son diferencialmente sensibles a FADs que pertenecen a diferentes familias
de farmacos. Esto sugiere que pacientes con sub-tipos de depresion podrian responder
diferencialmente a FADs serotoninérgicos o noradrenérgicos. Por otra parte, en ratas naive
tratadas con flx, los circuitos glutamatérgicos presentan signos de mayor madurez y menor
plasticidad frente a un estimulo posterior. Esta menor plasticidad se acompafia por un
deterioro en la consolidacién o almacenamiento de la memoria. Esta tesis significa un
avance importante para el conocimiento de sub-tipos de depresion, los efectos de la
administraciéon prolongada de flx sobre sinapsis glutamatérgicas y sus posibles efectos
negativos sobre la memoria en sujetos sanos. Estos estudios permitiran plantear, en el
futuro, el uso de biomarcadores para el diagnéstico objetivo de subtipos de depresion e

intervenciones terapéuticas para su tratamiento.
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Summary

The remission of depressive symptoms in major depression needs long-term
antidepressant drugs (ADDs) administration. The delay required to obtain the therapeutic
effect suggests that neuroadaptive processes, occuring with a slow time course, are
necessary. Several reports show that in depressed patients and animal models of the
disease, based on repeated exposure to stress, glutamatergic neurons and synapses are
modified. These changes should be reverted by ADDs such as fluoxetine (flx), a specific
serotonin re-uptake inhibitor, or reboxetine (rbx), a specific noradrenaline re-uptake
inhibitor. Therefore, the hypothesis of the present thesis work is: Long-term administration
of ADDs (flx or rbx) to rats subjected to repetitive stress revert depressive symptoms and
morphological and molecular changes in glutamatergic neurons of forebrain areas. To test
this hypothesis, stress was induced by restraint stress in wire mesh cages or by
immobilization in plastic bags for 10 days to observe depressive symptoms. Then, flx or rbx
were administered at two different doses daily for 28 days during which the stress protocol
was continued. Depressive-like symptoms such as learned helplessness and anxiety were
assessed by behavioral tests. Both stress models induced depressive symptoms such as
increased anxiety and learned helplessness, which were differentially reversed: flx
preferentially reversed depressive symptoms induced by restriction, while rbx reversed
depressive symptoms induced by immobilization. To study plastic changes induced at

glutamatergic synapses, naive rats were treated with 0.7 mg/kg of flx for 28 days. The
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dendritic length, spine density and morphology were studied by the Golgi silver staining
method whereas levels of AMPA-R subunits (GluAl and GluA2) and NMDA-R subunits
(GluN1, GIuN2A and GIuN2B) were assessed by immunohistochemistry in the following
forebrain areas: Prelimbic cortex (PrL), Retrosplenial cortex (RSGb) and Secondary Motor
cortex (M2) and in the hippocampus. Flx induced dendritic retraction and increases in
dendritic spine density and in large spines. The most affected area was RSGb, a cortical area
involved in spatial memory. Through the measurements of calcium permeability through
AMPA-Rs in hippocampal slices, we observed that flx increased the levels of GluA2-lacking
AMPA-R. These findings indicate that flx induced a maturation or potentiation of synaptic

contacts that should limit the plasticity of the affected cortical circuits.

To evaluate plasticity, we performed tests of hippocampal memory (Morris Water
Maze) as well as of partially hippocampus-dependent memory (novel object recognition
test). In both, flx induced a significant impairment in memory consolidation, but not in
acquisition. Our findings show that the neurobiological mechanisms that are induced by
repeated stress models are unique to the used stress protocol and interestingly, they are
differentially sensitive to ADDs belonging to different drug families. This suggests that sub-
types of depression in human subjects should respond preferentially to serotoninergic or
noradrenergic ADDs. Moreover, naive glutamatergic synapses are characterized by more
mature and less plastic synaptic contacts. Their putative lower plasticity is associated with
impairment in memory consolidation or storage. This thesis represents a significant
advance in understanding of sub-types of depression and the deleterious effects of long-

term flx treatment in healthy subjects. Moreover, the molecular adaptations at
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glutamatergic synapses described in this work allow the proposal of new therapeutic

strategies for the treatment of depression.

Capitulo 2

Introduccion

Generalidades de la depresion.

La depresion mayor es un trastorno del animo que se caracteriza por un descenso
prolongado del danimo y anhedonia (Nestler y cols., 2002; Egan y cols., 2003; Tanti y
Belzung, 2010); y Guia para el manejo de la depresion de la Asociacion Americana de

Psiquiatria (DSM-IV-TR: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 1V Edition,

2000). Estos sintomas pueden estar acompafiados por otros como ansiedad, irritabilidad,
exagerados sentimientos de culpa, desesperanza y/o abandono, o déficit cognitivos.
También pueden presentarse sintomas neurovegetativos, como alteraciones del apetito, del
suefio y disminucién de la energia. Segtin la guia chilena para el manejo de la depresion, la
manifestacion de al menos 5 de estos sintomas por mas de 2 semanas conlleva a un
diagnostico de depresion (Vicente y cols., 2002).

El principal tratamiento de la depresion consiste en la utilizacion de farmacos
antidepresivos (FADs). Los FADs aumentan de manera aguda la neurotransmision
monoaminérgica: noradrenérgica y/o serotoninérgica en el sistema nervioso central
mediante el bloqueo del transportador presinaptico para estos neurotransmisores, o bien

disminuyendo su degradaciéon enzimatica. Los inhibidores de la recaptaciéon para
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monoaminas actualmente en uso bloquean selectivamente la recaptaciéon de serotonina
(por ejemplo: fluoxetina (flx)) o la recaptacion de noradrenalina (por ejemplo: reboxetina
(rbx)). También existen los inhibidores duales, que actiian tanto sobre el transporte de
serotonina como de noradrenalina. Otra familia de FADs, son los inhibidores de la enzima
Monoamino Oxidasa responsable de la degradacién de las monoaminas (Baldessarini,
1996). En base al mecanismo de accién agudo de estos farmacos nace la teoria
monoaminérgica de la depresion, que postula que la depresiéon mayor se produce por un
déficit en la neurotransmision monoaminérgica. Sin embrago, esta hipdtesis simple
presenta inconsistencias como las siguientes: 1) todos los FADs deben ser usados por
semanas para lograr la remision de los sintomas depresivos, a pesar de elevar la
disponibilidad de monoaminas en el sistema nervioso pocas horas después de la primera
administracion, 2) algunos FADs utilizados en la actualidad no aumentan los niveles de las
monoaminas, 3) existe un alto porcentaje de pacientes que no responde al tratamiento
farmacolégico disponible (30%) o que responde sélo parcialmente a ellos (Berton y Nestler,
2006; Nemeroff, 2007). De este modo, la remisiéon completa se logra sélo en el 30 - 40% de
los pacientes.

Como alternativa que explicaria el retardo que requieren los FADs para lograr el
efecto terapéutico, se postulé la teoria neurotroéfica, que postula que la mejoria clinica se
debe a cambios plasticos cerebrales inducidos por factores tréficos. En esta teoria adquirié
especial relevancia la neurotrofina BDNF (por Brain-Derived Neurotrophin Factor), que
estd disminuida en el hipocampo de modelos animales de depresién y es capaz de inducir
efectos antidepresivos (Siuciak y cols., 1998; Castren y cols., 2007). Estudios de nuestro

laboratorio y la literatura muestran que la administraciéon repetida de flx induce un
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aumento en los niveles y actividad de la neurotrofina BDNF o su receptor TrkB (Saarelainen
y cols.,, 2003; Wyneken y cols., 2006; Castren y cols., 2007). Posteriormente, se ha
establecido que factores tréficos adicionales tales como: IGF-1, FGF y VEGF, también tienen
efectos antidepresivos (Schmidt y cols., 2008). Estos factores revertirian las alteraciones
morfolégicas y sindpticas que afectan las sinapsis glutamatérgicas, como ha sido descrito en
pacientes y modelos animales de depresion (Schmidt y cols., 2008). Por lo tanto, uno de los
blancos del tratamiento antidepresivo, sean éstos FADs o la terapia electroconvulsiva, son

las sinapsis glutamatérgicas (Machado-Vieira y cols., 2009; Sanacora y cols., 2012).

Sinapsis glutamatérgicas.

Las sinapsis glutamatérgicas participan en la fisiopatologia de la depresion y del
estrés cronico y son uno de los blancos del mecanismo de acciéon de los farmacos
antidepresivos. Las neuronas piramidales de la corteza cerebral o del hipocampo son
glutamatérgicas y a su vez reciben aferencias glutamatérgicas en su arbol dendritico. El
compartimiento post-sindptico de éstas contienen las espinas dendriticas, que decoran sus
dendritas. Asi, las sinapsis ocurren entre terminaciones presinapticas y espinas dendriticas.
Estas protrusiones dendriticas son de morfologia variable. Asi, una espina nace como
filopodio , y en su proceso de maduracion o en el establecimiento de un contacto sinaptico
cambia desde una forma delgada o botén a una forma tipo callampa o ramificada. Estas
ultimas son las mas maduras y funcionalmente mas estables. En el aprendizaje de una tarea
o en modelos celulares de aprendizaje como la potenciaciéon de larga duracién (LTP) se

inducen cambios morfolégicos en las espinas, las que cambian desde morfologias mas
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inmaduras e inestables (delgada o botén) hacia morfologias mas estables (callampa o
ramificada) (Sheng y Hoogenraad, 2007; Hoogenraad y Akhmanova, 2010). Las espinas
dendriticas contienen la densidad postsinaptica y citoesqueleto, principalmente de actina
(Alvarez y Sabatini, 2007). El L-glutamato interactia con receptores ionotrdpicos y
metabotropicos anclados a la densidad postsinaptica (Hering y Sheng, 2001; Madden,
2002). Los receptores ionotrépicos se clasifican, de acuerdo a su selectividad por diferentes
agonistas en: tipo N-Metil-D-Aspartato (R-NMDA), tipo kainato y tipo a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropianato (R-AMPA). El R-NMDA es un canal i6nico permeable a calcio
que se organiza como un heterotetrdmero compuestos por 2 subunidades GIuN1 y 2
subunidades GluN2. Las subunidades GluN2 pueden provenir de 4 genes diferentes (A, B, C
y D) (Cull-Candy y Leszkiewicz, 2004). En cambio, el R-AMPA es un canal iénico que puede
ser tanto hetero- como homotetramero compuesto por las subunidades GluA 1, 2, 3 y/o 4.
En este receptor, la subunidad GluA2 determina la permeabilidad a calcio del canal, por lo
que el R-AMPA conteniendo la subunidad GluA2 es impermeable a este cation permitiendo
so6lo el fluyjo de Na+*/K*. En el telencéfalo de un animal adulto, las subunidades mas
abundantes son GluA1l y GluA2/3, por lo que R-AMPA con la configuraciéon GluA1/GluA2
son impermeables a calcio, y de esta manera el influjo dependiente de actividad de este
cation estd determinado por la presencia en la sinapsis del R-NMDA. Adicionalmente, la
composicién de subunidades de los receptores glutamatérgicos determina no sé6lo sus
caracteristicas biofisicas, sino también su interaccién con proteinas sinapticas y por tanto,
la transduccidn de la sefial. Mas aun, la presencia de estas en la sinapsis también determina
las caracteristicas morfoldgicas de la neurona, la complejidad y largo de arborizacion

dendritica y la morfologia de la espina dendritica. Asi, la presencia de R-NMDA con la
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subunidad GluN2B se asocia a neuronas con procesos mas largos y complejos (Sepulveda y
cols., 2010) y mientras espinas mas grandes se asocian con mayor respuesta a glutamato y
a espinas menos dindmicas (Kasai y cols., 2003; Kopec y Malinow, 2006). A su vez, espinas
grandes contienen predominantemente subunidades GIuN2A en sus R-NMDA (Alvarez y
Sabatini, 2007; Kobayashi y cols., 2007) y subunidades GluA2 en sus R-AMPA (Saglietti y
cols., 2007; Chen y cols., 2008; Medvedev y cols., 2008; Chen y cols., 2009). Estos cambios
en las subunidades se asocian a otros cambios moleculares como la presencia de proteinas
andamio especificamente asociadas a cada subunidad. Asi, los R-NMDA que contiene
GIuN2B unen preferentemente a SAP102, mientras los R-NMDA que contienen GIuN2A

unen preferentemente a PSD95 (van Zundert y cols., 2004).

Sinapsis glutamatérgica y depresion.

Diversos antecedentes muestran una alteracién en la neurotransmision
glutamatérgica en depresion y/o estrés. Un aumento en el contenido de glutamato ha sido
observado en sujetos sanos con antecedentes familiares de depresion (Taylor y cols., 2011),
en estudios post-mortem de cerebros de pacientes con depresion y en modelos animales de
la enfermedad (Hashimoto y cols., 2007). Una consecuencia de los cambios moleculares que
ocurren en las sinapsis glutamatérgicas son la atrofia dendritica y la disminuciéon del
volumen de ciertas estructuras cerebrales que se observa tanto en pacientes deprimidos
(Arango y cols., 1997; Cotter y cols., 2001; Drevets, 2003; Sheline, 2003; Frodl y cols., 2006)
como en modelos animales de la enfermedad (Magarinos y cols., 1996; Vyas y cols., 2002;

Silva-Gomez y cols., 2003; Cook y Wellman, 2004; Brown y cols., 2005; Donohue y cols,,
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2006; Liston y cols., 2006; Cerqueira y cols., 2007; McLaughlin y cols., 2007). Ademas, al
analizar la densidad y morfologia de las espinas, se han descrito claras alteraciones en
modelos de estrés repetido (Pittenger y Duman, 2008; Musazzi y cols., 2011). Es mas, en un
modelo de depresion por administracion de corticoides sintéticos disminuye la densidad de
espinas dendriticas en la corteza prefrontal (Cerqueira y cols., 2007). La disminucién de
densidad de espinas es revertida por la administracion de farmacos antidepresivos como
amitriptilina (Norrholm y Ouimet, 2001) o desipramina (Hajszan y cols., 2009).

Diversos antecedentes muestran que una gran cantidad de estructuras cerebrales se
afectan en depresion. La gran mayoria de ellas se conectan mediante proyecciones
glutamatérgicas. Por ello, estudiar como se organizan estas sinapsis y entender los cambios
que ocurren en modelos animales de esta patologia es fundamental en el estudio de la

depresion y del mecanismo de accidn de los fairmacos antidepresivos.

Estructuras cerebrales alteradas en depresion.

La visiéon clasica de las estructuras cerebrales implicadas en depresion tiene
relacién con los sintomas de la patologia (Figura 1). Entre ellas se encuentra la amigdala, el
hipotalamo y nicleo accumbens, ademas de estructuras telencefalicas como la corteza
prefrontal, la corteza cingulada y el hipocampo.

La participacion de otras zonas telencefalicas ha sido menos estudiada. La
neocorteza cerebral se organiza en capas o ldminas morfoldgicas que contienen distintos
tipos neuronales y se conectan diferencialmente con otras areas corticales o con el tilamo. .

Asi, desde la superficie pial hasta el cuerpo calloso en la parte mas profunda, la corteza
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cerebral contiene las capas I, II-1I], IV, V y VI. Asi por ejemplo, la capa IV contiene neuronas
granulares y aferencias taldmicas, mientras la capa V contiene neuronas piramidales de
gran tamafio que proyectan hacia estructuras sub-corticales, principalmente. El hipocampo
es una estructura telencefalica que se localiza en el 16bulo temporal de ambos hemisferios
cerebrales, y que participa en procesos de memoria y aprendizaje. Este se organiza en
areas: las areas CA por cuerno de Amdn, llamada asi por la forma de cuerno de carnero (y
que a su vez se subdivide en CA1, CA2, CA3 y CA4-5), el giro dentado (GD) y el subiculo. En
cada una de las areas CA se pueden distinguir diferentes estratos: el stratum oriens que
contiene las dendritas basales de las neuronas piramidales, el stratum piramidale con los
somas de las neuronas piramidales, el stratum radiatum contiene las dendritas apicales de
las neuronas piramidales y el stratum lacunosum-moleculare, las dendritas distales de las
neuronas piramidales y fibras de proyeccion. El stratum radiatum de CA1, recibe aferencias
desde las neuronas piramidales de CA3 sobre las dendritas proximales a través de las fibras
colaterales de Schaeffer , mientras que las dendritas mas distales reciben las aferencias
desde la corteza entorhinal (Steward, 1976). La morfologia neuronal y procesos como la
neurogénesis han sido muy estudiadas en el hipocampo pues podrian dar cuenta de los
déficit en memoria y aprendizaje observados en sujetos deprimidos (Santarelli y cols.,
2003). La amigdala es una estructura subcortical que participa en el control de emociones
como el miedo, por lo que alteraciones en ella podrian dar cuenta de exageradas respuestas
emocionales observadas en pacientes deprimidos. Por otra parte, es probable que cambios
a nivel del hipotdlamo estén relacionadas con las alteraciones neurovegetativas presentes
en algunos tipos de depresion (Berton y Nestler, 2006). Todas estas estructuras son

moduladas por proyecciones monoaminérgicas ascendentes del tronco encefalico, como el
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locus coeruleus, el nucleo del raphe, y por aferencias dopaminérgicas desde area ventral

tegmental, entre otras.

Glutamatergic
——— GABAergic
Dopaminergic
Peptidergic

Figura 1. Esquema de los circuitos neuronales y estructuras que participarian en los
sintomas de la depresidon. Se indica en colores la naturaleza neuroquimica de los
distintos circuitos: glutamatérgica (verde); GABAergica (rojo); Dopaminérgica (azul);
Peptidérgica (morado). Amy: amigdala; HP: Hipocampo; DR: Rafe dorsal; NAc: nucleo
accumbens; Hyp: hipotdlamo; FC: corteza frontal; VTA: area ventral tegmental; LC: locus

coereluos. Esquema tomado desde (Berton y Nestler, 2006)

En las estructuras telencefalicas antes mencionadas se han descrito alteraciones
anatémicas y morfoldgicas en pacientes deprimidos y en modelos animales de la
enfermedad. Por ejemplo, existe una directa relacién entre el volumen hipocampal y el

numero de episodios depresivos. Mientras mas episodios depresivos presenta el paciente,
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menor es el volumen hipocampal (Frodl y cols., 2006). La alteracién morfolégica mas
frecuentemente descrita es atrofia dendritica, es decir, reduccién del arbol dendritico de
neuronas piramidales glutamatérgicas, lo que ha sido observado en hipocampo y corteza
orbitofrontal de pacientes deprimidos (Rajkowska y cols., 1999; Sheline, 2003). Efectos
similares se describen en modelos animales de depresién inducida por estrés (Silva-Gomez
y cols., 2003; Brown y cols., 2005; Cerqueira y cols., 2007; McLaughlin y cols., 2007). Estos
cambios en la morfologia dendritica afectan negativamente el volumen de estas estructuras
y son revertidos por la accién de FADs o una vez finalizado el estimulo estresante (Conrad y
cols., 1999; Radley y cols., 2005).

Para el estudio de la depresion y del mecanismo de accién de los FADs se han
utilizado ampliamente modelos animales de esta patologia. Ellos reproducen algunos de sus
sintomas esenciales, pero evidentemente presentan la limitante que no permiten el estudio
del componente psicoldgico de la enfermedad. Obtener un buen modelo de depresién es
una necesidad actualmente ya que se han descrito algunas inconsistencias en los estudios

que seran abordadas mas adelante.

Modelos animales para el estudio de la depresion.

Uno de los grandes desafios que enfrenta el estudio de la depresion y de los
mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes, es la dificultad para encontrar modelos animales
que sean capaces de reproducir completamente los sintomas de la patologia (Cryan y cols.,
2002). El estrés repetido es un factor precipitante de la depresion (Kessler, 1997; Newport

y Nemeroff, 2000; Berton y Nestler, 2006; Krishnan y Nestler, 2008) y es capaz de inducir
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sintomas esenciales de esta patologia (es decir, presenta validez de semejanza), como la
anhedonia, el déficit cognitivo, la ansiedad y la desesperanza. En estos modelos de estrés
repetido el tratamiento farmacolégico permite revertir estos sintomas (es decir, presenta
validez de prediccion) (Mitchell y Redfern, 2005; Castagne y cols., 2009; Castagne y cols.,
2009; Ampuero y cols., 2010). Mas aun, las alteraciones neurobiolégicas que se inducen
después de un protocolo de estrés repetido son semejantes a las que originan o precipitan
la enfermedad (es decir, presenta validez de construcciéon) (Drevets, 2003). Con estos
antecedentes, el estrés repetido ha sido utilizado para inducir sintomas depresivos en
modelos animales. En éstos, el estresor puede ser de naturaleza fisica (reduccién de
movimiento, (McLaughlin y cols., 2007)) o psicoldgica (la exposiciéon a un depredador
(Magarinos y cols.,, 1996; Czeh y cols, 2007)) o la combinacién de distintos tipos de
estimulos estresantes en secuencias variables y no predecibles durante los dias
consecutivos (estrés cronico variable moderado, (Bessa y cols.,, 2009)). En todos estos
modelos, la aplicacién repetida de un estimulo estresante conlleva a la inducciéon de una
respuesta neurobiologica que simula muchas de las alteraciones presentes en la depresion.
Uno de los estresores mas utilizados es la reduccion de movimiento. Distintas versiones de
este método van desde la inmovilizacién completa en bolsas plasticas (Vyas y cols., 2002)
hasta la restriccion parcial de movimiento en tubos de acrilico perforado o en rejas de
alambre (McLaughlin y cols, 2007)). Las ventajas de estos modelos es su alta
reproducibilidad entre distintos laboratorios y la facilidad en la obtencion de los aparatos
de estrés (econémico y de facil disefio). A pesar de los diversos estudios que utilizan estos
procedimientos, no se sabe si son equivalentes en cuanto a su fisiopatologia y respuesta a

tratamientos antidepresivos. En este sentido, se han descrito algunas inconsistencias como
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por ejemplo, que la liberacidn de corticoesterona no aumenta en el modelo de la restriccién
de movimientos (Bravo J., 2007), mientras que en la inmovilizacién si aumenta (Vyas y cols,
2002). Nosotros utilizamos los modelos de restriccién de movimientos y de inmovilizacién
para determinar similitudes o diferencias en las conductas depresivas y en la eficacia con
que los FADs actiian sobre ellos.

Las conductas tipo depresivas que se pueden evaluar en estos modelos animales
son anhedonia, interaccién social, ansiedad y desesperanza aprendida. La ansiedad es un
estado fisioldgico y psicolégico caracterizado por la presencia de sentimientos de miedo y
preocupacidn y presenta alteraciones somaticas, cognitivas y conductuales. En esta tesis, se
analizé la ansiedad mediante la prueba que mide la inhibicién en la ingesta de alimento por
la exposicién a un ambiente novedoso (NSF por Novelty Suppressed Feeding) y la prueba
de laberinto en cruz elevado (EPM por Elevated Plus Maze). En ambas pruebas
conductuales el animal se somete a un conflicto entre explorar o protegerse de un ambiente
aversivo (espacio abierto). Asi, un animal con alta ansiedad preferira no explorar y
permanecerd en zonas mas protegidas. También se analizé la desesperanza aprendida
mediante las pruebas de suspensiéon por la cola (TST por Tail Suspension Test) y de
natacion forzada (FST por Forced Swiming Test). La desesperanza aprendida es un
concepto acufiado por Overmier y Seligman, y se refiere a un estado que se induce cuando
un animal es sometido a una condicién inescapable limitando la generacién de conductas
activas tendientes a lograr la supervivencia o el escape (Overmier y Seligman, 1967). Asi, un
animal al que se le indujo sintomas tipo depresivos se presentara inmdvil frente a una
condicion de estrés. La desesperanza aprendida hace una analogia con la pasividad ante

problemas observado en personas con depresidon (Porsolt y cols., 1978). La anhedonia o
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incapacidad para sentir placer se implement6 fuera del marco de esta tesis en nuestros
modelos animales mediante la prueba de preferencia de sacarosa. En ella, se mide
diariamente la preferencia del animal por consumir agua azucarada (sacarosa 1%). En un
animal normal aumenta el consumo conforme van pasando los dias de la prueba, mientras
en una animal crénicamente estresado disminuye (Rygula y cols., 2005) y el tratamiento

antidepresivo lo revierte (Monleon y cols., 1995).

Uso de_Fluoxetina en otras patologias.

A pesar de que la flx es uno de los farmacos mas prescritos para el tratamiento de la
depresidén, aun no se conoce a cabalidad los efectos de este FAD sobre el cerebro. En la
actualidad, la flx es utilizada ademdas para el tratamiento de otras patologias como el
trastorno bipolar, el trastorno obsesivo compulsivo, la bulimia nervioso, los trastornos de
panico e incluso para el tratamiento profilactico de la migrafia o del alcoholismo, y por otra
parte, en pacientes deprimidos es utilizada de manera preventiva incluso después de la
remision de los sintomas clinicos. Otro antecedente importante a considerar son los efectos
que tendria la administracién prolongada de flx en sujetos sanos. El trabajo de Serretti y
cols. describe que flx induce alteraciones en el patrén de suefio y en la conducta de sujetos
no deprimidos (Serretti y cols., 2010). Es por estas razones que estudiar los efectos de este
antidepresivo sobre neurotransmision glutamatérgica cobra especial relevancia ya que
como se menciond anteriormente, las sinapsis glutamatérgicas, sus receptores y sus
proteinas asociadas serian uno de los blancos de acciéon de los farmacos antidepresivos

(Pittenger y Duman, 2008). A su vez, estos efectos pueden ser examinados a nivel funcional
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y conductual mediante pruebas de aprendizaje y memoria que dependen de la indemnidad

de circuitos glutamatérgicos hipocampales.

Capitulo 3

Hipotesis

La administracién prolongada de FADs (flx o rbx) en ratas sometidas a estrés
repetido revierte los sintomas depresivos e induce cambios morfoldgicos y moleculares en

neuronas glutamatérgicas del telencéfalo.

Objetivo General.

Evaluar si la administracion prolongada de flx o rbx revierte los sintomas
depresivos inducidos por estrés repetido.
Evaluar si la administracion prolongada de flx modula el aprendizaje y la memoria e

induce cambios morfoldgicos y moleculares en neuronas piramidales telencefalicas.

Objetivos Especificos.

1. Establecer un modelo conductual de depresion inducida por estrés repetido en
ratas y determinar la dosis efectiva para revertir los sintomas depresivos por flx y
rbx.

1.1.- Evaluar pardmetros fisiolégicos y conductuales en dos modelos de estrés repetido

en que se aplica restriccion de movimiento o inmovilizacion.
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1.2.- Evaluar el efecto de la administracion prolongada de fIx o rbx sobre las conductas
depresivas inducidas por ambos tipos de estrés repetido.

1.3.- Determinar la dosis efectiva para cada uno de los FADs utilizados.
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2.- Determinar cambios en la morfologia dendritica de neuronas piramidales
inducidos por la administracion prolongada de flx.

2.1.- Evaluar si la administracion prolongada de flx induce cambios en el drbol
dendritico de neuronas piramidales en dreas telencefdlicas especificas.

2.2.- Evaluar si la administracién prolongada de flx induce cambios en la densidad y
en la morfologia de las espinas dendriticas de neuronas piramidales en dreas telencefdlicas

especificas.

3.- Determinar si la administracion prolongada de flx regula los niveles de
subunidades del R-NMDA (GluN1, GluN2A y GluN2B) y del R-AMPA (GluA1l y GluA2).

3.1.- Evaluar si la administracién prolongada de flx modifica los niveles de expresion
de las subunidades del R-NMDA: GIuN1, GIluN2A y GIluNZB y del R-AMPA: GluAl y GIuA2 en
dreas telencefdlicas especificas.

3.2.- Evaluar funcionalmente la expresion de las subunidades del R-AMPA.

4.- Determinar si la administracion prolongada de flx induce alteraciones en
procesos de memoria/aprendizaje.

4.1.- Evaluar si la administracion prolongada de flx modifica la respuesta conductual
en la Prueba de laberinto de Morris.

4.2.- Evaluar si la administracion prolongada de flx modifica la respuesta conductual
en la Prueba de Reconocimiento de Objeto Novedoso.

4.3.- Evaluar si la administracion prolongada de flx modifica la respuesta conductual

en la Prueba de Condicionamiento Pasivo.
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Capitulo 4

Metodologia

Animales y Farmacos.

Se utilizaron ratas macho Sprague Dawley con un peso aproximado de 250 g de
procedencia del Vivero de la Pontificia Universidad Catélica y mantenidas en el Bioterio de
la Universidad de los Andes. Estas son alojadas en grupos de 5 ratas 7 dias antes del
comienzo de los experimentos para habituarse al bioterio y al grupo de animales. Las ratas
siempre tienen acceso libre a agua y comida excepto cuando las condiciones experimentales
lo requieren. Los animales se mantienen en piezas aisladas con un ciclo luz/oscuridad
12:12 (luz 8:00 a 20:00 hrs.) y a temperatura ambiente controlada a 22+1°C. El manejo de
los animales y la administracidn de flIx o rbx se realizaron entre las 9:00-11:00 hrs. con el
fin de reducir alteraciones en el ciclo de actividad diaria de las ratas. Se administr6 a través
de una inyeccién intraperitoneal (i.p.): flx (Prozac, Eli Lilly) 0,7 mg/kg o 3,5 mg/kg; rbx
(Prolift, Pfizer) 0,13 mg/kg o 0,65 mg/kg o solucién salina (ver Figura 2). Se controlé el

peso de las ratas diariamente.

A B

CHz CH,

O we)

Figura 2. Estructura quimica de los FADs A) fluoxetina y B) reboxetina.
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Modelos de estrés repetido.

Se utilizaron 2 modelos de estrés repetido a) Restriccion de movimiento en cajas
de alambre e b) Inmovilizacion en bolsas plasticas (Ver Figura 3). Para el estrés por
restriccion las ratas fueron colocadas en cajas de las siguientes dimensiones: 18 cm de
largo, 6 cm de ancho y 6 cm de alto, lo cual limita la capacidad de movimiento del animal
(McLaughlin y cols., 2007). Mientras, para el estrés por inmovilizacion las ratas se colocan
en una bolsa de plastico en forma de cono ajustada al tamafio del animal, la cual impide
cualquier movimiento, y que tiene una perforacién en la zona de la nariz para permitir la
respiracion del animal (Vyas y cols., 2002). Ambos tipos de estrés se aplican durante 2
horas diarias (9:00-11:00 hrs.). El protocolo completo de estrés tiene una duracién de 38

dias.

Figura 3. Imagenes de los aparatos utilizados para inducir estrés. A) Estrés por

restriccion en caja de alambre y B) Estrés por inmovilizacidn en bolsa plastica.
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Protocolo experimental de estrés y tratamiento antidepresivo.

Se utilizé el disefio experimental planteado en Czéh B (Czeh y cols., 2007). Antes de
comenzar el protocolo, los animales son mantenidos en un periodo de habituacién de 1
semana. El protocolo de estrés se realiza entre los dias 1 y 10, después de los cuales se
evalua si se indujeron sintomas depresivos. Entre el dia 11 y 38 se administran los FADs (flx
y rbx) o soluciéon salina (vehiculo) segin corresponda. Durante los periodos de
administraciéon de FADs, los animales son inyectados 30 min. antes de la sesion diaria de
estrés (ver Figura 4). Se realizaron 15 grupos experimentales los que se agruparon en 3

categorias: Categoria Control: Vehiculo; flx 0,7; flx 3,5; rbx 0,14; rbx 0,7. Categoria

restriccién de movimiento (Rest): Rest + vehiculo, Rest + flx 0,7; Rest + flx 3,5; Rest + rbx

0,14; Rest + rbx 0,7. Categoria Inmovilizacién (Inmov): Inmov + vehiculo, Inmov + fIx0,7;

Inmov + flx 3,5; Inmov + rbx 0,14; Inmov + rbx 0,7.

m

* Rest + Veh * Inmov + Veh
-ﬂxOT Rest + flx 0,7 + Inmov + flx 0,7
» flx3,5 Reat+ﬂ335 + Inmov + flx 3,5
« Rbx 0,13 + Rest + Rbx 0,13 + Inmov + Rbx 0,13
+ Rbx 0,65 * Rest + Rbx 0,65 + Inmov + Rbx 0,65
Habituacién | No estrés No estrés
Habituacién | No estrés FAD
Habituacién Estrés Estrés
Habituacién Estrés Estrés + FAD
d 104 28d Dias

Figura 4. Esquema Disefio experimental. A) Grupos experimentales, categorias: Control,
Restriccion e Inmovilizacion. B) Protocolo experimental mostrando los dias de duracion de

cada etapa.
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Pruebas Conductuales.

Una hora después de la dltima dosis de FAD se realizaron las pruebas conductuales.
Estas se realizaron en una secuencia ordenada desde menor a mayor aversion de la prueba.
Segin esto la secuencia de realizaciéon de las pruebas conductuales es: Prueba de la
inhibicién a la ingesta de alimento inducida por novedad, Prueba de la actividad motora
espontanea, Prueba del laberinto en cruz elevado, Prueba de la suspensién por la cola,
Prueba de la natacién forzada. Otros grupos independientes de ratas fueron sometidas a:
Pruebas de Laberinto de Morris, Prueba de Reconocimiento de Objeto Novedoso y Prueba

de Condicionamiento Pasivo. Todas las pruebas conductuales se realizaron a la misma hora.

1.-Pruebas conductuales para medir ansiedad.

a) Prueba inhibicion a la ingesta de alimentos inducida por novedad.

En la Prueba de inhibicién en la ingesta de alimento inducida por novedad (NSF:
Novelty Suppressed Feeding), el animal se priva de alimento durante 24 hrs. El aparato de
prueba consiste en una caja de acrilico de 80x70x40 cm de paredes oscuras y cubierta con
viruta de madera en el piso. Se introduce en el centro de la caja un pellet de alimento sobre
un papel filtro blanco (10 cm diametro) iluminando con luz suave (iluminacion de: esquinas
0,2 lux.; centro:15 lux). Se ubica el animal en una esquina de la caja y se registra la latencia
o el tiempo que demora en tener una conducta activa de alimentacién con un maximo de

15 minutos (Bodnoff'y cols., 1988); (Dulawa y Hen, 2005). Se retira el animal una vez que
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muerde el alimento. Posteriormente, se registra el consumo de alimento durante 5 min.

cuando esta de regreso en su propia caja de almacenamiento.

b) Prueba del Laberinto en cruz elevado.

En la Prueba del laberinto en cruz elevado (EPM: Elevated Plus Maze) el aparato
consiste en una estructura en forma de cruz de acrilico negro que se ubica a 83 cm del piso.
Posee 2 brazos abiertos (50x10 cm), dos brazos cerrados (50x10x40 cm) y una plataforma
central (10x10 cm). El laberinto se ubica en una pieza en penumbra (1 lux). Cada rata se
coloca en este laberinto inmediatamente después de realizada la prueba de actividad
motora espontanea ubicandola en el centro del laberinto mirando hacia uno de los brazos
abiertos. Se registra el nimero de entradas y el tiempo de permanencia en cada uno de los
brazos durante 5 minutos. Se define una entrada cuando el animal se ubica con las 4 patas
en alguno de los brazos (File y cols., 2004). El tiempo total que el animal explora el brazo
abierto se considera una medida de ansiedad, ya que las ratas buscan los espacios
protegidos por sobre los espacios abiertos. Mas adn la administracion aguda de farmacos
ansioliticos como las benzodiacepinas (diazepam) aumenta significativamente el tiempo de

exploracion de los brazos abiertos.

2.- Pruebas conductuales para medir desesperanza aprendida.

La desesperanza es uno de los sintomas de la depresiéon que puede ser evaluada en

roedores. Seligman defini6 el concepto de desesperanza aprendida, como una condicién
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que se induce cuando un animal es sometido a situaciones de estrés incontrolable
generando una disminuciéon de la capacidad de respuesta frente a un estimulo nocivo
(Overmier y Seligman, 1967)

La desesperanza aprendida se evalua mediante dos maneras: 1.- La Prueba de
suspension de la cola (TST; Tail Suspension Test). y 2.-La Prueba de natacién forzada, (FST:
Forced Swiming Test). El TST y FST son considerados los principales paradigmas para
investigacién preclinica de antidepresivos. Al someter a un animal a una situacion de estrés
inescapable, una menor actitud activa por escapar o luchar tiene correlaciéon con un

aumento en la desesperanza (Porsolt y cols., 1978; Castagne y cols., 2009).

a) Prueba de suspension de la cola.

Las ratas son individualmente suspendidas de la cola mediante una pinza ubicada a
5 cm desde el inicio de ésta, manteniendo una distancia de 40 cm desde la pinza al nivel de
mesa. Se registra durante 6 minutos el tiempo de en el que el animal permanece en una

postura de completa inmovilidad (Ampuero y cols., 2010).

b) Prueba de natacién forzada.

Esta prueba se desarrollé de acuerdo a la modificacién sugerida por Lucki (Lucki,
1997) al método original descrito por Porsolt (Porsolt y cols., 1978). El aparato consiste en
un cilindro de acrilico transparente de 50 cm de alto x 20 cm de diametro con agua

temperada. La altura de la columna de agua es de aproximadamente de 30 cm. evitando que
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la cola del animal toque el fondo del cilindro. Las ratas son expuestas durante 15 minutos el
dia 39 (pre-prueba), al dia siguiente la rata es sometida nuevamente a la prueba de
natacién por 5 minutos (prueba). Se registran tres respuestas conductuales: inmovilidad
(tiempo en que la rata sélo realiza movimientos necesarios mantener la nariz sobre el
agua), nado (tiempo en que la rata nada dentro del cilindro cruzando de un cuadrante a
otro) y el escape (tiempo en que la rata realiza acciones para tratar de escapar o escalar
por las paredes del cilindro). El tiempo de inmovilidad es considerado un indice de

desesperanza ya que el animal disminuye o pierde la capacidad de lucha o supervivencia.

3.- Prueba de Actividad Motora.

Las ratas son individualmente introducidas en una caja de acrilico transparente de
dimensiones 30x30x35 cm de alto localizada dentro de una camara insonorizada. El piso de
la caja tiene un contador de actividad (Lafayette Instrument Co, Lafayette, IN) conectado a
un contador electromecanico. Se registra durante 30 min. la actividad motora espontanea,
las veces que se levanta en dos patas (levantadas) y el tiempo total gastado en limpieza
(acicalamiento). La iluminacién al interior de la caja se mantuvo constante durante la
prueba a 90 lux. Los animales son registrados mediante la observacién de una camara

digital Sony conectada a un computador (Diaz-Veliz y cols., 2004).
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4.- Prueba de Laberinto de Morris.

El protocolo utilizado es una modificacién del método descrito por Morris (Morris,
1984). Es una prueba ampliamente usada para evaluar memoria espacial en roedores. El
aparato consiste en una piscina circular (200 cm didmetro, 50 cm profundidad) llena con
agua temperada (22°C ) hasta 30 cm desde el fondo. La piscina se divide en 4 cuadrantes de
areas iguales, cada area es arbitrariamente nombrada Norte, Sur, Este y Oeste. Una
plataforma de (17 cm didmetro) se ubica bajo la superficie del agua en la mitad del
cuadrante norte. Esta plataforma tiene el mismo color que la piscina, de tal manera de
impedir que el animal la detecte. La sala de procedimiento contiene claves visuales sobre la
pared y los observadores siempre se ubican en la misma posicién dentro de la sala. Las
ratas son sometidas a 5 sesiones diarias de nado separadas por 1 hora, durante 5 dias. Para
esto, las ratas son introducidas al agua mirando las paredes de la piscina desde cada uno de
los cuadrantes elegidos en forma aleatoria. Se registra el tiempo que demora en encontrar
la plataforma sumergida (latencia), con un tiempo maximo de 120 s. Una vez alcanzada la
plataforma se permite que la rata permanezca en ella por 30 s. Se registra la latencia o el
tiempo que demora en encontrar la plataforma sumergida. 17 dias después de terminado el

entrenamiento se realiza una unica sesiéon de nado para medir la memoria remota.

5.- Prueba de Condicionamiento Pasivo.

Esta prueba requiere que el animal deje de realizar una conducta que previamente

fue adquirida. La rata es entrenado para que realice una conducta intuitiva, entrar a un
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compartimiento oscuro. Una vez que el animal aprende, recibe un estimulo negativo (shock
eléctrico). 24 hrs. después se registra el tiempo que demora el animal en volver a entrar al
compartimiento oscuro (latencia al escape). La Prueba de evitacion pasiva evalda memoria
no espacial y es dependiente, ademas del hipocampo, de otras estructuras como la

amigdala.

El aparato consiste en una doble cidmara de condicionamiento (Lafayette
Instrument Co.) compuesto de 2 unidades de prueba de acero inoxidable, cada una
equipada con una grilla de 18 barras en el piso, iluminacién y generador de tono y shock
eléctrico (Mallory Sonalert 2800 Hz, Lafayette Instrument Co.). Una de las cdmaras
permanece iluminada mientras la otra estd oscura y conectada a través de una puerta de
guillotina dejando una pequefia rendija entre ambos compartimientos. El dia 1 se somete a
las ratas a 3 sesiones separadas por 1 hrs. Se introduce el animal en la cAmara iluminada en
oposicion a la puerta de guillotina y se registra el tiempo que el animal demora en entrar a
la cdmara oscura. Una vez dentro de la cadmara se cierra lentamente la guillotina y se
esperan 10 s antes de retirar el animal. Si el animal no entra se registra la latencia de 300s y
se introduce a través de la rendija a la cAmara oscura. En la Gltima sesion del dia 1 una vez
que la rata entra a la cdmara oscura, se aplica un shock eléctrico de 0,2 mA durante 2 s.
Inmediatamente después del entrenamiento la rata es removida desde el aparato y llevada
de vuelta a su propia caja. El dia 2 la rata es introducida en el compartimiento iluminado y
se registra la latencia a entrar en el compartimiento oscuro con un maximo de 300s. La
latencia de entrada de la rata al compartimiento oscuro, lugar donde recibe el choque

eléctrico, se considera un indice de la memoria de retencion. (Ver Figura 5).

44



3 sesiones, dia 1 1 sesion, dia 2

$
Q% — Q%

Figura 5. Disefio experimental de la Prueba de Condicionamiento Pasivo. Prueba
conductual disefiada para evaluar la memoria a un estimulo aversivo. Doble camara de
estimulacién con un compartimiento oscuro y otro iluminado separado por una puerta de

guillotina.

6.- Prueba de Reconocimiento de Objeto Novedoso.

La prueba evalia el tiempo que las ratas, previamente expuestas a dos objetos
idénticos, gastan en explorar un objeto novedoso. El animal es inicialmente expuesto a dos
objetos idénticos (familiar), mientras una segunda exposiciéon se compara el tiempo que el
animal utiliza en reconocer un objeto novedoso, que reemplaza a uno de los objetos
familiares. Los roedores son animales curiosos, por lo que una conducta etolégica es
preferir el reconocimiento del objeto novedoso por sobre el objeto familiar. En la Figura 6,
se muestra un esquema de la prueba y se indica que se puede realizar la misma prueba
secuencialmente con un mismo animal. Para ello, se necesita de dos objetos idénticos
(denominados A1 y A2) mas uno diferente (B1, para la primera prueba, mientras la segunda
prueba utilizara otro par de objetos familiares C1 y C2 y un segundo objeto novedoso D1).
El aparato utilizado consiste en un arena de acrilico transparente de 60x40 cm con paredes

de 30 cm. Se utilizaron dos pares de objetos, 1¢r par: 1 botella vidrio de 100ml (marca
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schott) y un frasco de vidrio de 250 ml (jugo), 2de par de objetos: un frasco de plastico
marca Falcon de 50 ml y una ampolleta de vidrio empavonado. La prueba se realizé de 3
etapas: habituacion, entrenamiento y prueba. La conducta de las ratas se registré6 mediante
una cadmara de video ubicada sobre el arena. La habituacién se realizd en 3 sesiones:
lera(dia 1 AM), 242 (dfa2 AM) y 3era (dia 2 PM), durante las cuales las ratas fueron expuestas
al arena sin objetos por 10 minutos. En la etapa de entrenamiento (dia 4), la rata fue
expuesta durante 10 minutos a dos objetos idénticos en uno de los extremos del arena (Al
y A2: frascos de vidrio de 100 ml). En la etapa de prueba se evalia la preferencia de la rata
por explorar un objeto novedoso. Para evaluar memoria a corto plazo, 60 minutos post
entrenamiento a la rata se le permite explorar durante 3 minutos el arena con uno de los
objetos nuevo (A3 y B1). EL objeto A3 es idéntico a A1 y A2 por lo tanto le parece familiar
mientras Bl es el objeto novedoso. Para evaluar memoria a largo plazo, 24 hrs. post
entrenamiento se vuelve a evaluar la preferencia por el objeto novedoso. Para evaluar esta
respuesta en el mismo grupo de ratas, él dia 5 se vuelve a realizar la habituacion en el arena
sin objetos. Luego, el dia 6 se realiza la segunda sesion de entrenamiento con un nuevo par
de objetos idénticos (C1 y C2). La prueba para evaluar memoria a largo plazo se realiz6 24
hrs. post entrenamiento. Para esto a la rata se le permitié explorar durante 3 minutos el
arena con un nuevo par de objetos (C3 y D1). En todas las pruebas se registraron 3 minutos
de exploracion. Se cuantificé el tiempo de contacto en cada uno de los objetos. La posicion

de los objetos fue alternada izquierda/derecha para evitar preferencia de lugar.
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Figura 6. Disefio experimental de la Prueba de Reconocimiento Objetos. Prueba
conductual disefiada para evaluar la memoria de reconocimiento de objeto novedoso. Hab.:
habituacion, arena sin objetos; Ent.: entrenamiento 1¢r par de objetos ; Pruebal: ORM 60
min. después de entrenamientol; Ent. 2: entrenamiento 24 par de objetos; Prueba 2: ORM

24 hrs. después entrenamiento 2. Objetos: A1y A2:ll; B1:@®; C1yC2:A; D1: ®.

Las ratas fueron anestesiadas mediante inyeccion intraperitoneal de una soluciéon
de ketamina (50 mg/kg)/xilasina (5 mg/kg). Se fijo el tejido por perfusion intracardiaca con
una solucion de fijacién que contiene: 4% paraformaldehido; 0,3% acido picrico en tampdn
fosfato salino (PBS: NaCl 0,1M, KCI 0,001M, Na;HPO; 0,01M y KH,PO4 0,001M ) a 37°C
seguido por perfusion a 4°C. Las ratas se decapitaron y se les removio el cerebro, se postfija
en la misma solucién de fijacién por 16 hrs. Luego los cerebros se incubaron con una

solucidn crioprotectora de sacarosa 30% p/v en PBS-azida por 48 hrs.

Protocolo de Inmunohistoquimica.

Se realizaron cortes coronales (30 um) seriados en un criostato y se realizaron los

siguientes tratamiento: lavado con PBS, bloqueo de la peroxidasa endégena con 0,5% H-0:
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v/v en PBS, lavado, solucién de bloqueo (tritédn 0,4% , azida 0,02%, suero normal de cabra
(NGS) 5% y albiumina de suero de bovino (BSA 0,1% en PBS). Luego, los cortes se
incubaron con el anticuerpo primario en la misma solucién de bloqueo. Se realizaron curvas
de titulacion y se probaron distintos tiempos de incubacién para los anticuerpos primarios.
Posteriormente, los cortes se lavaron y se incubaron con el anticuerpo secundario
compatible (Jackson Immunoresearch) a una concentraciéon 1:1000 por 2 hrs. en una
solucién de tritén 0,4%, azida 0,02%, NGS 3% y BSA 0,1% Finalmente, los cortes se
lavaron y se incubaron con el complejo ABC-avidina-biotina acoplada a la enzima
peroxidasa de rabanito (Vectastien ABC Complex, Vector Laboratories) para amplificar la
senal colorimétrica. La deteccion de la sefial de color se realiz6 utilizando como sustrato
3,30-diaminobenzidina (DAB, Sigma) en una solucién de revelado (DAB 0.05%, H202 0.01%,
NiCl; 0.15 % en tampoén Tris (Trizma base 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6). El producto de la
reaccion fue un precipitado de color negro. Los cortes fueron montados sobre portaobjetos
gelatinizados (gelatina 0,1%, Merck), deshidratados y clarificados con xilol (Merck) para
luego ser cubiertos con Entellan (Merck).

Se analizé la inmunorreactividad en secciones coronales de distintas areas

telencefalicas: Corteza RSGb e Hipocampo: desde interaural 5.86 mm/bregma -3.14 mm

hasta interaural 4.84 mm/ bregma -4.16 mm. Corteza PrL y M2: desde interaural 13.20

mm/bregma-4.20 mm hasta interaural 11.20/bregma -2.20 mm (Atlas de la rata, Paxinos
and Watson, 1998). Se analizaron las neuronas piramidales de la capa V de las cortezas
RSGb y PrL y de la capa II-1II de las cortezas PrL y M2. Se realizaron las microfotografias
utilizando microscopio Axioscope (Zeiss, Germany; 10x magnificacion 0.3 apertura

numérica) acoplado a una cdmara digital Coolpix 995 (Nikon, Japan) con una magnificacion
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final de 880x. Se cuantificé el nimero de células inmunopositivas en areas corticales iguales
de 0,0289 mm? de al menos 5 imagenes por area, mediante el programa Image ] (National

Institutes of Health).

Tincion de Golgi.

El cerebro fijado se lavé con agua destilada y se incubd durante 10 dias con una
mezcla de partes iguales de los reactivos A+B del Kit. FD Rapid GolgiStain™ (FD Neuro
Technologies, Inc., Ellicott city, MD, USA). Se realizaron cortes coronales de 200 um en un
micrétomo. Las secciones se montaron en portaobjetos gelatinizados y se incubaron con
una mezcla 1:1:2 (correspondiente a: reactivo D:reactivo E:agua). Las secciones fueron
deshidratadas mediante el paso por soluciones alcohélicas seriadas y se limpiaron con xilol
para cubrirlas con Entellan (Merck). Los portaobjetos fueron codificados para realizar el
analisis en doble ciego. Las neuronas fueron seleccionadas utilizando los siguientes
criterios: (1) la ausencia de dendritas truncadas, (2) impregnaciéon oscura constante a lo
largo del arbol dendritico y (3) aislacidn relativa desde células gliales vecinas u otras
neuronas que se superpongan en el campo visual de analisis. Se dibujaron las neuronas
seleccionadas utilizando una camara lucida acoplada al microscopio (500X, BH-2, Olympus
Co., Tokyo, Japan). Posteriormente, las imagenes fueron digitalizadas en un escaner (8-bit,

escala de grises, 600 dpi).
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Anadlisis morfométrico.

El andlisis de las imagenes escaneadas se realizé con el programa Scionlmage
Corporation. Se midi6 el largo dendritico de las ramificaciones basales y apicales y el area
del soma de neuronas piramidales de la corteza.

Se cuantificd la densidad y morfologia de las espinas en neuronas piramidales
utilizando una reticula de 10x10.

Corteza cerebral: Se ubicé la reticula al comienzo de una dendrita primaria o de una

dendrita secundaria y cuantificaron los primeros 80 um. Se midieron 1200 espinas desde
18 a 23 neuronas por condicion.

CA1, Hipocampo: Se ubic6 la reticula al comienzo del proceso y se cuantificaron los

primeros 50 um. Se analizaron dendritas secundarias proximales al soma (<50 stratum
radiatum) y distales al soma (>100 um, stratum lacunosum moleculare). Se midieron 1000-

1200 espinas desde 10 a 11 neuronas por condicion.

Las espinas dendriticas fueron clasificadas bajo microscopio a distintos planos
focales, por un Unico observador, en doble ciego segun el criterio descrito en Hering
(Hering y Sheng, 2001) y utilizado en (Ampuero y cols., 2010). Se determinaron 3
categorias en base al tamafo/didmetro del cuello y cabeza en: Filopodio/Delgadas (D),
Callampa/Ramificada (C) y Boton (B). Las espinas delgadas (D) tienen un cuello de mayor
longitud que la cabeza y el tamafio de la cabeza no se diferencia del didametro del cuello. Las

espinas boton (B) tienen una longitud similar al diametro del cuello. Las espinas callampa

50



(C) tienen un didmetro del cuello mas pequefio que el tamafio de la cabeza y las espinas

ramificadas tienen méas de una cabeza emergiendo desde la base de la dendrita.

Tincion de Cobalto.

Para detectar la presencia diferencial de subunidades del R-AMPA, se realizé la
tincion de cobalto. Se utilizé un protocolo modificado desde Borbely y cols. (Borbely y cols.,
2009). Las ratas se decapitaron, se les removié el cerebro y se cortaron rebanadas de
hipocampo dorsal (6 - 10 rebanadas de 200-250 pm por rata). Estas se incubaron en
tampon libre de Calcio por 5 min (KCl 4,6 mM , MgS04 1,2 mM, glucosa 10 mM, NaCl 118

mM , Na-HEPES 25 mM, pH 7,4). Posteriormente, se incubaron en tampoén de incorporacién

por 10 min. (KCI 5 mM , MgCl, 2 mM, glucosa 12 mM , sacarosa 139 mM, NaCl 57,5 mM ,
CaCl; 0,75 mM, NaHCO3 20 mM, pH 7,4) con CoCl; 5mM y los siguientes antagonistas: acido
2-amino-5-phosphonopentanoico (APV) 40 pM , tetrodotoxina (TTX) 1 uM , Nimodipina 2
uM. Los controles negativos se les agreg6 un antagonista del R-AMPA 6-Cyano-7-
nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX) 20 pM. Luego se incubaron con el agonistas para el R-
AMPA 4cido quiscudlico (QA) por 20 min. a temperatura ambiente. La reaccién se terminé
incubando las rebanadas durante 5 min. con tampén de incorporacién mas EDTA 2mM.
Finalmente, las rebanadas se incubaron con (NH4)2S 0,24% v/v en tamp6n de incorporaciéon
formandose un precipitado de cobalto. Las rebanadas fueron lavadas 2 veces con tampoén
de incorporacion, fijadas en glutaraldehido 0,8% v/v por 4 hrs. y deshidratadas en solucién
de sacarosa 30% por 48 hrs. Para intensificar la reaccion las rebanadas fueron lavadas con

agua destilada por 5 min. y luego incubadas con una solucién que contiene AgNO3 0.1% en
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sacarosa 292 mM, hidroquinona 15,5 mM y A&cido citrico 42 mM por 1 hrs. a 40°C
manteniendo agitacidn suave. La reaccion fue terminada por dilucién en 2 volimenes de
agua. Después de este procedimiento las rebanadas fueron montadas en PBS-10% glicerol.
Para la cuantificar la tincion se realizaron fotografias utilizando una cdmara Nikon
(coolpix 995) acoplada a una lupa de diseccion. Mediante el programa Image], se cuantifico
el area CA1 del hipocampo dorsal, en imagen digital se midi6 la intensidad promedio en 5
campos de 114,0 x 28,5 um (3,250 um2) en cada una de las capas de CA1l (stratum
piramidale, stratum radiatum y stratum oriens). Los valores se normalizaron mediante el

porcentaje de tincidén respecto a la intensidad de tincién en el stratum piramidale.

Anadlisis Estadistico.

a) Andlisis estadistico de las Pruebas conductuales que miden Ansiedad y

Desesperanza aprendida.

Se utiliz6 andlisis de componentes principales (ACP) para identificar patrones de
correlacion entre las variables originales (medidas directamente) antes y después del
tratamiento. Este método permite reducir las variables originales a 1 6 2 dimensiones, de
tal manera de facilitar la comparacion entre grupos experimentales y la determinacién de
significancia estadistica (ver Apéndice III). Posterior al ACP se compararon los grupos
mediante un Analisis de Varianza (Anova) de una entrada, utilizando la Prueba de

Bonferroni a posteriori **,

52



b) Anadlisis estadistico de las pruebas de actividad motora espontdnea.

Se determiné significancia estadistica mediante Anova de una entrada, seguido de

un post hoc Bonferroni **,

c) Andlisis estadistico de la prueba del Laberinto de Morris.

Para determinar si las curvas de aprendizaje de las ratas control y las ratas tratadas
con flx son estadisticamente diferentes se realiz6 estadistica multivariada. Se desarrollé un
modelo mixto para datos con medidas repetidas:
t=Bo + B1x dia + B2x cond + B3x cond x dia + Bsx dia? + Bsx cond x dia? .

Donde dia corresponde a los 5 primeros dias del aprendizaje y cond corresponde a
la condicion de la rata: control o flx.

Se comparé la latencia observada dia 15 post aprendizaje en los grupos control y flx

mediante una Prueba t de Student.

d) Andlisis estadistico de la Prueba de Condicionamiento Pasivo.

Se compard la latencia que la rata demora en cruzar al compartimiento obscuro en

los grupos control y flx mediante una Prueba t de Student **.
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e) Anadlisis estadistico de la Prueba de Reconocimiento de Objeto Novedoso.

Para comparar los tiempos de exploracion totales gastados en el objeto novedoso
entre los grupos control y flx se utiliz6 el método de Kaplan-Meier. Adicionalmente, se

normalizaron las respuestas del tiempo en dos variables: razédn de diferenciaciéon, que

corresponde al tiempo gastado en explorar objeto novedoso menos el tiempo gastado en

explorar el objeto familiar, y razén de discriminacién, que corresponde al tiempo gastado

en explorar el objeto novedoso dividido por el tiempo total de exploracion. Después de este

andlisis, se determind si significancia estadistica mediante la Prueba t de Student **.

f) Andlisis estadistico para los resultados obtenidos de los experimentos de

Inmunohistoquimica, Tincién de Cobalto y de Tincién de Golgi

Se determin6 significancia estadistica de los resultados para los grupos control y flx

mediante la Prueba de Mann-Whitney **.

** Para todas las pruebas se considerd significancia estadistica p < 0,05 y se utiliz6 el

programa para analisis estadistico STATA 9.0.
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Capitulo 5:

Resultados Experimentales

1. Establecer un modelo conductual de depresion inducida por estrés repetido en ratas

y determinar la dosis efectiva para revertir los sintomas depresivos por fIx v rbx.

1.1. Evaluar pardmetros fisiolégicos y conductuales en dos modelos de estrés repetido

en que se aplica restriccion de movimiento o inmovilizacion.

1.1.1. Efecto de 10 dias estrés repetido sobre pardmetros fisiolégicos.

Se evaluaron dos protocolos ampliamente utilizados para inducir estrés, la
Restriccién de movimiento y la Inmovilizacidn. Después de 10 dias de estrés repetido se
analizé si los dos modelos de estrés empleados inducen cambios significativos en
parametros fisioldgicos como la ganancia de peso corporal y peso de las glandulas
adrenales, y en parametros conductuales como ansiedad y desesperanza aprendida. Ambos
paradigmas de estrés repetido, restricciéon e inmovilizacién, disminuyeron la ganancia de
peso corporal (Figura 7A). No se encontraron diferencias significativas entre restriccion e
inmovilizacién. Ademas, una vez finalizadas las pruebas conductuales se midi6 el peso de
las glandulas adrenales y se normalizé segun el peso al inicio del tratamiento (Figura 7B).
Se observan aumentos en ambos modelos. En este caso, encontramos que el peso de las

glandulas es mayor después de inmovilizaciéon cuando se compara con restriccidon (p<0,05).
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Figura 7. Determinacion de parametros fisiologicos después de 10 dias de estrés
repetido. A) Curso temporal de la ganancia de peso corporal de ganancia de peso corporal
durante los primeros 10 dias de exposicion a estrés (F(228=8,472, p<0,01). B) Efecto de 10
dias de estrés repetido sobre el peso de las glandulas adrenales (mg/100 g de peso
corporal) (F(225=16,06 p<0,0001). Los valores representan el promedio + EE. Controles:
n=13, restriccién: n= 11 e inmovilizaciéon: n=11. Andlisis estadistico Anova de una entrada
seguido de un post-hoc Bonferroni, significancia estadistica * = p<0,05, ** =p < 0,01, **=p

<0,001.

1.1.2. Efecto de 10 dias de estrés repetido sobre parametros conductuales.

Para evaluar la induccién de sintomas depresivos en ambos modelos, se analiz6 la
ansiedad a través de las pruebas de NSF y EPM y la desesperanza aprendida mediante el
TST y FST (Figura 8).

Para comparar los resultados de las variables que miden ansiedad y desesperanza

en cada una de las condiciones experimentales se realizd andlisis de componentes
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principales (ACP) (ver apéndice III). Se obtuvieron 2 factores que fueron designados como
ansiedad y desesperanza aprendida. La ansiedad resume la variacidon de las variables del
NSF y EPM, mientras la desesperanza resume la variacion de las variables del TST y FST. En
cada una de las columnas del grafico de cajas (box plot) se observa la media, percentil 75,
percentil 25, maximo y minimo. Los resultados obtenidos no muestran que después de 10
dias de estrés repetido ambos modelos de estrés fueron efectivos en aumentar la ansiedad

y la desesperanza aprendida.
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Figura 8. El Anadlisis de Componentes Principales revela que 10 dias de estrés
repetido inducen conductas depresivas. Los valores del eje Y representan el valor de los
los factores ansiedad y desesperanza para cada una de las condiciones experimentales,
control, restriccién e inmovilidad. A) Ansiedad (F(226=11,32, p<0,001) y B) Desesperanza
Aprendida (F227)=1094, p<0,001). Grafico de cajas en donde se muestran los percentiles
P25 y P75, la media, los maximos y minimos. Controles: n=15, Restricciéon: n= 12 e
Inmovilizaciéon: n=12. Andlisis estadistico Anova seguido de una entrada seguido de un post

hoc Bonferroni, *=p <0,05, **= p<0,01 con respecto al control.
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En el NSF se controla el consumo de alimento una vez que el animal es devuelto a
su propia caja de almacenamiento. No se observaron diferencias significativas en el
consumo debido a estrés repetido (control: 1,212 + 0,1054; Rest: 0,9323 + 0,1669; Inmov:
0,8647 + 0,1460; F(233=1,927 , p=0,1617). Adicionalmente, para comprobar que la
diferencias observadas en las pruebas conductuales no se deben a alteraciones motoras de
los animales se midi6 durante 30 minutos la actividad motora espontanea, el tiempo de
acicalamiento y el nimero de levantadas (cuando el animal se levanta en sus patas
traseras). No se observaron diferencias significativas en ninguno de los grupos
experimentales excepto en el nimero de levantadas, donde se observaron diferencias entre
el control y el grupo de ratas expuestas a estrés por inmovilizaciéon (Figura 9 B, C, D), lo

que esta de acuerdo con una mayor nivel de ansiedad (Ampuero y cols., 2010).
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Figura 9. Efecto de 10 dias de estrés repetido sobre la actividad motora espontanea.
A) Actividad motora espontanea total. B) N¢ de levantadas, C) Tiempo de

acicalamiento. Valores representan el promedio *+ EE. controles: n=15, restricciéon: n=12 e
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inmovilizacién: n=12. Andlisis estadistico Anova de una entrada seguido de post-hoc
Bonferroni. *= p<0,05 comparado contra control.
Estos resultados indican que 10 dias de estrés repetido por restriccion o por

inmovilizacién son suficientes para inducir sintomas depresivos.

1.2. Evaluar el efecto de la administracion de flx o rbx sobre las conductas depresivas

inducidas por estrés repetido.

Para determinar si la administracién prolongada de FADs es capaz de revertir los
efectos deletéreos del estrés, se administré durante 28 dias flx, rbx o solucién salina en
grupos de ratas estresadas y control (Figura 3, disefio experimental). Se realizé Andlisis de
Componentes Principales (ACP) de los resultados obtenidos en las pruebas conductuales,
obteniéndose dos factores: ansiedad y desesperanza aprendida. Se construyé un grafico de
puntos para mostrar la correlaciéon entre los factores ansiedad (abscisa) y desesperanza
aprendida (ordenada), separando los animales en tres grupos segun el tratamiento
farmacolégico recibido (Tabla 1). Los resultados fueron analizados independientemente
del protocolo de estrés al que fueron sometidos: control (Figura 10A), restriccién (Figura
10B) e inmovilizacion (Figura 10C). En cada grafico, en el cuadrante que corresponde a los
valores negativos de desesperanza y ansiedad se ubican todos los animales que presentan
menor ansiedad y desesperanza, mientras que el cuadrante que corresponde a los valores
positivos, se ubican los animales que presentan mayor ansiedad y desesperanza. En el
grafico del grupo control, se observa que no hay diferencia entre animales tratados con flx o

rbx, pues ambos farmacos son efectivos en disminuir los sintomas depresivos (en 13 de 22

59



ratas tratadas con flx y en 7 de 21 ratas tratadas con rbx (Figura 10A). A diferencia de lo
anterior, en el grupo de ratas sometidas a estrés por restriccién, la reduccién de estos
sintomas ocurre preferentemente en ratas tratadas con flx (simbolos rojos) (Figura 10B). A
su vez, en el grupo de Inmovilizacién, la reduccion de los sintomas depresivos s6lo ocurre
en ratas tratadas con rbx (simbolos azules) (Figura 10C). La estadistica correspondiente se
muestra en la Figura 11 y Tabla 1. Esta ultima, nos muestra los resultados del analisis
estadistico para los factores individuales. Estos resultados muestran una selectividad
diferencial de flx y rbx en la reversién de los sintomas depresivos inducidos por restriccion

e inmovilizacion, respectivamente.

Ansiedad Desesperanza Aprendida
Control F(2,24)=0,83(p=0,4501) F(2,66)=12,89(p=0,001)
control vs flx ns 0,0001
control vs rbx ns ns
flx vs rbx ns 0,013
Rest F(2,27)=6,71(p=0,0043) F(2,51)=10,92(p=0,001)
control vs flx 0,007 0,0001
control vs rbx 0,009 ns
flx vs rbx ns 0,001
Inmov F(2,34)=4,16(p=0,0243) F(2,50)=5,48(p=0,007)
control vs flx ns ns
control vs rbx 0,031 0,005
fIx vs rbx ns ns

Tabla 1. Resumen del analisis estadistico a los factores obtenidos en del analisis de
componentes principales. Analisis estadistico, Anova de una entrada seguido de un post

hoc Test Bonferroni.
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Figura 10. La
administracion

prolongada de farmacos
antidepresivos modula la
ansiedad y desesperanza
aprendida en ratas
sometidas a estrés.
Diagrama de puntos de los
factores ansiedad y
desesperanza aprendida
después de 28 dias de
administracion de FADs o
vehiculo en cada uno de los
grupos: A) Control; B)
Restriccion y Q)
Inmovilizacién. Los colores
representan los farmacos
utilizados (rojo: flx; azul: rbx;
negro: vehiculo) mientras los
diferentes simbolos indican

las dosis



1.3. Determinar la dosis efectiva para cada uno de los FADs utilizados.

Con el objetivo de determinar la dependencia de la dosis, se evaluaron dos dosis de
cada uno de los farmacos: 0,7 o 3,5 mg/kg para flx, y 0,13 o 0,65 mg/kg para rbx.
Antecedentes previos del laboratorio mostraron que tanto la administraciéon de flx 0,7
mg/kg como de rbx 0,13mg/kg durante 28 dias fueron efectivas en producir cambios en la
sefializacion mediada por la neurotrofina BDNF y su receptor TrkB (Wyneken y cols., 2006).
Otros autores también han mostrado que dosis semejantes son efectivas en inducir cambios
neurobioldgicos relacionados con el efecto antidepresivo (Stewart y Reid, 2000; Contreras y
cols., 2001; Rodriguez-Landa y cols., 2003). Se observo dependencia de la dosis de los
farmacos. Asi, las dosis bajas de flx y rbx fueron capaces de disminuir las conductas
depresivas provocadas por restriccion e inmovilizacién, respectivamente (Figura 11).
Ademas, en las ratas expuestas a inmovilizacién la dosis alta de rbx (0,65 mg/kg) también
fue capaz de disminuir la ansiedad. En los animales controles, ninguno de los FAD mostr6
un efecto ansiolitico, mientras ambas dosis de flx (0,7 y 3,5 mg/kg) mostraron un efecto
sobre la desesperanza. En conclusion, los sintomas depresivos inducidos por restriccion
son revertidos preferentemente por flx mientras que en la inmovilizacidn, son revertidos

por rbx. A su vez, flx es capaz de modular la desesperanza en ratas naive.
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Figura 11. Bajas dosis de flx y rbx son efectivas en revertir las conductas depresivas
inducidas por restriccion e inmovilizacién, respectivamente. A) Ansiedad y B)
Desesperanza Aprendida en cada uno de los grupos: control, restriccién e inmovilizacién
tratados con dos dosis de cada farmaco. Analisis estadistico Anova de una entrada seguido

de un post-hoc Bonferroni, *=p <0,05, **= p<0,01, ***= p<0,001.

Como se desprende de la Figura 10A y 11, flx tiene efectos conductuales en ratas
naive. Para aproximarnos a los cambios morfoldgicos y moleculares que se inducen en
neuronas glutamatérgicas telencefalicas por la administracion prolongada de este farmaco,
se utilizo la dosis menor, que en animales estresados revierte los sintomas depresivos, por

4 semanas a ratas naive.
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2.- Determinar cambios en la morfologia dendritica de neuronas piramidales inducidos

por_la administraciéon prolongada de fIx.

Para evaluar efectos a nivel morfoldgico, se analiz6 el largo del arbol dendritico, su
complejidad, el tamafio del soma neuronal y la morfologia de espinas en neuronas

piramidales del telencéfalo.

2.1.- Cambios en el arbol dendritico.

Se analiz6 la morfologia de las neuronas piramidales de la capa V en areas corticales
tales como la corteza Prelimbica (PrL) y la corteza Retroesplenial Granular b (RSGb). Para
evaluar el arbol dendritico se midi6 el largo dendritico apical y basal, y el tamafio del soma
(area). Los resultados obtenidos nos indican que en areas corticales limbicas como la RSGb
y PrL, flx induce una retraccion dendritica en neuronas piramidales de la capa V (Figura 12
B, C). Este efecto es debido a una reduccién del arbol dendritico basal (Figura 12C). Al
analizar el tamafio del soma neuronal se observé que flx indujo un aumento del tamafio del
soma en la RSGb, mientras en PrL ocurrié lo opuesto (Figura 12C). No se observaron
diferencias en el nimero de ramificaciones de las neuronas piramidales estudiadas (Figura

14).
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Figura 12. Fluoxetina disminuye el largo dendritico en neuronas piramidales de la
capa V. A) Esquema de los niveles seleccionados para el andlisis, indicando el area cortical
analizada (RSGb y PrL capa V) B) Dibujo de una neurona representativa obtenido mediante
camara ldacida. C) Cuantificacion del largo dendritico y area del soma de neuronas controles
y flx en cada una de las areas analizadas. Los valores representan la media + EE. control:
n= 9 (RSGb), n=8 (PrL); flx n=15 (RSGb), n=23 (PrL). Se utiliz6 la Prueba de Mann-Whitney

para determinar significancia estadistica entre los grupos, *=p <0,05.
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También se evalud si la administraciéon prolongada de flx afecta la morfologia de las
neuronas piramidales de la capa II-IIl de la PrL (PrL clII-Il) y en a corteza Motora
Secundaria (M2 clI-III) (Figura 13). Al igual que en la capa V de las cortezas RSGb y PrL, en
la capa II-11I de las cortezas PrL y M2 flx disminuy6 el largo dendritico total. Esto es debido
a una disminucién en el largo dendritico basal en PrL y apical en M2 (Figura 13C). Por otra
parte, s6lo se observé un aumento el tamafio del soma inducido por flx en M2 (Figura 13C).
A diferencia de lo observado en las neuronas piramidales de la capa V, en las neuronas
piramidales de la capa II-11I, flx indujo disminucién del nimero de ramificaciones en ambas

cortezas analizadas PrL y M2 (Figura 14) .
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Figura 13. Fluoxetina disminuye el largo dendritico en neuronas piramidales de la

capa II-III de la corteza PrL y M2. A) Esquema de los niveles seleccionados para el
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andlisis, indicando el area cortical analizada (PrL y M2 capa II-III) B) Dibujo de una neurona
representativa obtenido mediante cdmara licida. C) Cuantificacién del largo dendritico y
area del soma de neuronas controles y flx en cada una de las areas analizadas. Los valores
representan la media + EE. control: n=11 (PrL), n= 7 (M2); flx: n=12 (PrL), n=8 (M2). Se
utilizé6 la Prueba de Mann-Whitney para determinar significancia estadistica entre los

grupos, *=p <0,05; **= p<0,01.
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Figura 14. El nimero de ramificaciones en neuronas piramidales de distintas areas
corticales cambia después de tratamiento con flx. Los valores representan la media +
EE. control: n= 9 (RSGbcV), n=8 (PrLcV), n= 8 (M2 cllI-IlI), n=11 (PrL cII-III); flx: n=15
(RSGb ¢V), n=23 (PrL cV), n=8 (M2 clI-IlI), n=12 (PrL cII-III). Andlisis estadistico Mann-

Whitney, *=p <0,05.
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Como se observé en las figuras 12 y 13, la administraciéon durante 4 semanas de flx
0,7 mg/kg indujo robustos cambios en el largo dendritico de neuronas piramidales de las
capas V y II-1Il en areas corticales, tales como la corteza RSGb, PrL y M2. Para determinar si
la atrofia dendritica inducida por flx se correlaciona con cambios en las espinas dendriticas,

se evalu6 su densidad y la morfologia.

2.2.- Cambios en la densidad y morfologia de las espinas dendriticas.

Para evaluar los efectos de la administracién prolongada de flx sobre las espinas
dendriticas se analiz6 la densidad y la morfologia de las espinas a lo largo de un segmento
dendritico de neuronas piramidales de la capa V de las cortezas RSGb y PrL y de neuronas
piramidales de la capa II-1II de la corteza M2 (Figura 15). Los resultados obtenidos indican
que flx indujo un aumento en la densidad de espinas en dendritas primarias en RSGb y M2,
debido principalmente a un mayor nimero de espinas en los segmentos mas distales del
soma (Figura 15A), mientras no se observaron cambios en la PrL. En dendritas

secundarias, flx s6lo aument6 la densidad de espinas en RSGb (Figura 15B).
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Figura 15. Fluoxetina aumenta la densidad de espinas en dendritas primarias y
secundarias de neuronas de distintas areas corticales. A) Cuantificacion del numero de
espinas a lo largo de la dendrita apical medido cada 8 um desde el soma. B) Densidad de
espinas en dendritas primarias y secundarias para cada una de las areas corticales
analizadas. Los valores representan la media + EE. Nimero de segmentos analizados en
cada uno de las condiciones: control: RSGb: primaria n=14, secundaria n=11; PrL: primaria
n=16, secundaria n=10, M2: primaria n=13, secundaria n=12. Flx: RSGb: primaria n=19,

secundaria n=11; ; PrL: primaria n=28; , secundaria n=18. n=11; ; M2: primaria n=12,

secundaria: n=14. Se determind significancia estadistica mediante la Prueba de Mann-

Whitney, *=p <0,05, **=p<0,01.

Habiendo determinado que flx aument6 la densidad de espinas en la corteza RSGb y
M2, pero no en PrL, se analiz6 si flx indujo cambios en la morfologia de las espinas. Para

esto, las espinas presentes en dendritas primarias y secundarias de las mismas areas
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corticales (RSGb, PrL y M2) fueron clasificadas seglin su morfologia en tipo callampa (C),

delgada (D) y botén (B) (Figura 16). En dendritas primarias de las cortezas RSGb y M2, flx

aument6 el porcentaje de espinas tipo callampa (Figura 17) mientras disminuyé el

porcentaje de espinas delgadas en RSGb y PrL. En dendritas secundarias, flx s6lo aumenté

significativamente las espinas tipo callampa en RSGb. No se observaron cambios en el
porcentaje de espinas en dendritas secundarias en PrL o M2.

También evaluamos si flx induce cambio en la capa II-IIl de la corteza PrL. Flx
disminuy6 la densidad de espinas en dendritas secundarias (Figura 18A), observandose
resultados similares a los obtenidos en la capa V (Figura 18B).

Para determinar si la administracién prolongada de flx induce cambios en el estado
maduraciéon de las espinas dendriticas en el hipocampo, se midi6 la densidad y la
morfologia de las espinas en dendritas apicales en el area CA1. Se seleccionaron segmentos
de 50 pm de dendritas localizadas a menos de 50 pm desde el soma (dendritas
proximales) y de dendritas a distancias mayores de 100 pm desde el soma (dendritas
distales) (Figura 19). Flx aument6 la densidad de espinas en dendritas proximales y
distales (Figura 20 A y B). Sin embargo, sélo se observaron diferencias significativas en la
morfologia de espinas en los segmentos de dendritas proximales. En éstos, flx aumento el
porcentaje de espinas tipo callampa, mientras disminuyé el porcentaje de espinas tipo

delgada y botdn (Figura 20 C).
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Figura 16. Microfotografia de segmentos de dendrita apical de neuronas piramidales

de la corteza. Imagenes representativas de un segmento de dendrita apical de neuronas
corticales impregnadas mediante el método de Golgi tomadas en 3 planos focales distintos.
Se muestran imagenes de segmentos obtenidos desde una neurona cortical de una rata
control y tratada con flx. Las espinas fueron clasificadas en 3 categorias: filopodia/delgada
(D), botén (B) y callampa (C). Los nimeros entre paréntesis indican espinas superpuestas
que fueron resueltas por observacion a diferentes planos focales: (2) una delgada y una

callampa, (3) una delgada, una botdén y una callampa. Barra de longitud 1 um.
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Figura 17. Fluoxetina aumenta el
porcentaje de espinas dendriticas
maduras/grandes. Porcentaje de
tipos de espinas dendriticas: D:
delgada, B: botén, C: callampa. Los
valores representan el media + EE.
Numero de segmentos analizados por
condicién: control: RSGb: primaria
n=14, secundaria n=11; PrL: primaria
n=16, secundaria n=10; M2: primaria
n=13, secundaria n=12. FIlx: RSGb:
primaria n=19, secundaria n=11; PrL:
primaria n=28; , secundaria n=18.
n=11; M2: primaria n=12, secundaria:
n=14. Se determind significancia

estadistica mediante la Prueba de

Mann-Whitney,*=p <0,05, **=p<0,01.
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Figura 18. Fluoxetina disminuye la densidad de espinas y el porcentaje de espinas
maduras en la corteza PrL II-IIl. A) Densidad de espinas en dendritas primarias y
secundari.as. B) Tipos de espinas dendriticas en dendritas primarias y secundarias. Los
valores representan la media + EE. Nimero de segmentos analizados: control: primaria
n=18, secundaria n=7 y flx: primaria n=19; , secundaria n=12. Se determind significancia

estadistica mediante la Prueba de Mann-Whitney, *=p <0,05.

Figura 19. Microfotografia
representativa de una neurona
piramidal de area CA1 del
hipocampo. Se indica la posiciéon
relativa de los segmentos
seleccionados, proximales (<50um) y

distales (>100 pm) del soma de la

neurona. Barra= 50 um.
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Figura 20. Fluoxetina aumenta la densidad y el porcentaje de espinas dendriticas
maduras/grandes en dendritas de neuronas piramidales del area CA1 del
hipocampo. A) Imagenes representativa de un segmento de dendrita secundaria proximal
y distal desde el soma neuronal de neuronas de CA1 impregnadas mediante el método de
Golgi en ratas control y tratadas con flx. Las espinas fueron clasificadas en 3 categorias:
filopodio/delgada (D), botén (B) y callampa (C). Se observan espinas superpuestas C*: una
espina tipo callampa mas una espina tipo delgada. Barra = 10 um. B) Densidad de espinas
en un segmento dendritico de 50 pm de dendritas proximales y distales al soma. C)

Porcentaje del tipo de espinas dendritica en segmentos proximales y distales del soma. Los
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valores representan la media + EE. control: Proximal: n=11, distal n=11; flx: proximal:
n=11; distal: n=10. Se determiné significancia estadistica mediante la Prueba de Mann-

Whitney, *=p <0,05; **=p <0,01; ***=p <0,001.

Habiendo mostrado que la administracién durante 4 semanas de flx 0,7 mg/kg
aumento la densidad de espinas en dendritas primarias y/o secundarias en diversas areas
telencefdlicas, efecto que se correlacioné con un aumento en el porcentaje de espinas tipo
callampa (RSGb, M2 e Hipocampo) o una disminucién de las espinas tipo delgadas (RSGb,
PrL capa V y capa II-1Il e Hipocampo), se confirma la hip6tesis que flx induce cambios en la
sinapsis glutamatérgicas telencefalicas. Posteriormente, evaluamos si el aumento en la
presencia de espinas maduras se correlaciond con cambios en las subunidades de los R-

AMPA y R-NMDA en neuronas gluatamatérgicas telencefalicas.
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3.-Determinar si la administracion prolongada de flIx regula los niveles de subunidades
del R-NMDA (GIluN1, GIuN2A v GIuN2B) v del R-AMPA (GluA1 y GIuA2).

3.1.- Cambios en los niveles de expresion de las subunidades del RNMDA y del R-AMPA.

Se detectaron mediante inmunohistoquimica las subunidades para los R-NMDA
(GluN1, GluN2A y GluN2B) y para los R-AMPA (GluA1l y GluA2). Se cuantific6 el nimero de
células inmunopositivas para cada una de estas proteinas en la corteza RSGb, PrL y M2
(Figura 21A). En el esquema resumen se observa que flx aument6 el nimero de células
inmunopositivas para GluN2A, GluAl y GluA2 en la capa V de la corteza RSGb y en la capa
[I-IIT de la corteza M2 (Figura 21B). No se observaron diferencias significativas en el
numero de células inmunopositivas para ninguna de las subunidades analizadas en la

corteza PrL (Figura 21B).
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Figura 21. Fluoxetina modula la expresion de las subunidades del R-NMDA y del R-
AMPA en la corteza cerebral. Determinacion del nimero de células inmunopositivas para
las subunidades R-NMDA (GIuN2A, GIuN2B, GluN1) y R-AMPA (GluAl y GluA2z) A)
Microfotografias representativas de secciones coronales de la corteza RSGb para cada una
de las subunidades. B) Esquema resumen de los porcentaje de cambio con respecto a
control de las distintas subunidades de RNMDA y RAMPA. Se analizaron entre 3-5 secciones
por condiciéon. Los valores representan la media + EE. RSGb: GIuN2A n=5 (control), n=4
(flx); GluN2B n=9 (control), n=6 (flx); GluN1 n=7(control), n=8(flx); GluA1l n=4(control),
n=3(flx); GluA2 n=5(control), n=4 (flx). PrL: GluN2A n=3 (control), n=3 (flx); GluN2B n=6

(control), n=6 (flx); GluN1 n=4(control), n=4(flx); GluA1 n=4(control), n=3(flx); GluA2
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n=>5(control), n=4 (flx). M2: GluN2A n=4 (control), n=3(flx); GluN2B n=4 (control), n=4(flx);
GIuN1 n=3(control), n=3(flx); GluA1 n=3(control), n=3(flx); GluA2 n=3 (control), n=3 (flx).
Se determiné significancia estadistica mediante la Prueba de Mann-Whitney, *=p <0,05; **=

p<0,01.

3.2.- Cambios funcionales de las subunidades del R-AMPA.

Al igual que en distintas areas corticales analizadas, flx aumenté la expresion de la
subunidad GluA2 en el hipocampo (ver Apéndice II). Estos cambios en la expresion de las
subunidades de los R-NMDA y R-AMPA sugieren que flx modifica el estado de maduracién
del las sinapsis glutamatérgicas en distintas areas telencefalicas. Para comprobar si el
aumento en el nimero de células inmunopositivas para GluA2 se correlaciona con la
presencia funcional de GluA2 en los R-AMPA de la membrana celular se realiz6 la tincion
de cobalto. Los R-AMPA fueron estimulados con acido quiscualico, manteniendo todos los
otros canales permeables a calcio bloqueados. Los resultados obtenidos de este ensayo
funcional muestran que flx disminuy¢ la intensidad de tincién (del precipitado de cobalto)
en los stratum oriens (control: 163 * 12; flx: 127 + 7; p<0.05) y stratum radiatum (control:
164 £ 10 ; flx: 131 + 8; p<0.05) mientras aumentoé en el stratum piramidale (control: 100 + 6
; flx: 170 £ 9; p<0.001) del area CA1 (Figura 22B). Esto sugiere que las dendritas de las
neuronas piramidales que se ubican en esta zona contienen R-AMPA con mayor proporcién
de GluA2, confiriéndole menor permeabilidad al calcio, mientras el soma contiene R-AMPA

con mayor proporcion de GluA1l. Para comprobar la especificidad del influjo de cobalto a
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través de R-AMPA, éstos se bloquearon con CNQX, lo que eliminé completamente la tincidn,

descartando la participacion de otros canales i6nicos en el efecto observado.
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Figura 22. Fluoxetina aumenta la presencia de R-AMPA conteniendo la subunidad
GluA2. A) Microfotografias representativas de rebanadas de hipocampo incubadas con el
agonista para R-AMPA acido quiscudlico (QA). Como control negativo se bloquearon los R-
AMPA con CNQX. B) Imagenes representativas de los segmentos analizados indicando la
ubicacion de los estratos del area CA1 del hipocampo. C) Grafico de intensidad de tincién en
stratum radiatum (s.r), stratum piramidale (s.p.) y stratum oriens (s.0.) Se representan los
percentiles 25, 75, minimo y maximo y la media. Se determiné significancia estadistica

mediante la Prueba de Mann-Whitney, considerando significancia estadistica, *=p <0,05.
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La administracién prolongada de flx 0,7 mg/kg indujo cambios en la morfologia y en
la composicién de las los receptores glutamatérgicos. Estos cambios podrian producir
alteraciones en funciones cognitivas como memoria y aprendizaje, especialmente si se
piensa que las dendritas mas maduras, ricas en GluN2A y GluA2 han sido reportadas como
mas estables (Haas y cols., 2006; Alvarez y Sabatini, 2007; Gambrill y Barria, 2011). Para
contestar esta pregunta, se realizaron distintas pruebas conductuales que evalian memoria
dependiente de hipocampo (Laberinto de Morris), parcialmente dependiente del
hipocampo (reconocimiento de objeto novedoso) y memoria aversiva dependiente de
hipocampo y amigdala (evitacién pasiva). Ademas, en estas pruebas fue posible evaluar

memoria a corto plazo y memoria remota o de largo plazo.
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4.- Determinar si la administraciéon prolongada de flx induce alteraciones en procesos

de memoria/aprendizaje.

4.1.- Prueba Water Morris.

La primera prueba conductual realizada fue la Prueba del Laberinto de Morris.
Similares curvas de aprendizaje se observan en ratas sal y flx (Figura 23A). Sin embargo,
las ratas tratadas con flx muestran un deterioro en la memoria remota evaluada 17 dias
después de la dltima sesién de entrenamiento (sal=13,27 + 1,56 n=12; flx=33,54 + 5,53;

n=11, p=0,002) (Figura 23 B).
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Figura 23. Fluoxetina induce un déficit en la memoria espacial remota. En la Prueba
del Laberinto de Morris se midié la latencia, tiempo que demora la rata en alcanzar una
plataforma escondida. A) Curva de aprendizaje de las ratas durante los 5 dias de
entrenamiento. Andlisis estadistico de la curva de aprendizaje, modelo mixto de medidas
repetidas. B) Latencia observada en una prueba tnica 17 dias después de finalizada la etapa
de aprendizaje. Andlisis estadistico de la latencia en (B) t-de Student. Los valores

representan la media * EE, significancia estadistica **p<0.01.
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La prueba del Laberinto de Morris mide memoria espacial dependiente de
hipocampo. Esta es una prueba aversiva para el animal, ya que para su desarrollo hay que
introducirlo a una piscina con agua. Con el objetivo de evaluar memoria dependiente de
otras estructuras corticales ademas del hipocampo como la corteza prefrontal, y menos

aversiva, se realizé la Prueba de Reconocimiento de Objetos Novedoso.

4.2.- Prueba de Reconocimiento de Objeto Novedoso.

La Prueba de Reconocimiento de objeto se basa en el comportamiento etologico de
los roedores a utilizar mas tiempo en explorar un objeto novedoso que uno familiar. La
memoria de reconocimiento de objeto puede ser relacionada con memoria episédica y a
diferencia de otras pruebas de memoria, no es dependiente del estado de motivacion o del
condicionamiento con refuerzos positivos (comida) o negativos (shock eléctrico) (Ennaceur
y Delacour, 1988), por lo que ha sido ampliamente utilizada para evaluar memoria en
roedores. Se midi6 en ratas controles y tratadas con flx el tiempo que el animal utiliz6é en
explorar un objeto novedoso y uno familiar. La prueba se realiz6 60 minutos (memoria a
corto plazo) o 24 hrs. (memoria a largo plazo) después de la ultima sesién de
entrenamiento. Cuando se evalu6 memoria a corto plazo, esto es medido a 60 minutos
después, ambas condiciones experimentales las ratas gastan mas tiempo explorando el
objeto novedoso que el familiar (control: familiar=5,77+0,66; novedoso=13,16+1,52 /flx:
familiar=5,78+0,44; novedoso=12,21+1,02). Sin embargo, cuando se evalu6 memoria a
largo plazo, esto es 24 hrs después, se observé una disminucion del tiempo gastado en

explorar el objeto novedoso (control: familiar=5,92+0,8; novedoso=12,43+1,5; p<0,001 /
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flx: familiar=5,90%0,9; novedoso=7,87%1,2; p<0,05). Esto quiere decir que la rata no es

recuerda el objeto familiar, lo que le impide discriminar entre el familiar y el novedoso.
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Figura 24. Efecto de fluoxetina sobre la memoria de reconocimiento de objetos. Se
muestra el tiempo de exploracion total en el objeto familiar (f) y el objeto novedoso (n) en
cada uno de los, después de 60 min (memoria a corto plazo) y después de 24 hrs. del
entrenamiento (memoria remota). Grupos de animales control n=10 y flx n=12. Los datos

se analizaron mediante una prueba de t pareada, considerando significancia estadistica

*p<0.05.

Para comparar los resultados entre los grupos de ratas control y flx, éstos fueron
normalizados mediante el calculo de la razéon de discriminacién (RD: tiempo objeto
novedoso/tiempo total). Utilizando esta medida tampoco se encontraron diferencias entre
las ratas control y las tratadas con flx a los 60 minutos (RD 60 min.: control: 0,688 + 0,02;
flx 0,671 + 0,02; p=0,555) pero si a las 24 hrs. después de la Gltima sesién de entrenamiento

(RD 24 hrs.: control: 0,678 + 0,02; flx 0,571 + 0,04; p=0,036) (Figura 25).
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Figura 25. Fluoxetina disminuye el tiempo de exploracion del objeto novedoso. Se
determiné la razén de discriminacion (tiempo novedoso/tiempo total) de los tiempos de
exploracién para cada uno de los ensayos, después de 60 min. del entrenamiento (memoria
corto plazo) y 24 hrs. después del entrenamiento (memoria remota). Grupos de animales
control n=10 y flx n=12. Los datos se analizaron mediante una prueba de t de Student,

considerando significancia estadistica *p<0.05.

La normalizacién de la variable tiempo implica la disminucién de la variabilidad de
los datos y en el caso de la razon de discriminacion, el tiempo total gastado varia entre los
grupos control y flx, ya que estd cambiando el tiempo gastado en explorar el objeto
novedoso (control: 18,35 s; flx: 13,77 s). Para poder corroborar que la diferencia entre los
grupos control y flx tiene significancia estadistica realizamos un analisis de curvas de
Kaplan-Meir. En estas curvas se representa la frecuencia acumulada en relacién al tiempo
utilizado en el reconocimiento del objeto familiar o novedoso. En el grafico podemos ver
que en la prueba de memoria a largo plazo, las curvas de sobrevidas del tiempo utilizado en

reconocimiento del objeto familiar son semejantes en ambos grupos experimentales
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(Figura 26A), mientras las de reconocimiento del objeto novedoso son diferentes entre

ellos (p<0,0317). (Figura 26B).
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Figura 26. Fluoxetina disminuye el tiempo de exploracion del objeto novedoso. Curva
de Kaplan-Meir. Curva del tiempo utilizado en explorar el objeto familiar (A) y el
novedoso (B) 24 hrs. después del entrenamiento. Grupos experimentales, control, n=12 y
flx, n=10. Los datos fueron evaluados mediante el andlisis de curvas de Kaplan-Meier,

considerando significancia estadistica *p<0.05.

Los resultados obtenidos muestran que la administracién por 4 semanas de flx 0,7
mg/kg produce el deterioro de la memoria remota dependiente (Laberinto de Morris) y
parcialmente dependiente (reconocimiento de objeto) del hipocampo. Para evaluar si flx
afecta memoria que se sabe depende principalmente de estructuras adicionales, como la

amigdala, se realiz6 la Prueba de Evitacion Pasiva.
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4.3.- Prueba de Evitacion Pasiva.

Al realizar esta prueba, los resultados muestran que flx no modifica la latencia al
escape (Figura 27), sugiriendo que los circuitos neuronales comprometidos en esta tarea,
y que incluyen la amigdala, no estan afectados por administraciéon prolongada de flx a

animales naive.
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Figura 27. Fluoxetina no modifica la latencia al escape en la prueba de evitacion
pasiva. En la prueba de evitacion pasiva, se mide la latencia al escape hacia el
compartimiento oscuro antes (pre-prueba) y después (prueba) de un shock eléctrico en
ratas control y flx. Pre-prueba: latencia a la entrada al compartimiento oscuro antes del
shock (dia 1). Los datos representan el promedio de la latencia en las 3 sesiones antes del
shock. Prueba: Latencia a entrada al compartimiento oscuro 24 hrs. después de recibir 1
shock eléctrico (dia2). Los datos representan la latencia al escape observada en una tnica
prueba (dia 2). control (n=11), flx (n=12). Los valores representan la media + EE. Se
determiné significancia estadistica de los grupos experimentales mediante una prueba de t-

Student, *p<0,05; **<0,01.
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Capitulo 6

Discusion

Los principales resultados de esta tesis indican que los efectos conductuales que
inducen dos modelos de estrés repetido, restriccién e inmovilizacién, son diferencialmente
revertidos por flx y rbx, respectivamente. Ademas, se observéd que sélo la dosis baja de flx
fue efectiva en disminuir la desesperanza en ratas naive y en restriccion, lo que sugiere que
este efecto puede estar mediado por cambios en la neurotransmision glutamatérgica. Para
estudiar estos cambios, se administr6 durante 28 dias flx 0,7 mg/kg a ratas naive. Flx
indujo los siguientes efectos: i) retraccion dendritica, ii) aumento en la densidad y en el
porcentaje de espinas de mayor tamafio, iii) cambios en los niveles de algunas subunidades
de receptores glutamatérgicos. Estos efectos se correlacionaron con un deterioro en la
memoria remota o de largo plazo. Todos estos resultados sugieren que flx modula, ademas
de los circuitos neuronales implicados en las conductas depresivas, circuitos relacionados

con procesos de memoria y aprendizaje.

1.-Modelos animales de depresion.

A pesar de las limitaciones que tiene la utilizacién de modelos animales en el
estudio de la depresion, éstos constituyen una aproximacion valiosa para el estudio
preclinico de la patologia, ya que presentan las siguientes ventajas: i) permiten el estudio
de los mecanismos fisiopatolégicos de la depresién, ii) permiten la manipulacion

farmacolégica con drogas nuevas o ya disponibles, iii) los resultados obtenidos con ellos se
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pueden reproducir en otros laboratorios y iv) permiten manipulaciones que por motivos
éticos no se pueden realizar en humanos. Como se menciond en la introduccioén, se utilizan
protocolos muy diferentes para inducir sintomas depresivos, que en su gran mayoria
utilizan la exposicion a estrés repetido, siendo el estresor de naturaleza variable. En esta
tesis, se empled la reduccion de movimientos mediante dos procedimientos diferentes ya
que en la literatura no encontramos estudios que comparen su eficacia. Mas aun,
aparentemente son utilizados como equivalentes. Por consiguiente, los resultados
obtenidos se tienden a generalizar (Buynitsky y Mostofsky, 2009). Un problema adicional
en cuanto a la generalizacién es que diferentes cepas de ratas y ratones presentan
diferencias de sensibilidad al estrés (Pare, 1990; 0'Mahony y cols., 2011). Como ejemplo de
ello, ratas Wistar-Kyoto presentan una mayor incidencia de los sintomas depresivos
comparado con las ratas Sprague-Dawley cuando se someten a estrés por restriccion
(O'Mahony y cols., 2011). Mas atn, la mayoria de los estudios que utilizan la inmovilizacion
como modelo de estrés cronico, lo realizan con ratas Wistar (Vyas y cols., 2002; Mitra y
cols., 2005), mientras en los estudios que emplean la restriccion como modelo de estrés
utilizan ratas Sprague-Dawley (McLaughlin y cols., 2007; Liston y cols., 2006; Hajszan y
cols., 2009). Es probable que las diferencias en la sensibilidad al estrés en las cepas pueda
deberse diferencias endogenas en la neurotransmision dopaminérgica, serotoninérgica
(Tejani-Butt y cols., 1994; Pare y Tejani-Butt, 1996) o GABAérgica (0'Mahony y cols., 2011).
Por estas razones, era necesario realizar un estudio comparativo de ambos protocolos de
estrés en una misma cepa de rata. Por ello, aplicando ambos procedimientos se evaluaron
los sintomas depresivos, que efectivamente se indujeron en ambos casos. Posteriormente,

se evalu6 el efecto de FADs tanto en animales naive como estresados.
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2. Efecto de la _administracion de fluoxetina vy reboxetina sobre las conductas

depresivas.

2.1.-Efecto en animales naive

En los animales naive fueron evaluados desesperanza y ansiedad, de manera similar
a los estresados. Sin embargo, sélo flx fue efectiva en disminuir la desesperanza aprendida
Lo que esta de acuerdo con antecedentes previos (Hirano y cols. 2005, Cryan y cols., 2005).
En cuanto a rbx, no existen antecedentes en la literatura sobre el efecto de la
administraciéon prolongada de este FAD en ratas naive y a las dosis utilizadas en esta tesis.
Dosis mayores, entre 10 a 60 mg/Kg, muestran que 14 dias de tratamiento disminuye la
inmovilidad en la prueba de la nataciéon forzada (Cryan y cols., 2005). Ninguna de las
concentraciones de flx o rbx fueron efectivas en disminuir la ansiedad. Sin embargo, esto
puede ser debido al método estadistico empleado. El analisis de componentes principales
recapitula la informacién recogida por distintas variables en un menor numero de
dimensiones. Segtin este procedimiento, es posible que un porcentaje de la informacion se
pierda, ya que solo se eligen los componentes que explican la maxima variacion de los datos
originales, descartando los otros. Adicionalmente, un problema inherente al método es que
si falta informacion de una de las pruebas en un animal, este dato se pierde, reduciendo el n
final. Es por esto que, si realizamos un andlisis para una prueba en particular, por ejemplo
NSF, podemos ver como la dosis de flx 0,7 mg/kg si es capaz de disminuir la ansiedad de
ratas naive (Ampuero y cols., 2010). A pesar de esta limitante, el analisis por componentes

principales es un método que permite la comparaciéon de una gran cantidad de variables
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por lo que es frecuentemente usado para analizar datos conductuales (Colomb y cols.,

2012).

2.2.- Efecto de FADs en modelos animales de estrés.

En esta tesis se mostré que 10 dias de estrés son suficientes para inducir sintomas
depresivos en ambos modelos de estrés. Estos resultados estian de acuerdo con
publicaciones anteriores en que se utiliza 10 dias de estrés por restriccion (Dagnino-
Subiabre y cols., 2005) o por inmovilizacién (Christian y cols., 2011). De la misma manera,
después de 28 dias de estrés, también se inducen sintomas depresivos como aumento de la
ansiedad y la desesperanza. Los resultados obtenidos muestran que la reversiéon de los
sintomas depresivos por la administracién de FAD es un dosis dependiente. Las menores
dosis utilizadas, esto es flx (0,7 mg/kg) y rbx (0,13 mg/kg), pero no las mayores, fueron
efectivas en disminuir la ansiedad y la desesperanza aprendida en los modelos de estrés.
Con respecto a flx, gran cantidad de trabajos utilizan dosis mayores en ratas (5-20 mg/kg).
La utilizacion de estas dosis se basan en la menor vida media de flx en ratas comparadas
con humanos (Alvarez y cols., 1998). Adicionalmente, Cryan y Lucki (2000) contribuyeron a
esta idea, ya que mostraron que so6lo altas dosis de flx (20 mg/kg) eran efectivas en
disminuir la inmovilidad en el FST (Cryan y Lucki, 2000). Estos resultados llevaron a que la
mayoria de los trabajos utilizaran dosis exageradas de éste y otros FADs. Contrariamente,
Caccia y cols. (1990) mostraron que en ratas, flx y su metabolito, norfluoxetina, se
acumulaban hasta 40 veces en cerebro comparado con plasma (Caccia y cols., 1990) y que

la administracion de 25 mg/kg de flx provoca la muerte de 80% de los animales al noveno
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dia de tratamiento (Caccia y cols., 1997). Mas aun, una publicacién del laboratorio muestra
que 0,7 mg/kg de flx es suficiente para alcanzar concentraciones plasmaticas compatibles
con la eficacia terapéutica, segtin lo reportado en humanos (Charlier y cols., 2000; Wyneken
y cols., 2006). Dosis de flx similares a las utilizadas por nosotros también han sido
empleadas por otros autores (Stewart y Reid, 2000; Contreras y cols., 2001; Rodriguez-
Landa y cols., 2003; Wyneken y cols., 2006). Con respecto a rbx, al igual que flx, la dosis
utilizada de este FAD en esta tesis es menor a la utilizada en la literatura (10-15 mg/kg)
(Page y Lucki, 2002; Grappi y cols., 2003; Kosten y cols., 2008). No existen estudios
conductuales del efecto de rbx a dosis relacionadas con la terapéutica en humanos. Sin
embargo, en Wyneken y cols., (2006) también se muestra que tras la administracion
prolongada de esta dosis se inducen cambios en la sefializacién de la neurotrofina BDNF y
su receptor TrkB, lo que es compatible con su eficacia terapéutica. Basados en este
antecedente, la seleccion de las dosis de rbx de 0,13 mg/kgy 0,65 mg/kg estaba de acuerdo

con los efectos conductuales observados.

2.3.- Fluoxetina y reboxetina revierten diferencialmente los sintomas depresivos

inducidos por restriccion e inmovilizacion, respectivamente.

Después de 10 dias de estrés repetido, no se observaron diferencias en los niveles
de ansiedad y desesperanza aprendida entre la restriccién y la inmovilizacion. Este
resultado nos llamo la atencion pues parecia obvio que la inmovilizacién fuera mas aversiva
que la restriccion. En ese sentido, en un estudio posterior se evaluaron otros sintomas

depresivos que podrian dar cuentas de diferencias sutiles entre los modelos. Para esto
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evaluamos anhedonia, encontrando que esta aumentada en inmovilizacién comparada con
restriccion (datos del laboratorio no publicados). Otro de los parametros que muestran
diferencias entre los dos modelos empleados fue el peso de las glandulas adrenales. A pesar
de que un aumento de éstas se observa tanto en restriccion e inmovilidad, esta ultima
induce un aumento significativamente mayor del tamafio de las gldndulas comparado con
restriccion. Las diferencias en el peso de la glandula adrenal entre restriccion e inmovilidad
no se explican por diferencias en el peso de los animales. En concordancia con este
resultado, el estrés por restriccién no aumenta la secreciéon de corticoesterona (Marin y
cols., 2007), mientras la inmovilizacién si lo hace (Almeida y cols., 1998). Considerando
estos antecedentes, podemos concluir que al menos en lo que se refiere a anhedonia y
secrecion de corticoesterona, los efectos inducidos por inmovilizacién son diferentes a los
inducidos por restriccion. Ademas, el aumento de corticoesterona podria alterar algunos de
los circuitos neuronales implicados en la regulaciéon de los sintomas depresivos, lo que
podria explicar la respuesta diferencial de los farmacos utilizados en este trabajo. De
acuerdo con los resultados obtenidos en esta tesis, en un trabajo publicado recientemente,
rbx pero no flx fue efectiva en disminuir el aumento en la ansiedad inducido por
inmovilizacion (Lapmanee y cols., 2012).

Otro antecedente que apoya un efecto diferencial de los dos protocolos de estrés
sobre el cerebro de ratas proviene del estudio en que se utilizé la expresion del marcador
de actividad neural, c-fos. Asi, la aplicacion de una tUnica sesién de restriccion o
inmovilizacién activd estructuras neuronales diferentes: la restriccion aguda activo la
corteza RSGb y la corteza medial Prefrontal (mPFC), mientras que la inmovilizacién aguda

activd el nucleo paraventricular del hipotadlamo (PVN) (ver figura 28 en Apéndice I). Una
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activacion de c-fos en la corteza RSGb también ha sido reportada después de estrés de
sobrecarga o fatiga (Akazawa y cols., 2010). La reversion diferencial de las conductas
depresivas por flx y rbx en ambos modelos de estrés, sugieren que los FADs utilizados
ejercen una accion selectiva sobre las estructuras del SNC. En este sentido, se reportd que
una dosis Unica de flx o rbx aumenta diferencialmente el nimero de células
inmunopositivas para c-fos en la amigdala y en la corteza cingulada, respectivamente
(Miyata y cols., 2005). Mas aun, Barbon y cols., (2011) muestran que la administraciéon
cronica de flx o rbx induce la expresion diferencial de las subunidades de los R-AMPA en la
corteza prefrontal y el hipocampo. Asi, flx aumenta la expresiéon de la subunidad GluA2 y
GluA4, mientras rbx aumenta la expresion de GluA1l y GluA3 (Barbon y cols., 2011). Otros
antecedentes del efecto diferencial de los FADs provienen de los estudios donde se
analizaban las conductas activas en la prueba de natacién forzada (FST). En esta prueba, flx
aumenta el nado mientras rbx aumenta el escape. Por ello, el nado ha sido asociado a la
neurotransmision serotoninérgica, mientras el escape ha sido asociado a la
neurotransmisién noradrenérgica (Cryan y cols., 2002). En esta tesis se observé que en el
FST, la inmovilidad inducida por restriccion es revertida por flx debido a un aumento en el
nado, mientras que en la inmovilizacion, ésta es revertida por rbx debido a un aumento en
el escape. De este modo, podemos concluir que tanto en animales naive como estresados, se
observa un efecto diferencial a cada uno de los farmacos.

Esta la primera vez que se describe en la literatura que la administracion
prolongada de flx y rbx tienen un efecto diferencial sobre la reversién de sintomas
depresivos inducidos por estrés por reduccion de movimientos. La proyeccion clinica de

este hallazgo es importante ya que existe una alta tasa de pacientes que no responden al
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primer tratamiento farmacolégico elegido (= 30%) (Gueorguieva y cols., 2011), lo que
significa un problema para el paciente por el costo monetario, de tiempo y de las
expectativas al tratamiento farmacolégico. Por lo tanto, la identificacién de marcadores
bioldgicos que permitan determinar la eficacia farmacolégica de un grupo de FADs

disminuiria los problemas relacionados con la medicacién.

2.4.- Implicancias de la reversién diferencial de los FADs y su relacion con los subtipos

de depresion.

La depresién mayor es considerada un sindrome que presenta una gran diversidad
de sintomas en forma variable entre los individuos. Esta caracteristica ha hecho suponer
que existen sub-tipos de depresidn con bases neurobioldgicas diferenciales. Sin embargo, el
diagndstico de la depresidn mayor se realiza en base a la presencia de sintomas indicados
en los manuales ICD-10 y DSM-IV-TR. En ellos se describen el descenso del animo y la
anhedonia como sintomas esenciales de la depresién. Basado en estos manuales es posible
determinar la existencia de al menos 2 subtipos de depresion: la depresion melancélica y la
depresion atipica. En la depresion melancoélica se pueden observar al menos 3 de los
sintomas adicionales siguientes: exagerados sentimientos de culpa, anorexia o pérdida de
peso, agitacién motora o retardo, despertares tempranos. En tanto, en la depresidn atipica
se pueden observar al menos 2 de los sintomas adicionales siguientes: hiperfagia o
ganancia de peso corporal, hipersomnio y pesadez de las extremidades. Hasta ahora, la
clasificacion en subtipos utilizando un criterio fisiopatolégico no ha sido posible por la falta
de marcadores bioldgicos confiables. Estudios utilizando tomografia computacional de

emision de fotones muestran diferencias en el flujo cerebral en pacientes con distintos tipos
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de depresion. Los pacientes con depresién atipica muestran un aumento del flujo cerebral
local en el 16bulo frontal derecho mientras pacientes con depresiéon melancélica muestran
una disminucién de éste en la misma area (Fountoulakis y cols., 2004). En roedores, no hay
modelos que permitan comparar diferencias sutiles en los sintomas depresivos inducidos
por diferentes estrategias de estrés repetido. Ademds, el nimero de sintomas que
habitualmente se evaliian son reducidos. En cuanto al tratamiento antidepresivo y los sub-
tipos de depresién, hay escasos antecedentes que relacionan una especificad de accion de
las diferentes familias farmacolégicas con los subtipos de depresion. Se sabe que pacientes
con depresion atipica son resistentes a la acciéon de los antidepresivos triciclicos pero si
responden a los inhibidores de la enzima monoamino oxidasa (DSM-IV-TR, 4t ed.), y que
pacientes con depresién melancélica presentan una mayor eficacia frente a los FADs de
accion dual (inhibidores de la recaptacion de serotonina y noradrenalina (Sadock BJ y cols.,
2007). En el manejo terapéutico de la depresiéon es comun que la decision en la elecciéon del
farmaco a administrar se base en la experiencia personal y de algunos estudios clinicos, y
que durante el curso del tratamiento se cambie el fArmacos entre las mismas subfamilias o
se aumente la dosis (Kelsey, 1997; Fava, 2000). Es por esto que los resultados descritos en
esta tesis en cuanto al efecto diferencial de los FADs sobre los distintos modelos de estrés y
su posible relaciéon con los subtipos de depresién son una contribuciéon significativa en el
estudio de la depresion.

Con estos resultados, se dio inicio en el laboratorio a una nueva linea de
investigacidn en la que se pretende identificar marcadores biolégicos de ambos paradigmas
de estrés repetido que permitan predecir la eficacia de la respuesta a farmacos en

pacientes deprimidos. Resultados del laboratorio muestran un aumento en la proteina
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metabolica, aldolasa C en el liquido cefalorraquideo (LCR) de ratas sometidas a estrés por
restriccion, no asi en el LCR de ratas sometidas a estrés por inmovilizaciéon. Es mas, en el
plasma se ha observado el mismo patréon de niveles diferenciales de aldolasa C,
confirmando que este biomarcador podria ser detectable a nivel periférico. En el
laboratorio, se sigue trabajando en la caracterizacién neurobioldgica de ambos modelos de

estrés.

3.- Fluoxetina induce __ plasticidad estructural en las sinapsis glutamatérgicas

telencefdlicas.

Los resultados descritos en esta tesis muestran que flx ademas de disminuir la
desesperanza aprendida en ratas estresadas, tiene un efecto similar en ratas naive, lo que
sugiere que la accion de flx sobre las neuronas y sinapsis glutamatérgicas puede estar
relacionada con este efecto antidepresivo. Mdas atn, en la actualidad se piensa que los FADs
podrian ejercer efectos sobre sujetos sanos a pesar de que éstos, en humanos, podrian no
ser iguales a los efectos sobre sujetos con depresiéon mayor (Barondes, 1994). Por lo tanto,
estudiar los cambios inducidos por flx en ratas naive nos permitié avanzar en el
conocimiento del mecanismo de accién de este fArmaco y de su efecto sobre una conducta
depresiva especifica, ademas de advertir sobre posibles efectos adversos.

Por ello, se analiz6 si las neuronas y sinapsis glutamatérgicas pueden ser un blanco
de las adaptaciones inducidas por flx, revirtieron asi las alteraciones morfologicos y
funcionales en circuitos corticales glutamatérgicos inducidas por estrés (McEwen y cols.,
2012). Asi, el estrés aumenta la liberacion de glutamato en la corteza prefrontal e induce la

disminucién de algunas subunidades de receptores para glutamato, como GluN1 y GluA1l
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(Sanacora y cols., 2012). El estrés repetido disminuye la densidad y la presencia de espinas
de mayor tamafio (Radley y cols., 2006; Radley y cols., 2008), efecto que es revertido por la
administracién de FADs (Norrholm y Ouimet, 2001; Bessa y cols., 2009; Hajszan y cols.,,
2009).

Sorprendentemente, nuestros resultados muestran que la administracion de flx a
ratas naive indujo retraccidn del arbol dendritico en vastas areas corticales. Este resultado
no estaba de acuerdo con lo esperado ya que el estrés repetido tiene el mismo efecto: asi,
disminuye el largo dendritico en areas corticales como: la corteza prefrontal (Brown y cols.,
2005, Cerqueira y cols., 2007b, Cook y Wellman 2004, Liston y cols., 2006, Radley y cols.,
2006, 2008, Goldwater y cols., 2009) e hipocampo (Magarinos y cols., 1996; Conrad y cols.,
1999; Sousa y cols., 2000; McLaughlin y cols., 2007). Este efecto puede ser revertido por la
administracién prolongada de FADs (Bessa y cols., 2009). La retracciéon dendritica esta
relacionada con la disminucién del volumen hipocampal, aunque este fenémeno en
pacientes con depresién mayor es controversial. Asi, Sheline y cols. (1996) mostraron una
disminucién de volumen hipocampal en cerebros de pacientes con depresién mayor, efecto
que no fue observado en otros reportes (Rusch y cols., 2001; Vythilingam y cols., 2004). La
eleccion de los sujetos de estudio (edad), metodologia empleada y el uso de diferentes FADs
podrian explicar estas diferencias. La retraccién dendritica mediada por FADs no ha sido
abordada en otros estudios, ya que en la mayoria de los trabajos los estudios morfolégicos
solo se realizan en animales controles, estresados y estresados con FAD. Es probable que el
tiempo necesario para realizar estos analisis sea una de las razones para omitir este grupo
experimental. Sin embargo, de acuerdo con la retracciéon dendritica inducida por flx, la

administracion durante 21 dias de desipramina produce atrofia dendritica en neuronas del
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lecho de la estria terminal (Santibafiez M., 2009). Uno de los mecanismos que podrian
explicar la disminucion del largo dendritico mediado por flx es un aumento en la presencia
de R-NMDA conteniendo la subunidad GIuNZ2A. Se ha descrito que en neuronas
hipocampales, la sobreexpresion de R-NMDA con la subunidad GluN2B induce Ila
reactivacion de la dendritogénesis, por lo que estas neuronas contienen procesos mas
largos y mas complejos (Sepulveda y cols., 2010). Segtin esto, un aumento de la subunidad
GluN2A es compatible con una retraccion del arbol dendritico. Mas aun, la retraccién
dendritica fue observada en todas las areas analizadas (RSGb, M2 y PrL) lo que sugiere que
la presencia de R-NMDA con la subunidad GluN2A también puede ser un fenémeno
extendido.

El aumento en la densidad de espinas en RSG, M2 e hipocampo, pero no en PrL
muestran que a nivel sindptico, los cambios inducidos por flx ocurren en estructuras
cerebrales especificas. De acuerdo con este hallazgo, se ha descrito que el estrés repetido
tampoco modifica la densidad de espinas en la corteza PrL (Bessa y cols., 2009; Goldwater y
cols., 2009), reflejando que esta zona es menos sensible al estrés y al tratamiento
antidepresivo.

La morfologia de las espinas determina caracteristicas funcionales de las sinapsis.
Asi, el tamafio de la cabeza de las espinas dendriticas se correlaciona con un aumento de la
densidad postsinaptica (Harris y Stevens, 1989) y del contenido de R-AMPA (Takumi y cols.,
1999). El aumento en el porcentaje de espinas tipo callampa y la disminucién de las espinas
tipo filopodio/delgada en las cortezas RSG, M2 se correlaciond con un aumento selectivo de
las subunidades GluN2A, GluAl y GluA2 en estas zonas. Similarmente, en el hipocampo flx

aumento la densidad, el porcentaje de espinas tipo callampa y disminuy6 el porcentaje de
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espinas tipo filopodio/delgada. Estos resultados indican que la administracién prolongada
de flx favoreceria la maduracion y/o estabilizaciéon de los contactos sinapticos en areas
telencefalicas especificas. Esta especificidad se refleja también en el hecho que las dendritas
distales de las neuronas piramidales de CA1l no presentan esta plasticidad. Esto puede
deberse a la conectividad diferencial de ambas zonas sindpticas. Mientras las fibras
colaterales de Schaffer terminan sobre la porciéon proximal del arbol dendritico en el
stratum radiatum de CA1, la regién mas distal recibe las proyecciones desde la corteza
entorhinal (Steward, 1976). Ambas sub-zonas también expresan diferencialmente las
subunidades del R-NMDA: las porciones mas proximales presentan un mayor contenido de
R-NMDA con la subunidad GluN2B, mientras las porciones mas distales presentarian un
mayor porcentaje de R-NMDA con la subunidad GIuN2A (Segal, 1975; Arrigoni y Greene,
2004). Por esto, en las dendritas proximales de una neurona piramidal control que
contienen un menor porcentaje de espinas de mayor tamafio (callampa) y R-NMDA
conteniendo mayoritariamente GluN2B, flx es capaz de inducir de manera mas evidente los
cambios descritos. A su vez, en las porciones mas distales, que contienen mayor porcentaje
de espinas tipo callampa (maduras) y R-NMDA conteniendo la subunidad GIuNZ2A, la
induccién de plasticidad es limitada. Ademas, espinas mas grandes y con mayor contenido
de GluN2A son compatibles con una potenciacion sinaptica inducida por flx (Kopec y
Malinow, 2006; Alvarez y Sabatini, 2007; Kobayashi y cols., 2007). Falta por determinar si
este fendmeno se correlaciona con un aumento de la proteina andamio PSD-95, ya que esta
proteina andamio, ademas de interactuar directamente con GluN2A (Bard y cols., 2010)
esta relacionada con estabilizacion de las sinapsis (Ehrlich y cols., 2007) y con el trafico de

R-AMPA y R-NMDA a la sinapsis (Elias y cols., 2008).
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El aumento en los niveles de GluA2 descritos en esta tesis estdn de acuerdo con el
trabajo de Barbon y cols (2011) en donde se muestra que el tratamiento por mas de 2
semana con flx es necesario para inducir un aumento de GluA2 y GluA4 en la corteza
prefrontal y de GluAl y GluA3 en hipocampo (Barbon y cols., 2011). La deteccién de
aumentos de GluA2 en densidades postsinapticas aisladas desde telencéfalo sugieren la
interesante posibilidad que flx induzca cambios en la permeabilidad al calcio en estos
receptores (Ampuero y cols.,, 2010). Para verificar estos cambios en las dendritas del
hipocampo, especificamente en el stratum radiatum, se realizaron pruebas de
permeabilidad a calcio mediante la tincién de cobalto. Los resultados confirman el cambio
de estequiometria del R-AMPA, esto es un aumento de R-AMPA contiendo la subunidad
GluA2. Una de las subunidades del R-AMPA necesarias para el establecimiento de la LTP y
cuya presencia en la sinapsis ha sido asociada a sinapsis potenciadas o a espinas maduras
(Isaac y cols., 2007; Chen y cols., 2009). Compatible con una reduccién en la plasticidad
inducida por flx, en rebanadas de cerebros de ratas tratadas con flx se observa la oclusiéon
de los fenémenos de LTP y LTD en sinapsis ubicadas en el stratum radiatum pero no asi en
sinapsis ubicadas en zonas mas distales como el stratum lacunosum moleculare (Rubio FJ,
2012, manuscrito enviado a publicaciéon). La potenciaciéon sindptica depende de la
experiencia previa (Bear, 2003). Asi, sinapsis que han sido previamente potenciadas
contienen mayoritariamente GluN2A y en ellas es mas factible inducir LTD que LTP y lo
inverso sucede en sinapsis previamente deprimidas que contienen mayoritariamente
GIuN2B. En ellas, es mas factible inducir LTP que LTD. Por otra parte, también se ha
descrito que la terapia electroconvulsiva disminuye la LTP en hipocampo (Stewart y Reid,

2000), sugiriendo que los efectos sindpticos inducidos por flx que se han descritos en esta
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tesis, pueden ser inducidos también por otros tratamientos antidepresivos. Una menor
permeabilidad al calcio del R-NMDA (presencia de GluN2A) y del R-AMPA (presencia de
GluA2) limitarian la plasticidad sindptica y por tanto, podrian tener consecuencias

cognitivas relevantes. Para ello, se realizaron pruebas de aprendizaje y memoria.

4.- FIx produce un deterioro en la memoria remota.

Distintos tipos de memoria estin relacionadas con diferentes estructuras
telencefdlicas. Mediante estudios de lesidn, andlisis de imagen o de ensayos conductuales ha
sido posible determinar que por ejemplo la memoria no declarativa, como la adquisicién de
habitos, depende de la integridad de estructuras como el cuerpo estriado o el cerebelo
(tareas motoras), mientras la memoria declarativa o explicita esta relacionada con el
hipocampo, o la memoria de condicionamiento aversivo con la amigdala (Kandel E. y cols,
2000). En esta tesis, alteraciones sinapticas descritas en la corteza e hipocampo después de
tratamiento con flx, sugerian que posiblemente la memoria podria estar afectada. Por esto
se evalud la memoria explicita mediante diferentes pruebas conductuales. En la prueba del
laberinto de Morris se mide memoria espacial. En ésta, el aprendizaje de la tarea depende
del hipocampo mientras la consolidacién depende de estructuras corticales, como la
corteza perirhinal (Squire y Zola, 1996; Barker y Warburton, 2011). Otra forma de memoria
explicita que es facil de medir en roedores es la memoria de reconocimiento de objeto
novedoso, una forma de memoria no espacial que ademas del hipocampo depende de otras
estructuras corticales, como por ejemplo la corteza perirhinal (Winters y cols., 2008). Al

igual que en la prueba del laberinto de Morris, en la prueba de reconocimiento de objeto el
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aprendizaje o la memoria de corto plazo (24 hrs.) no es alterada por flx. Dosis similares de
flx a las empleadas en esta tesis tampoco muestran alteraciones en el aprendizaje o en la
memoria de corto plazo (Stewart y Reid, 2000; Valluzzi y Chan, 2007). Sin embargo, dosis
mayores a 8 mg/kg (i.p.) si producen un deterioro en el aprendizaje en la prueba del
Laberinto de Morris (Majlessi y Naghdi, 2002), efecto que puede ser debido a las altas dosis
utilizadas. A diferencia de lo observado en el aprendizaje y en la memoria a corto plazo (60
min. en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso), cuando se evalué memoria a
largo plazo en ambas pruebas, esto es a los 17 dias en el laberinto de Morris o a las 24 hrs.
después de la ultima sesion de entrenamiento en la prueba de reconocimiento de objeto
novedoso, si observamos un deterioro en la memoria. Estos resultados sugieren que flx
podria afectar la consolidacién, pero no la adquisicién, de la memoria. Sin embrago, se
requieren pruebas adicionales para dilucidar este fenémeno. Existe consenso en que la
memoria explicita, si bien depende del hipocampo para su adquisicion, en el largo plazo se
hace independiente de esta estructura (Squire y Zola, 1996). Aunque la participacién de
regiones especificas de la corteza cerebral en la consolidaciéon y almacenamiento de
diferentes tipos de memoria ha sido dificil de establecer, los cambios plasticos inducidos
por flx en extensas zonas telencefalicas explicarian el déficit en la memoria remota.
Consistentemente, una de las areas mas alteradas por flx es la corteza retroesplenial, una
area cortical que es esencial para el almacenamiento y recuperacion de memoria
hipocampal (Maviel y cols., 2004). De acuerdo con los hallazgos descritos en esta tesis,
Corcoran y cols. (2011) mostré que especificamente en esta corteza, la sunbunidad GIluN2A
del RNMDA est4 implicada en la recuperacion de la memoria remota (Corcoran y cols,,

2011). No se observaron diferencias en el aprendizaje de la respuesta condicionada en la
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prueba de evitacién pasiva, lo que sugiere que el tratamiento con flx no afecta estructuras
como la amigdala.

Los efectos cognitivos de la administraciéon prolongada de flx en pacientes con
depresién mayor es controversial. Hay reportes que sugieren una mejora en el desarrollo
de pruebas cognitivas que miden memoria explicita (Levkovitz y cols., 2002; Vythilingam y
cols., 2004; Gallassi y cols., 2006). Sin embargo, también hay trabajos que muestran un
efecto deletéreo de flx sobre la memoria (Gorenstein y cols., 2006). Un problema en la
interpretacion de estos resultados se debe a que la mayoria de estos trabajos evalua la
memoria en pacientes de edad avanzada, lo que podria tener implicancias en el estado
neurobiolégico del cerebro, influyendo en el resultado final de la administracion del FAD.
En este sentido, es necesario realizar estudios en adultos sanos para realizar afirmaciones
concluyentes sobre el efecto de flx sobre la memoria.

En controversia a nuestras observaciones, dos publicaciones recientes muestran
que la administracion prolongada de flx restablece plasticidad sindptica dependiente de
experiencia como la deprivacién monocular (Maya Vetencourt y cols., 2008) y la extincién
de las respuestas al miedo (Karpova y cols, 2011). En ellos, se muestra que la
administracién prolongada de flx reactiva fenémenos de plasticidad que se pierden
durante el desarrollo o no se observan en el adulto. En el desarrollo del sistema visual, una
vez producido el término del periodo critico, se establecen las columna de dominancia
ocular y se restringe la plasticidad de las conecciones entre las aferencias contra e
ipsilaterales desde los ojos (Berardi y cols., 2000; Hooks y Chen, 2007). Si antes del término
del periodo critico se realiza la deprivaciéon monocular, se inducen cambios plasticos en la

corteza visual de tal manera de potenciar las conecciones desde el ojo no deprivado.
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Después de finalizado el periodo critico no ocurre el fenémeno. En este modelo, la
administracion de fluoxetina en el adulto ha mostrado que reactiva los fenémenos de
plasticidad sinaptica (Maya Vetencourt y cols., 2008). Por otra parte, durante el proceso de
extincién del condicionamiento al miedo se induce plasticidad que es favorecida por flx
(Karpova y cols,, 2011). Estos antecedentes sugieren que los efectos inducidos por flx
dependen de la condicion previa, esto quiere decir, que el resultado final de la
administracién prolongada de flx dependerd de la experiencia previa o del estado de
madurez del cerebro. A pesar de ello, nuestros resultados muestran que flx tiene efectos

deletéreos sobre la memoria en sujetos en condiciones basales, es decir, no estresados.

Para sintetizar los hallazgos descritos en esta tesis hemos planteado el siguiente

modelo que recapitula los cambios plasticos inducidos por flx en un cerebro naive (Figura

27).
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Figura 28. Modelo del efecto de la administracion prolongada de flx sobre las
sinapsis glutamatérgicas telencefalicas. La administraciéon prolongada de flx induce el
refinamiento de los circuitos neuronales, maduracion de las sinapsis y/o estabilizacién de
los contactos sindpticos inmaduros. A su vez, la maduracion sindptica inducida por flx
conlleva a una mayor presencia a nivel postsindptico de R-AMPA conteniendo la subunidad
GluA2 y de R-NMDA conteniendo la subunidad GluN2A. Modificado desde (Isaac y cols.,

2007).
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten concluir que:

1.- Los FADs, flx y rbx ejercen efectos difereciales sobre las conductas depresivas inducidas
por restriccion e inmovilizacién, respectivamente.

2.- So6lo la dosis menor de flx fue efectiva en disminuir la desesperanza en ratas no
estresadas y después de estrés por restriccidn, lo que sugiere que el efecto antidepresivo de
flx puede ser mediado por cambios plasticos en las sinapsis glutamatérgicas.

3.- Los cambios plasticos inducidos por la administraciéon prolongada de flx en ratas naive
ocurren a distintos niveles de organizaciéon: en el arbol dendritico (retracciéon), en las
espinas dendriticas (aumento en la densidad y en el porcentaje de espinas de mayor
tamafio) y en los receptores glutamatérgicos (aumento en los niveles de las subunidades
GluN2A y GluA2).

4.- Los cambios plasticos en las sinapsis glutamatérgicas se correlacionan con un deterioro

en LTP, LTD y memoria remota o de largo plazo.
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Capitulo 7

Apéndices

Apéndice I: Expresion diferencial de c-Fos en restricciéon e inmovilizacion:
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Figura 29. El estrés aumenta diferencialmente el niimero de células inmunopositivas

para c-Fos en distintas areas telecefdlicas en restriccion e inmovilizacion.
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Cuantificacion del niimero de células inmunopositivas en A) estrés agudo y en B) estrés
repetido. Los valores corresponden al promedio de células inmunopositivas para c-Fos en 4
cortes provenientes de 4-5 ratas por condicién: control, restricciéon e inmovilizacién. RSG,
corteza retroesplenial granular; RSA, corteza retroesplenial agranular; M1, corteza motora
primaria; M2 corteza motora secundaria; S1BF, corteza somatosensorial primaria, campo
barril; AIP, corteza insular agranular parte posterior; area CA1 del hipocampo; CA3, area
CA3 del hipocampo; GD, giro dentado; PVN, nuicleo paraventricular del hipotalamo; IL,
corteza Infralimbica; PrL, corteza Prelimbica. Los datos representan el promedio + EE

donde *** indica p <0,001, **p< 0,01, p * <0,05
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Apéndice II: Subunidades R-AMPA en hipocampo.

1.15+

1.104

o
<
-— =
< O a
=) cc)l’ 1.05-
5 o2
E = E
® 0.95
: control flx
~ 1.20-
<§ 1.15
(q\] _— i
<C Osa
> =L 1101 %
= 5'c
o e
call c 1.054
= =
© 1.00-
control flx

Figura 30. Fluoxetina aumenta la expresion de la subunidad GluA2 del R-AMPA en el
area CA1 del hipocampo. (A) Microfotografias representativas de inmunohistoquimicas
anti-GluA1(superior) y anti-GluA2 (inferior) en CA1l en control y flx. (B) Cuantificacion de
la intensidad relativa (stratum radiatum/stratum piramidal; s.r/s.p.) de GluA1l y GluA2. Los
valores representan el promedio + EE. (*p<0.05, n=5-7, test t-Student ). Barra corresponde

a50 um.
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Apéndice III: Andlisis estadistico.

Andlisis de Componentes Principales.

El andlisis de componentes principales (ACP) es un método estadistico
multivariado, es decir, aplicado a un conjunto de variables. El procedimiento permite
reducir el conjunto de variables originales a menos dimensiones con la minima pérdida de
informaciéon. Para poder realizar este método, las variables originales deben estar
correlacionadas, de tal manera de mantener la tendencia de las variables originales. Una de
las mayores ventajas del ACP es que recapitula la informacién de una conjunto grande de
variables, permitiendo la comparacion intergrupo mediante tests estadisticos conocidos:
ANOVA o t-Student, facilitando la interpretacion de los resultados. Ademas, cada variable
recibe el mismo peso estadistico, por lo que no distorsiona la informacién aportada por

cada variable individual.

Nota:

En los pardmetros medidos en el EPM los datos que se miden se correlacionan de manera
inversa con ansiedad, esto es, la mayor ansiedad se correlaciona con disminucién de tiempo
en brazos abiertos. Por esta razon se generaron las variables t1 y t2 que corresponden al
valor negativo del % de tiempo en el brazo abierto (t1) y el tiempo de permanencia en el

brazo abierto/tiempo en ambos brazos (t2).
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En cuanto al procedimiento, éste se muestra en el ejemplo. Consiste en la obtencién
de una matriz de correlacioén de las variables originales. Para esto, se utiliza la covarianza
como medida de dispersion de los datos, esto es la variacion de una variable x con respecto
a otra variable y. Para las variables de ansiedad, esto es la latencia en el NSF, el porcentaje
de tiempo en el brazo abierto (t1) y el OTR (razén entre el tiempo en el brazo abierto y el
tiempo total, t2), la matriz de correlacién es de 3x3. Para desesperanza, las variables son la
inmovilidad en el TST y FST, por lo que la matriz de correlacién es de 2x2.

Para la ansiedad, tenemos las siguientes variables: NSF (x), T1 (y), T2 (z).

X1 Xz X3 Xp
Y1 Yz Y3 Yp
Z1 Zz Z3 Zp

La matriz de correlacion ( R ) es una matriz simétrica dada por:
1 Pey Pes

= 1 pye
1

Una vez obtenida la matriz de correlacion se calculan los valores y vectores propios
en orden decreciente. Cada valor propio expresa la proporcién de varianza explicada por
cada componente. Cada puntaje principal es la combinacién lineal

Zp=Xp,+Y B, +Zf,

Donde cada vector propio tiene componentes 31,82 y Ba.

Los componentes se ordenan de acuerdo al porcentaje de variabilidad que explican. Se

seleccionan el o los componentes que presentan valores mayores a 1, ya que en ellos se
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representa la mayor variacion de los datos. Por ejemplo para la ansiedad, el componente 1
explica la variaciéon de un 67,05% de los datos, el componente 2 un 32,93% y el dltimo

componente un 0,02%, por lo tanto la contribucién del primero es mayoritaria.

Component | Eigenvalue Difference Proportion Cumulative
_____________ e e e e e m e m e m—m e mm e mmmmmm e m——m——————————————
Compl| 2.01149 1.0236 0.6705 0.6705
Comp2| .987886 .987258 0.3293  0.9998
Comp3| .000627648 0.0002 1.0000

Andlisis estadistico de la Prueba de Reconocimiento de Objeto.

Para determinar si la administracién prolongada de flx modifica el patrén de
respuesta de las ratas se utilizé un analisis basado en el método de Kaplan-Meier para

curvas de sobrevida.

Este método se utilizdo ya que la variable medida es el tiempo gastado en el
reconocimiento del objeto. Se comparo el tiempo total gastado en cada uno de los pares de
objetos en los grupos controles (sal) y tratados con flx. Para determinar si estos grupos

experimentales muestran funciones de sobrevida diferentes se utilizd el test de Longrank
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cuya hipoétesis nula se basa en funciones de sobrevida iguales. Esto permite determinar que
el tiempo gastado en el reconocimiento del objeto familiar son iguales entre el grupo de
ratas control y el grupo de ratas tratadas con flx con un valor de p=0,9787, mientras la
respuesta en el tiempo de reconocimiento del objeto novedoso en el grupo de ratas
controles y las ratas tratadas flx son significativamente diferentes con un valor de

p=0,0317.
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