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Abreviaturas

ABL.: Amigdala Baso-Lateral

ADHD: trastorno de déficit de atencién con hiperactividad (del inglés Attention Deficit
Hyperactivity Disorder)

AMPA: &cido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico (del inglés a-Amino-3-hydroxy-5-
Methyl-4-isoxazole Propionic Acid)

Angl: angiotensina |

Angll: angiotensina Il

ARBSs: blogueantes de receptores de angiotensina Il (del inglés Angiotensin Receptor Blockers)
ATV: Area Tegmental Ventral

BHE: Barrera Hemato-Enceféalica

CaMKII: proteina quinasa Il dependiente de Ca2+/calmodulina (del inglés Ca2+/calmodulin-
dependent protein Kinase 1)

COX: Ciclo-Oxigenasa

CPF: Corteza Pre-Frontal

CPu: caudado putamen

CV: candesartan

DAG: Di-Acil-Glicerol

ECA: Enzima Convertidora de Angiotensina |

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico (del inglés Epidermal Growth Factor
Receptor)

eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial (del inglés endothelial Nitric Oxide Synthase)

ERK: proteina quinasa regulada por sefial extracelular (del inglés Extracellular signal-Regulated
Kinase)

GD: Girus Dentado de hipocampo

GFAP: proteina fibrilar acidica de la glia (del inglés Glial Fibrillary Acidic Protein)

HPC: hipocampo

HSF-1: factor de transcripcién de golpe de calor (del inglés Heat Shock Factor-1)

HSP: proteina de golpe de calor (del inglés Heat Shock Protein)

ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1 (del inglés Inter-Cellular Adhesion Molecule 1)
IFNy: interferdn gamma

IL: interleucina

INOS: dxido nitrico sintasa inducible (del inglés inducible Nitric Oxide Synthase)

IP3: inositol 3-fosfato (del inglés Inositol trisPhosphate)
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JNK: quinasas c-Jun N-terminal (del inglés c-Jun N-terminal Kinases)

LC: Locus Coeruleus

LTP: potenciacion a largo plazo (del inglés Long Term Potentiation)

MAOQO: Mono-Amino Oxidasa

MAPK: proteina quinasa activada por mitdgenos (del inglés Mitogen-Activated Protein Kinase)
MCP1: proteina quimiotactica de monocitos 1(del inglés Monocyte Chemoattractant Protein-1)
M-CSF: factor estimulante de colonia de macrofagos (Macrophage Colony-Stimulating Factor)
NAcc: Nucleo Accumbens

NADPH: nicotinamida adenina di-nucleétido fosfato (del inglés Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate)

NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (del
inglés Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

NMDA: N-metil-D-aspartato

NO: 6xido nitrico (del inglés Nitric Oxide)

PKC: proteina quinasa C (del inglés Protein Kinase C)

R-AT;: receptores AT,

R-AT;: receptores AT,

ROS: especies reactivas del oxigeno (del inglés Reactive Oxigen Species)

SHR: ratas espontaneamente hipertensas (del inglés Spontaneously Hypertensive Rats)
SN: Sustancia Nigra

SNC: Sistema Nervioso Central

SRA: Sistema Renina-Angiotensina

TH: Tirosina Hidroxilasa

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa (del inglés Tumoral Necrosis Factor alpha)

US-FDA: administracién de alimentos y drogas de los Estados Unidos (del inglés United States
Food and Drug Administration)

VCAM-1: molécula de adhesion vascular 1 (del inglés Vascular Cell Adhesion Molecule 1)

VEGF-1: Factor de crecimiento vascular 1 (del inglés Vascular Endothelial Growth Factor 1)






Resumen

La unidad neurovascular es responsable de la actividad coordinada de neuronas, astrocitos y
células endoteliales, manteniendo el suministro de energia necesario para la correcta actividad
neuronal y la homeostasis del microambiente cerebral. La alteracion de los componentes de la
unidad neurovascular se observa en condiciones patoldgicas de hipoxia, inflamacién, remodelado
estructural del tejido y estrés oxidativo, que involucran una respuesta inflamatoria. En este
escenario, la disfuncion endotelial de la vasculatura cerebral seria un desencadenante en la

neuroinflamacion presente en multiples patologias.

El sistema renina-angiotensina cerebral es conocido por su rol modulador en multiples funciones
del sistema nervioso central que abarcan respuestas inflamatorias, control del flujo sanguineo local
y sintesis y liberacion de catecolaminas. Todas estas funciones son mediadas por activacion de
receptores AT; de angiotensina Il, los cuales estdn presentes en todos los tipos celulares que

conforman la unidad neurovascular.

Los psicoestimulantes, como la anfetamina, aumentan la transmisién catecolaminérgica y
promueven cambios plasticos sobre circuitos neuronales que pueden ser observados tiempo
después, por exposicion a un desafio (farmacolégico o fisioldgico). Estos cambios alostéticos
explican la neuroadaptacion que conlleva al desarrollo de sensibilizacion conductual. Al mismo
tiempo, el consumo de sustancias tipo anfetamina estaria relacionado con procesos

neuroinflamatorios y multiples secuelas cognitivas deletéreas.

Los antecedentes previos a este trabajo de tesis mostraron que los cambios neuroadaptativos
inducidos por anfetamina, involucran activacion de receptores ATy, al mismo tiempo que altera el
sistema angiotensinérgico. Considerando la actividad pro-inflamatoria de receptores AT; en
maltiples tipos celulares, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar su participacién en cambios
vasculares y neuroadaptativos inducidos por anfetamina, en &reas relacionadas con procesos

cognitivos.

Los resultados obtenidos indican que la exposicion repetida a dosis intermedias de anfetamina
estimula la expresion de receptores ATy en la microvasculatura cerebral, los cuales serian
responsables de la susceptibilidad a estrés endotelial frente a un desafio farmacologico o fisioldgico,

dado que ambos eventos se previenen con el bloqueo de estos receptores.

En relacion a las areas involucradas en procesos cognitivos, se observo un patron de alteracion
region-dependiente en los componentes de la unidad neurovascular, luego de la exposicion al
psicoestimulante. Los cambios observados a nivel de corteza prefrontal condicen con alteraciones
estructurales, caracteristicas de procesos inflamatorios, y se relacionan con el déficit atencional en

condiciones basales. Mientras que en las areas que participan en memoria a largo plazo se
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Resumen
evidenciaron cambios funcionales ante la exposicion a un desafio, en ausencia de cambios
estructurales. Todas las alteraciones estructurales y funcionales observadas regionalmente,

inducidas por anfetamina, fueron prevenidas por el bloqueo de receptores AT,

Los resultados evidencian la participacion del sistema renina-angiotensina, via activacion de
receptores ATy, en las alteraciones estructurales y funcionales inducidas por anfetamina sobre los

componentes de la unidad neurovascular, en areas relacionadas con procesos cognitivos.
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Introduccion

La unidad neurovascular

El Sistema Nervioso Central. Irrigacion sanguinea

El sistema nervioso central (SNC) es altamente dinamico y presenta un complejo metabolismo
energeético, siendo el glucogeno el Unico reservorio de energia en caso de una elevada actividad
neuronal y la vasculatura cerebral la responsable del suministro continuo de glucosa y oxigeno
(Belanger y col., 2011). El cerebro representa el 2% de la masa corporal, sin embargo, su actividad
en condiciones de reposo demanda un 17% del flujo sanguineo total y consume el 20% del oxigeno
y el 25% de la glucosa disponibles (Barr, 1973; Faraci, 2011; Hill, 2006; Jaramillo-Magafia, 2013).
Esta elevada tasa metabolica es utilizada para revertir los movimientos de iones, que subyacen a las
corrientes post-sindpticas excitatorias y a los potenciales de accion evocados; por esta razon la
correcta perfusion sanguinea no sélo es responsable de la viabilidad celular de neuronas y glia, sino
también de su comunicacion y funcionamiento (del Zoppo, 1997). A nivel cerebral, la reduccién del
flujo sanguineo regional lleva a una disminucion temporal de la actividad eléctrica de las
membranas celulares, la viabilidad neuronal y la integridad del tejido (ladecola, 2004).

La irrigacion sanguinea del SNC se inicia a nivel de la arteria carétida interna y la arteria basilar.
Estas convergen en la base del encéfalo por anastomosis para dar origen al poligono de Willis;
estructura que proporciona rutas alternativas cuando alguna de las arterias mayores sufre oclusion.
Desde este poligono se originan las tres arterias cerebrales principales (anterior, media y
posterior), las cuales dan lugar a vasos de menor calibre conocidos como arterias piales (Figura
1). Estas arterias recorren la superficie cerebral por el espacio subaracnoideo hasta que penetran en
el tejido cerebral como vasos mas pequefios, acompafiados por el espacio de Virchow-Robin.
Finalmente las subsecuentes ramificaciones dan origen a los vasos parenquimales, que penetran en
el tejido cerebral y mantienen un estrecho contacto con astrocitos (Barr, 1973; Cipolla, 2010). La
regulacién del flujo sanguineo a nivel del SNC es compleja e implica la coordinacion e integracién
de cambios regionales y en forma independiente de la circulacién sistémica. Esta autorregulacion
involucra una segmentacion vascular, donde la red de arterias piales es responsable de 2/3 de la
resistencia vascular cerebral total, mientras que la proporcion restante depende de los vasos
parenquimales. Los cambios en arterias piales responden a las fluctuaciones de la presion arterial
disminuyendo el impacto de alteraciones en la perfusion local. Es asi que se observa
vasoconstriccion frente a un aumento de la presion arterial, y relajacion frente a una disminucion de
la misma (Cipolla, 2010; Faraci, 2011; Faraci y col., 1990). El lecho de vasos parenquimales
conformado por arteriolas, capilares y vénulas, controla el flujo sanguineo local, y su actividad
esta mediada por sefiales intrinsecas. Esta regulacion recibe el nombre de hiperemia funcional y

consiste en la coordinacion del flujo sanguineo con la actividad neuronal, asegurando un correcto
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Introduccion
suministro de energia y remocion de productos metabolicos en el sitio activo (Cox y col., 1993;
Erinjeri y col., 2002; ladecola y col., 2007). La existencia de cambios coordinados entre el flujo
cerebral y la actividad neuronal fue propuesta a fines del siglo pasado. En una primera instancia, se
propuso que los cambios vasculares serian consecuencia de la demanda energética resultante de la
activacion previa del tejido. Sin embargo, el patrén temporal y la magnitud de los efectos
observados en estos procesos, condujo hacia una nueva propuesta que identifica un control por
retroalimentacion pro-activa. En este caso, los cambios vasculares son simultaneos a la actividad

neuronal, supliendo la demanda energética por venir (Attwell y col., 2010).
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Figura 1. Irrigacion sanguinea del sistema nervioso central. A) Arteria carotida interna y arterias
vertebrales (lado derecho); B) Arterias que conforman el Poligono de Willis; C) Territorios de
irrigacion sanguinea cerebral de arteria cerebral media (panel superior), anterior y posterior (panel
inferior). Modificado de Blumenfeld, H. (2010) y Cipolla, M.J. (2010). Esta distribucién anatémica
condice con la observada en roedores.



Introduccion
La unidad neurovascular
La hiperemia funcional es crucial en el mantenimiento de la homeostasis del microambiente
cerebral y resulta del acoplamiento neurovascular. Esta es una actividad coordinada entre neuronas,
astrocitos y vasculatura (células endoteliales), que estd enmarcada en la relacion cercana que existe
entre estos tipos celulares, a nivel espacial y temporal. De este modo, estas células conforman una
unidad anatoémica y funcionalmente integrada denominada unidad neurovascular (Figura 2)
(Girouard y col., 2006a; Haydon y col., 2006; Zacchignay col., 2008).

Endotelio

Las células endoteliales estan presentes en todos los tipos de vasos sanguineos y constituyen una
de las estructuras de mayor superficie continua en el organismo. A nivel de vasos parenquimales,
estas células son el principal tipo celular, rodeado Unicamente por pies perivasculares de astrocitos
y células contractiles (pericitos) (Figura 2). Se estima, que la superficie total de capilares en el
cerebro humano supera los 15km?, siendo el principal sitio de intercambio de oxigeno y nutrientes,
y el centro de control del tono vascular y las respuestas inflamatorias (Cipolla, 2010; Faraci y
col., 1998; Tesfamariam y col., 2007). Los capilares a nivel del SNC no estdn fenestrados, las
células endoteliales estan selladas por uniones estrechas y uniones adherentes, delimitando la
barrera hemato-encefélica (BHE). Esta caracteristica particular permite controlar el movimiento de
iones, el transporte pasivo de nutrientes y metabolitos esenciales, impedir la accion cruzada de
mediadores centrales y periféricos, y prevenir la entrada de sustancias toxicas (Abbott y col., 2010).

La regulacion del tono vascular esta dada por la liberacion controlada de multiples mediadores,
vasoconstrictores 'y  vasodilatadores, derivados del endotelio. Entre los mediadores
vasoconstrictores, podemos mencionar endotelina-1, prostanoides derivados de la ciclo-oxigenasa
(COX), especies reactivas del oxigeno (ROS) y angiotensina Il (Angll). Los mediadores
vasodilatadores mas estudiados son el oOxido nitrico (NO), prostaciclinas y factores
hiperpolarizantes derivados del endotelio. EI NO, producido por la accién catalitica de la enzima
constitutiva oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) sobre l-arginina, difunde hacia la célula
contractil y promueve su relajacion. Ademas, este mediador presenta funcion anti-agregante
plaquetaria y antiinflamatoria. Sin embargo, el aumento de este mediador, por actividad de la
isoenzima de expresion inducible iNOS, es clave en el desarrollo y progresion de desordenes
vasculares. En estas condiciones el NO reacciona con anion superoxido generando peroxinitrito, un
potente factor oxidante que en exceso produce citotoxicidad. Al mismo tiempo los niveles de
prostaciclinas se alteran de manera mas compleja produciendo efectos vasodiltadores o
vasconctrictores, por alteracion en la expresion de COX-1/COX-2 (MacKenzie, 2011). Los

mediadores de vasodilatacion son reconocidos como indicadores de la funcionalidad endotelial ya
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Introduccion
que son esenciales para el mantenimiento basal de la presion y el flujo sanguineo (MacKenzie,
2011).

El endotelio participa en la respuesta inflamatoria promoviendo la sintesis de moléculas de
adhesion de membrana y la liberacion de citocinas; atrayendo y guiando a las células inflamatorias
circulantes hacia el sitio de injuria. El aumento en la expresion de selectina-E y de las moléculas de
adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y vascular-1 (VCAM-1) es determinante para la interaccion entre
las células endoteliales y las células inflamatorias circulantes. Mientras que los mediadores
quimicos liberados, como interleucina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral a (TNFa) e interferon y
(IFNYy), participan en el reclutamiento de leucocitos, activacion de neutréfilos y aumento de la
permeabilidad vascular. Ademas, estos mediadores promueven la liberacion de NO y sus radicales,
asi como la produccién de ROS. En condiciones patoldgicas las células inflamatorias y endoteliales
serian las principales fuentes de ROS (Tesfamariam y col., 2007). EI aumento de estas especies
reactivas es responsable del estrés oxidativo que conduce a la acumulacion de proteinas dafiadas o
mal plegadas, aumento en la tasa de mutagénesis, exacerbacion de la respuesta inflamatoria y dafio
endotelial (El Assary col., 2013).

Astrocitos

A fines del siglo XIX, Ramén y Cajal describi6 de manera detallada las caracteristicas
estructurales de los astrocitos y propuso las posibles funciones que podian atribuirse para este tipo
celular dadas sus caracteristicas morfoldgicas. En la actualidad, sus ideas mantienen vigencia y han
sido corroboradas con el advenimiento de nuevas técnicas experimentales (Araque, 2017). Los
astrocitos presentan una estructura anatomica polarizada; por un lado, a través de finos procesos
perisinapticos rodean la mayoria de las sinapsis neuronales, y por otro, sus prolongaciones celulares
anchas (pies perivasculares) cubren mas del 99% de la superficie vascular en el SNC (Figura 2)
(Araque, 2017; Haydon y col., 2006; ladecola y col., 2007). Desde un punto de vista funcional y en
condiciones fisioldgicas, los astrocitos modulan la neurotransmision glutamatérgica y gabaérgica
(sinapsis tripartitas), regulan el tono vascular por liberacion de mediadores vasoactivos, mantienen
el suministro de energia y la homeostasis extracelular (Belanger y col., 2011; Diniz y col., 2012;
Diniz y col., 2014; Haydon y col., 2006; Ni y col., 2007; Sofroniew y col., 2010; Takano y col.,
2005).

El patron temporal y espacial observado durante la hiperemia funcional, se explica por la accion
mediadora de los astrocitos sobre la actividad sinaptica y la respuesta vascular (Figura 2). Esta
accion dependeria de la sefializacion intracelular de corrientes de Ca*? en astrocitos, dado que este
ion muestra oscilaciones en micro-dominios a nivel de procesos astrociticos durante la transmision

sinaptica (Haydon y col., 2006). EI modelo de acoplamiento neurovascular propone que la
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actividad sinéptica es codificada por los astrocitos en distintas frecuencias de oscilacién de Ca*%; las
cuales median la liberacion de compuestos vasodilatadores derivados del acido araquidonico a nivel
del pie perivascular, promoviendo cambios en el tono vascular (Figura 2) (Haydon y col., 2006;
Zontay col., 2003a; Zonta y col., 2003b).

Los astrocitos responden a las injurias del SNC a través de una respuesta conocida como
astrogliosis o reactividad astrocitaria. Esta respuesta no cumple con la dindmica del todo o nada,
sino que se manifiesta de manera variable y heterogénea segln el contexto en el que se desarrolle
(Sofroniew, 2014; Sofroniew y col., 2010). Diversos mediadores pro-inflamatorios (IL-1, TNFa ¢
IFNy) inducen reactividad astrocitaria que, a su vez, promueve la sintesis de citocinas, quimiocinas
y factores de transcripcion pro-inflamatorios por parte de los astrocitos. En condiciones
inflamatorias, la astrogliosis iria acompafiada de pérdida y ganancia de funciones. En este sentido,
los astrocitos perderian funciones troficas, metabdlicas y moduladoras sobre neuronas y
vasculatura; mientras que ganarian funciones en detrimento de la viabilidad celular por produccion
de citocinas pro-inflamatorias, ROS, factor de crecimiento endotelial vascular 1 (VEGF-1) y
glutamato en concentraciones excitotoxicas (Sofroniew, 2014; Sofroniew y col., 2010). La
reactividad astrocitaria implica un cambio morfolégico que involucra proteinas del citoesqueleto,
como la proteina acida fibrilar de glia (GFAP), la cual se ve aumentada tras la injuria del SNC y es

un indicador de astrogliosis (Brenner, 2014).

Neuronas

El fenémeno de hiperemia funcional no puede explicarse por una interaccion directa entre
terminales nerviosos y vasos sanguineos exclusivamente. Considerando su disposicién espacial en
el SNC, la comunicacién entre estos tipos celulares necesita de un mecanismo de difusion
extracelular que no cumpliria con la coordinacion temporal entre los eventos de actividad sinéptica
y vasodilatacion (ladecola y col., 2007). Sin embargo, se ha observado que durante la hiperemia
funcional la interaccién neurona-vasculatura puede tener lugar en paralelo. En este sentido, se ha
descripto la regulacién del tono vascular por neurotransmisores en areas de inervacion
dopaminérgica, particularmente a nivel de corteza prefrontal (CPF). Esta area presenta una estrecha
relacién espacial entre terminales dopaminérgicos y vasculatura concomitante con una expresion
elevada de receptores de dopamina a nivel de los microvasos (Choi y col., 2006; ladecola, 1998;
Krimer y col., 1998). En este caso, los efectos finales de la liberacion del neurotransmisor sobre el
tono vascular dependerdn de la activacion de receptores dopaminérgicos, noradrenérgicos y

serotoninérgicos presentes en la vasculatura (Choi y col., 2006; ladecola, 1998).
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La unidad neurovascular en condiciones patoldgicas
En patologias del SNC, la incoordinacion entre la actividad sinéptica y el flujo sanguineo
cerebral reflejan la importancia del acoplamiento neurovascular en el mantenimiento de la
homeostasis cerebral. En condiciones patoldgicas, alteraciones de la unidad neurovascular indican
la ocurrencia de hipoxia, inflamacion, remodelado estructural del tejido y estrés oxidativo (Gorelick
y col., 2011; ladecola y col., 2008; Stanimirovic y col., 2012; Zacchigna y col., 2008). En la
actualidad se propone que la disfuncion vascular cumple un rol preponderante en el desarrollo y la
progresion de enfermedades cronicas y progresivas que afectan la funcionalidad de la unidad
neurovascular, incluyendo hipertension, accidentes cerebro-vasculares, demencias por trastornos
vasculares, diabetes mellitus, enfermedades neurodegenerativas, esquizofrenia y envejecimiento
(del Zoppo, 2006; El Assar y col., 2013; Girouard y col., 2006a; Gorelick y col., 2011; ladecola,
2010; ladecola y col., 2008; MacKenzie, 2011; Zacchigna y col., 2008). Las alteraciones en la

unidad neurovascular repercutirian en la entrega de nutrientes y la remocion de metabolitos en areas

activas, modificando el microambiente cerebral y contribuyendo a la disfuncién neuronal (Girouard
y col., 2006a).
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Figura 2. La unidad neurovascular. A) Representacion grafica de la localizacion de astrocitos
realizada por Ramon y Cajal (panel superior) y microfotografias representativas de la localizacion
de vasos sanguineos y astrocitos (panel inferior); B) Esquema representativo de la estructura
vascular en el sistema nervioso central (panel superior) y modelo simplificado del acoplamiento
neurovascular (panel inferior).
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El sistema renina-angiotensina cerebral

La primera caracterizacion del sistema renina-angiotensina (SRA) se realiz6 en nuestro pais en
1940, cuando se identificd la formacion de un agente vasopresor, conocido actualmente como
Angll, a partir de un sustrato proteico presente en plasma como consecuencia de la accion
enzimética de renina (Braun-Menendez y col., 1940). Esto motivé que los primeros estudios del
SRA se focalizaran en su rol como sistema humoral circulante, encargado del control de la presion
arterial y la homeostasis de electrolitos (Peach, 1977). Posteriormente, se observd que Angll
presentaba acciones centrales como consecuencia de la estimulacion directa de sus receptores,
presentes en los 6rganos circunventriculares, debido a la llegada del péptido a través de capilares
fenestrados. A su vez, se consideraban efectos indirectos de Angll, dado que estas areas proyectan
hacia otros centros nerviosos. De este modo, estos mecanismos permitian explicar la modulacién de
Angll sobre la actividad auténoma, tono simpatico vascular, liberacion de vasopresina y apetito por
el sodio. Sin embargo, luego se conoci6 que estos efectos ocurren de manera conjunta por accion
directa, indirecta y local en distintas areas cerebrales (Saavedra, 1992; Wright y col., 2013; Wright y
col., 2008). En la actualidad, se reconoce la actividad paracrina del SRA (complementaria a la
sistémica) dado que todos sus componentes han sido identificados en distintos tipos de tejidos, tales
como corazon, rifiones, musculo liso vascular, vasculatura cerebral y cerebro (Ganong, 1994; Paul y
col., 2006; Paz, 2012; Poisner, 1998; von Bohlen und Halbach y col., 2006; Zhou y col., 2006). Las
funciones tisulares y sistémicas de Angll muestran diferencias y sugieren que, ain con bajos niveles
plasmaticos del péptido, el SRA puede presentar actividad paracrina exacerbada por produccién
local de Angll y/o elevada expresion de sus receptores (Hunyady y col., 2000).

A nivel del SNC todos los componentes del SRA (precursores, enzimas, receptores, péptidos
activos) se han detectado mediante diversas técnicas, tales como radioinmunoensayo,
inmunohistoquimica, hibridacion in situ y northern blot (Antunes-Rodrigues y col., 2004; Saavedra,
1992). El angiotensindgeno es el precursor del sistema que, por actividad de renina, da lugar a
angiotensina 1 (Angl), un decapeptido inactivo que es posteriormente clivado por peptidasas. La
enzima convertidora de angiotensina I (ECA) es la responsable del clivaje de Angl en el
octapéptido Angll, uno de los mediadores mas estudiados del sistema que ejerce sus funciones via
dos tipos de receptores: ATy y AT, (R-AT; y R-AT,). Ademas, la sintesis de Angll en el SNC
puede ocurrir por vias no canonicas que involucran la actividad de catepsina G, elastasa, proteinasa
3 y tonina (Figura 3). El posterior procesamiento de Angll da lugar a la formacién de otros
neuropéptidos activos como angiotensina IV y angiotensina 1-7, que poseen sus propios receptores
(Albrecht, 2010; Saavedra, 2005; von Bohlen und Halbach y col., 2006; Wright y col., 2013; Wright
y col., 2008).
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Figura 3. El sistema renina angiotensina cerebral. A) Esquema representativo de la via de
sintesis de angiotensinas bio-activas en el SNC; B) Receptores AT estimulos para su activacion y
vias de sefializacion intracelular. Modificado de Karnink, S.S. y col (2015) y Paul, M. y col (2006)

La presencia y sintesis de angiotensindgeno se ha determinado a nivel neuronal y astrocitario;
siendo estos Ultimos la principal fuente cerebral del precursor considerando que los astrocitos
positivos para angiotensindgeno presentan un amplio patrén de distribucion en el SNC (Imboden y
col., 1987; Intebi y col., 1990; Thomas, 1999; Yang y col., 1999). En el caso de neuronas, su
distribucion es restringida y se ha observado que angiotensindgeno, Angll y sus receptores
colocalizan en ciertas regiones del cerebro a nivel de terminales nerviosas, lo que sugiere que
podrian estar actuando a lo largo de las sinapsis (Allen y col., 2001; Antunes-Rodrigues y col.,
2004; Lenkei y col., 1997; Song y col., 1992). Esta idea es acompafiada por las evidencias que
muestran que la administracion exdgena de Angll, en estos sitios de colocalizacidn, evoca
respuestas fisioldgicas atribuidas al péptido, indicando su rol modulador en la actividad sinaptica
(Lind y col., 1985). Por otro lado, la presencia de renina cerebral fue muy cuestionada en un
principio debido a sus bajos niveles de expresion; sin embargo, hoy en dia se reconoce su
localizacion intra y extracelular en el SNC. Esta enzima puede ser secretada en su forma activa
(renina) o inactiva (pro-renina) y, ademas de su accion sobre angiotensindgeno, actla sobre
receptores propios para regular la actividad de la ECA (Grobe y col., 2008; Karamyan y col., 2007,
McKinley y col., 2003; von Bohlen und Halbach y col., 2006). Finalmente, la ECA muestra una
localizacion ubicua en el SNC, presentandose en su forma soluble o unida a membrana a nivel
extracelular y participando del clivaje de Angl, asi como también en el catabolismo de otros

péptidos activos (Karamyan y col., 2007; McKinley y col., 2003).
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Hasta el momento, no se ha podido identificar un patrén de distribucion definido en la expresion

de los componentes del sistema, razon por la cual algunos autores sostienen que la formacion de las
angiotensinas bioactivas en el cerebro es el resultado de mdltiples interacciones celulares locales
(von Bohlen und Halbach y col., 2006). Esta idea es acompariada por las evidencias que indican que
angiotensinogeno, Angl y Angll no atraviesan la BHE en condiciones fisiologicas (Harding y col.,
1988; Van Houten y col., 1983). Mientras que, el ingreso de Angll al SNC se observa tras la
disrupcion de la BHE en condiciones de disfuncion cerebrovascular, promovida por la sobre-
estimulacion del SRA presente en la microvasculatura cerebral (Biancardi y col., 2014). Més aun,
las evidencias recientes proponen la existencia de un SRA intraneuronal, ademas del reconocido a
nivel intersticial en el SNC (Albrecht, 2010; Grobe y col., 2008; Thomas, 1999). La existencia del
sistema intraneuronal se corrobord por el aumento en los niveles de Ca*? observado en respuesta a
la administracién intracelular de Angll, mediado por activacién de sus receptores en la membrana

endolisosomal (Deliu y col., 2014; Wondergem, 2014).

Receptores de angiotensina Il

La actividad de Angll esta mediada por R-AT; y R-AT,, los cuales presentan una conformacion
de siete dominios transmembrana y pertenecen a la superfamilia de receptores que se acoplan a
proteinas G (Goodman vy col., 2011; Iwai y col., 1991; Mukoyama y col., 1993; Murphy y col.,
1991). De estos dos tipos de receptores el R-AT; es reconocido por mediar la mayor parte de las
acciones atribuidas a Angll (Goodman y col., 2011). En ratas, ratones y humanos se han
identificado dos isoformas de R-AT; designados como ATia Yy ATig; estos muestran una similitud
en el 95% de su secuencia de aminoéacidos, en la afinidad por ligando y en sus propiedades de
activacion y difieren en cuanto a su localizacion cromosdmica, regulacion transcripcional y
distribucion en los tejidos (de Gasparo y col., 2000). El subtipo AT;a es el responsable de las
funciones asociadas a Angll en el SNC, y su transcripcion y expresion es promovida por
glucocorticoides y otras hormonas (de Gasparo y col., 2000; Saavedra, 1999), por lo tanto nos
referiremos a éste como R-ATy,

Los R-AT; activan multiples cascadas de sefializacion dependiendo del tipo celular. Los efectos
fisiolégicos y patofisioldgicos mas importantes que se inician de manera rapida por Angll son
mediados por proteinas G que acttian via IP3/DAG Ca?*; regulando canales de Ca** dependientes de
voltaje de tipo L y T; o bien activando la proteina quinasa C (PKC). También se han descripto
respuestas secundarias para Angll via sefializacion de quinasas intracelulares (MAPK, ERK o
JNK), relacionadas con la regulacion celular a largo plazo, que modifican la produccion de factores
de crecimiento, proliferacion, migracién, apoptosis y transcripcion (Faraci y col., 2006; Hunyady y

col., 2006; Hunyady y col., 2000; Karnik y col., 2015). Ademas, existe un mecanismo de
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sefializacion, estimulado por R-AT;, que es independiente de proteina G e involucra tirosina
quinasas Yy arrestinas (Hunyady y col., 2000). Estas ultimas se unen al receptor una vez que ha sido
activado por el ligando y, rompiendo su union con la proteina G, promueven la desensibilizacion
del receptor. Posteriormente, se desencadena la endocitosis e internalizacion del receptor via
clatrina. Este receptor puede sufrir el mismo efecto por la unién de una gran variedad de proteinas
en su dominio citoplasmatico C- terminal; o también puede modificarse su accion por efecto de
homo o hetero-dimerizacion (Figura 3) (Hunyady y col., 2006; Karnik y col., 2015).

El R-AT, presenta una amplia distribucion en el SNC de los mamiferos incluyendo los 6rganos
circunventriculares (6rgano subfornical y drgano vascular de la ldmina terminalis), regiones del
tronco encefalico (nlcleo del tracto solitario y médula ventrolateral caudal), y regiones del cerebro
medio y anterior tales como: hipotadlamo, nlcleo paraventricular sustancia nigra (SN), area
tegmental ventral (ATV), caudado putamen (CPu), hipocampo, amigdala y corteza (Allen y col.,
2001; Allen y col., 1999a; Allen y col., 1999b; Fogarty y col., 2001; Gonzalez y col., 2012;
McKinley y col., 2003; von Bohlen und Halbach y col., 2006; Wright y col., 2013; Wright y col.,
2008). Esta distribucion anatomica explica en parte la multiplicidad de funciones descriptas para
Angll en el SNC que abarcan el control autonémico y neuroendocrino de la presién arterial, la
respuesta a estrés y a estimulos de recompensa, la modulacion de procesos de memoria y
aprendizaje, el control motor y las respuestas inflamatorias en la neurodegeneracion (Albrecht,
2010; Labandeira-Garcia y col., 2014; Labandeira-Garcia y col., 2012; Maul y col., 2005; McKinley
y col., 2003; Moore y col., 2007; von Bohlen und Halbach y col., 2006; Wright y col., 2013; Wright
y col., 2008). En condiciones basales, los R-AT; son sintetizados de manera activa por neuronas,
astrocitos, microglia y células endoteliales. Mientras que, en condiciones inflamatorias, su
expresion aumenta en estos tipos celulares con la consecuente ocurrencia de astrogliosis y
microgliosis, acompafiada de alteraciones funcionales de la microvasculatura cerebral y de estrés
oxidativo neuronal (Case y col., 2013; de Kloet y col., 2015; Haack y col., 2013; Li y col., 2009;
Mitra y col., 2010; Zhou y col., 2005).

Por otro lado, los R-AT,, difieren del R-AT; en peso molecular, vias de sefializacion y
distribucion especifica en tejidos. Su transcripcion y expresion presentan un pico maximo durante el
periodo fetal y disminuyen de manera drastica al momento del nacimiento, quedando reducida su
expresion solo a algunos tejidos en el adulto (de Gasparo y col., 2000; Karnik y col., 2015). Los R-
AT, acttan principalmente a través de la activacion de proteina G inhibitoria y fosfatasas de
tirosina/serina, y no presentan mecanismos de desensibilizacién o internalizaciéon. En condiciones
fisioldgicas, los efectos de la activacion de estos receptores parecen contrarrestar aquellos

promovidos por R-ATy, ya que incluyen la inhibicion de la proliferacion celular; el control en la
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diferenciacion y regeneracion celular; y la vasodilatacion (de Gasparo y col., 2000; Karnik y col.,
2015).

Bloqueantes de receptores de angiotensina Il

Los primeros intentos farmacoldgicos para bloquear los efectos de Angll se realizaron a través
de analogos peptidicos de la misma. Posteriormente, a partir de derivados del imidazol, se
generaron antagonistas no peptidicos, selectivos, sin accion agonista parcial y activos por via oral,
los cuales en conjunto se conocen como blogqueantes de receptores de Angll (ARBs). El primero de
ellos, losartan, fue aprobado para consumo humano por la United States Food and Drug
Administration (FDA) a mediados de los 90, y desde entonces se han aprobado cinco farmacos mas.
Todos estos poseen una elevada afinidad por R-AT;, mostrando una selectividad por este receptor
10000 veces més fuerte que para el R-AT, (Goodman y col., 2011). Los rangos de afinidad del R-
AT, por sus antagonistas son candesartdn> irbesartan> telmisartdn= valsartain= EXP 3174
(metabolito activo de losartan)> losartan (Mimran y col., 1999a; Mimran y col., 1999b). Estos
compuestos bloguean todos los efectos de Angll mediados por R-ATj; sin embargo se ha propuesto
que, al mismo tiempo y de manera indirecta, el aumento en los niveles del péptido circulante estaria
favoreciendo la estimulacion de los R-AT, (Goodman y col., 2011). Los ARBs son un grupo
farmacoldgico reconocido en la clinica por su efectividad en el tratamiento de la hipertension
arterial, al mismo tiempo que son bien tolerados por los pacientes ya que no generan efectos
secundarios importantes (de Gasparo y col., 2000). Ademas, en condiciones experimentales, se ha
observado que los ARBs modifican la expresion y funcionalidad de heterodimeros de R-AT;y
receptores catecolaminérgicos (Barki-Harrington y col., 2003; Dong y col., 2012; Martinez-Pinilla y
col., 2015).

Candesartan Cilexetilo es una pro-droga administrada por via oral que, por actividad de
esterasas intestinales durante su absorcion, se convierte en el compuesto activo candesartan (CV).
CV se une en gran proporcion a proteinas plasmaticas, alcanzando su concentracion maxima luego
de 2-3hs de ser administrado, y su eliminacién es por via renal (Oparil, 2000). Este antagonista
tiene dos caracteristicas importantes: antagonismo reversible insalvable y capacidad de “re-
acoplamiento” (Vauquelin y col., 2001). La primera hace referencia a su capacidad de disminuir en
un 94% el efecto maximo de Angll, por la formacion de uniones electrostaticas fuertes y una lenta
velocidad de disociacion (Takezako y col., 2004). Mientras que el “re-acomplamiento” se debe a su
potencia antagonica, lo que le permite volver a unirse a un receptor activo al ser liberado de su
unién antagénica inicial. Estas caracteristicas explican sus efectos prolongados una vez
discontinuada su administracion y disminuidos sus niveles plasmaticos (Morsing, 1999; Morsing y
col., 1999; Vanderheyden y col., 2000; Vauquelin y col., 2001).

18



Introduccion

CV administrado perifericamente atraviesa la BHE y bloguea R-AT; centrales (Gohlke y col.,
2002). Luego de tratamientos repetidos se observa una disminucion en el contenido de
angiotensindgeno, ECA y Angll, y en la expresion de R-AT; a nivel del SNC (Bregonzio y col.,
2008; Nishimura y col., 2000; Pelisch y col., 2010; Seltzer y col., 2004). Ademas, sus efectos
alcanzan otros sistemas de neurotransmision, como el catecolaminérgico. En este sentido, el
bloqueo de R-AT; modifica el contenido basal de metabolitos de dopamina en CPu y previene el
aumento de ARNm de su enzima de sintesis, en respuesta a Angll central o por exposicion a bajas

temperaturas (Bregonzio y col., 2008; Jenkins, 2008; Seltzer y col., 2004).

Los receptores AT, en la unidad neurovascular

Microvasos cerebrales

Los microvasos cerebrales presentan un SRA local altamente susceptible a los efectos de la
activacion de R-AT;, independientemente de la actividad sistémica del péptido (Faraci, 2011;
Kumai y col., 2008; Zhou y col., 2006). Estos efectos se evidencian en diversos modelos animales
de hipertension y estan ampliamente estudiados en las ratas espontaneamente hipertensas (SHR),
que presentan una sobre-expresion de los componentes del SRA en la microvasculatura cerebral
(Pelisch y col., 2011; Zhou y col., 2006). Estos modelos animales evidencian que la sobre-
estimulacion de R-AT; desencadena disfuncion endotelial a través de dos mecanismos: produccion
de ROS y estimulacidon de una respuesta inflamatoria (MacKenzie, 2011).

A nivel endotelial, la sefializacion de R-AT;, via PKC, conlleva a la fosforilacion de la subunidad
p47 phox para el ensamblado de la enzima NADPH oxidasa (isoforma 2) y el aumento en la
produccion de ROS; siendo ésta la principal via de sefializacién por la cual contribuye al estrés
oxidativo endotelial (Faraci, 2011; ladecola y col., 2008; Lassegue y col., 2001; Tan y col., 2012;
Touyz y col., 2003). La sobreproduccion de NO mediada por R-AT; es otra fuente de ROS que
incrementa el dafio endotelial y afecta el flujo sanguineo regional (Girouard y col., 2006b, 2007;
Tesfamariam y col., 2007; Yamakawa y col., 2003).

Los R-AT; participan en eventos claves de la respuesta inflamatoria aumentando la
permeabilidad vascular, al mismo tiempo que reclutan y activan células inflamatorias (Negro,
2008). Estos eventos estarian mediados por la activacion inicial del factor de transcripcion nuclear
k-B (NF-kB) (MacKenzie, 2011). En SHR la sobre-estimulacion de R-AT; aumenta la expresion de
moléculas de adhesion, tales como ICAM-1, y la infiltracion de macrofagos; concomitante con el
aumento en los niveles de NF-xB, TNFa, IL-1 y de los miembros de la familia de proteinas de
estrés celular (proteina de golpe de calor -HSP-) (Ando y col., 2004a; Ando y col., 2004b; Zhou y
col., 2005) (Figura 4).
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En condiciones patoldgicas, la estimulacion de R-AT; conduciria a un tridngulo disfuncional,

donde las ROS promueven la formacion de Angll y la liberacion de NF-xB, mientras que, por otro

lado, este mediador inflamatorio promueve la sintesis de angiotensindgeno y ROS (MacKenzie,
2011; Marchesi y col., 2008).

Astrocitos

En condiciones basales los R-AT; participan de manera parécrina en el mantenimiento de la
funcionalidad de astrocitos, controlando el flujo sanguineo cerebral y el recambio glial (Fogarty y
col., 2001). Sin embargo, durante la respuesta neuroinflamatoria, se destaca el rol de R-AT; en este
tipo celular ya que actia de manera sinérgica en la produccion de ROS y mediadores inflamatorios
(de Kloet y col., 2015). En este sentido, en cultivos de astrocitos estimulados con Angll, o cuando
éstos son expuestos a condiciones de hipoxia, el bloqueo R-AT; previene la liberacion de
mediadores pro-inflamatorios clasicos (Danielyan y col., 2007; Gowrisankar y col., 2016). Ademas,
se ha observado que su activacion promueve el aumento en la produccion del factor de crecimiento
transformador B (TGF-p), por parte de los astrocitos, generando un nicho permisivo en el SNC para
la activacion de células inflamatorias (Figura 4) (Lanz y col., 2010).

Neuronas

Las acciones de los R-AT; son complejas y diversas dependiendo del tipo neuronal evaluado y
de las condiciones fisiopatoldgicas. Dentro de sus funciones en el SNC el control de la transmision
catecolaminérgica resulta de interés para el desarrollo del presente trabajo. En este sentido, los R-
AT modulan de manera directa la actividad noradrenérgica central, en areas de control autbnomo,
mediante la estimulacién de cascadas intracelulares que conducen a un aumento en la expresion de
transportadores de noradrenalina y enzimas de sintesis (Gelband y col., 1998; Griendling y col.,
1994; Johnson y col., 2015; von Bohlen und Halbach y col., 2006; Wang y col., 2001; Watanabe y
col., 2010). Sin embargo, sus efectos pueden observarse también de manera indirecta, a nivel de
locus coeruleus (LC), que si bien no presenta R-AT;, Angll regula su actividad y la transcripcion de
tirosina hidroxilasa (TH) en condiciones de estrés (Armando y col., 2001; Peng y col., 2001;
Saavedra y col., 2006; Seltzer y col., 2004). Ademas, se ha detectado la presencia de estos
receptores en areas ricas en dopamina como CPu, SN, hipotalamo, palido ventral; tanto a nivel del
soma como de las terminales neuronales (Allen y col., 1992; Allen y col., 1999a; Allen y col., 1991,
Alleny col., 1999b; Daubert y col., 1999; Paz y col., 2014; Zhuo y col., 1998). Mas aun, se propone
una regulacion cruzada entre el sistema dopaminérgico y el SRA local, dado que bajos niveles del
neurotransmisor o de sus receptores promueven un aumento en los niveles de R-ATy; mientras que
el bloqueo de éstos modifica los niveles de receptores dopaminérgicos D1y D2, con los que ademas

forma heterodimeros funcionales en CPu (Daubert y col., 1999; Dominguez-Meijide y col., 2014;
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Labandeira-Garcia y col., 2011; Martinez-Pinilla y col., 2015; Villar-Cheda y col., 2014; Villar-
Cheda y col., 2010). A nivel funcional, los R-AT; presinapticos promueven la sintesis y liberacion
de dopamina en condiciones tonicas y evocadas, lo que explica los efectos observados a nivel
conductual (Brown y col., 1996; Dwoskin y col., 1992; Hoebel y col., 1994; Jenkins y col., 1995a;
Jenkins y col., 1995b; Mendelsohn y col., 1993; Narayanaswami y col., 2013; Simonnet y col.,
1979). En este sentido, las funciones motoras dependientes de actividad dopaminérgica en CPu,
como la actividad locomotora y la esteriotipia, se ven incrementadas luego de la administracion de
Angll; al mismo tiempo, potencia los efectos de agonistas dopaminérgicos y sus efectos son
prevenidos por antagonistas de dopamina (Georgiev, 1990; Georgiev y col., 1985; Jenkins y col.,
1995b; Raghavendra y col., 1998; Tchekalarova y col., 1998).

Numerosos estudios, realizados in vitro con la linea celular CATH.a, extienden las respuestas
mediadas por R-AT; al mantenimiento de la homeostasis local a nivel del SNC y la viabilidad
neuronal. Estas células en cultivo presentan propiedades de neuronas catecolaminérgicas tales como
la expresion de TH y dopamina beta-hidroxilasa, produccion de dopamina y noradrenalina, y
expresion de R-AT; (Du y col., 2004). La administracion de Angll a estos cultivos indujo un
aumento en la expresion de R-ATy, via NFkB, y un aumento en la produccion de ROS mitocondrial
(Case y col., 2013; Haack y col., 2013; Li y col., 2013; Mitra y col., 2010). En el caso de sobre-
estimulacion de R-AT; se observd apoptosis por un aumento en la produccién de ROS via
estimulacion de NADPH oxidasa (Ou y col., 2016; Zhao y col., 2015). Estos mismos mecanismos
por activacién de R-AT; estan involucrados en la apoptosis neuronal y neuroinflamacion inducida

por exceso de sodio en animales hipertensos (Yamamoto y col., 2008b).

Los receptores AT, en la disfuncién de la unidad neurovascular

Considerando la multiplicidad de acciones descriptas para Angll via R-ATj, algunos estudios se
centraron en las alteraciones que afectan de manera conjunta a distintos tipos celulares del SNC y
comprometen su funcionalidad. En relacion a la hiperemia funcional, los estudios iniciales
indicaron que Angll, administrada de manera sistémica, altera el acoplamiento neurovascular por
mecanismos independientes a cambios en la presion arterial o la actividad simpatica, dado que
también se observa por aplicacion local del péptido (Kazama y col., 2003). Més tarde se corroboré
que estos efectos a nivel cortical responden a una alteracion de la homeostasis en el microambiente
neuronal por un aumento en las ROS, mediado por activacion de NADPH oxidasa (Girouard y col.,
20064a; Girouard y col., 2006b, 2007; Kazama y col., 2004). Ademas, estas alteraciones funcionales
inducidas por Angll involucran la actividad de COX-1 y la liberacion de prostaglandinas por parte

de celulas gliales (Capone y col., 2011). EIl estrés oxidativo vascular inducido por Angll, se ha
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propuesto como desencadenante de la disfuncion cerebrovascular observadas en hipertension,
demencias por trastornos vasculares y Alzheimer; acompafiando la astrogliosis, neurodegeneracion
y alteraciones conductuales y cognitivas asociadas a estas patologias (Girouard y col., 2006a;
ladecola, 2010; ladecola y col.,, 2008; Rodriguez-Arellano y col., 2016). En modelos de
hipertension, con dieta rica en sodio o administracion de acetato de desoxicorticosterona, se observo
la participacion de R-AT; en el desarrollo de alteraciones cerebrovasculares que afectan el
desempefio cognitivo (Pelisch y col., 2011; Sharma y col., 2012). Mientras que, Angll, en dosis
bajas y repetidas, promueve la deposicion de placas de PB-amiloide, un desencadenante de la
disfuncion cerebrovascular en el modelo animal de Alzheimer por hipertension (Faraco y col.,
2016)
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Figura 4. El sistema renina angiotensina en la neuroinflamacion. Esquema representativo de la
localizacion de receptores AT; y los mediadores pro-inflamatorios estimulados por su activacion.
Modificado de Saavedra (2012)

En el envejecimiento y la enfermedad de Parkinson, la neurodegeneracion dopaminérgica
involucra al SRA dado que la hiperactividad de R-AT; incrementa la vulnerabilidad neuronal por

acciones intacrinas e intersticiales (Labandeira-Garcia y col., 2012; Labandeira-Garcia y col., 2011;
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Villar-Cheda y col., 2012). Estos trabajos muestran que la activacion inicial del SRA ocurre por
maltiples estimulos de origen neuronal (disminucion de dopamina), astrocitario o vascular
(hipoperfusion regional) (Labandeira-Garcia y col., 2014; Rodriguez-Perez y col., 2013; Villar-
Cheda y col., 2014). La consecuente hiperactividad de los R-AT; promueve la exacerbacion del
estrés oxidativo (via NADPH oxidasa y ROS mitocondrial) y la activacion de una respuesta
inflamatoria glial, lo que se considera como eventos claves en el inicio de la neurodegeneracion
(Borrajo y col., 2014; Grammatopoulos y col., 2007; Labandeira-Garcia y col., 2014; Munoz y col.,
2014; Rodriguez-Perez y col., 2016; Rodriguez-Perez y col., 2013; Villar-Cheda y col., 2010;
Villar-Cheda y col., 2012). En los ultimos afios, el bloqueo de R-AT; se encuentra en constante
revision y se propone como una alternativa terapéutica para la neuroinflamacion (Saavedra y col.,
2011; Villapol y col., 2015).

Anfetamina

La anfetamina (1-metil-2-fenetilamina), sintetizada por primera vez en 1887, es un compuesto
con propiedades psicoestimulantes que se encuentra dentro del grupo farmacoldgico de las aminas
simpatico-miméticas de accién indirecta (Lieberman y col., 1990; Robinson y col., 1986).
Posteriormente, surgieron otros compuestos con propiedades estructurales y bioldgicas similares,
conocidas como sustancias tipo anfetaminas, entre las que se encuentra la metanfetamina.
Actualmente el uso clinico de anfetamina, aprobado por la Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT), se limita al tratamiento de la
narcolepsia y el trastorno de hiperactividad con déficit atencional (ADHD) (Belixan y col., 2008).
Debido a su alto poder adictivo, el uso terapéutico se realiza Unicamente bajo prescripcién médica y
estricta observacion periddica (Berman y col., 2008). En la actualidad, se estima que la anfetamina
es la medicacién de mayor abuso, que sumado al uso recreacional, alcanza 35 millones de usuarios
a nivel mundial. La tasa de aumento en el consumo ilegal se incrementd de manera notable desde
fines del siglo pasado y, segun el ultimo reporte mundial de drogas, presentan el mayor nimero de
incautaciones a nivel mundial (Bermany col., 2008; World Drug Report 2016).

Mecanismo de accion y efectos farmacoldgicos

La anfetamina actua a nivel de transportadores de monoaminas y sus efectos pueden observarse
en distintos sistemas de neurotransmision; sin embargo su accion a nivel de la terminal
dopaminérgica es el mecanismo mayormente estudiado. En este sentido, anfetamina modifica la
actividad de los transportadores de dopamina e interfiere con la remocidn del neurotransmisor desde
el espacio sindptico. Al mismo tiempo facilita el transporte de dopamina en direccion inversa a
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través de la membrana sinaptica, desde el espacio intracelular hacia la hendidura sindptica. Ademas,
bloguea el almacenamiento vesicular de dopamina e inhibe las enzimas metabolicas mono-amino
oxidasas (MAO) tipo A y B, por lo que dopamina se acumula en el citosol (Figura 5) (Berman y
col., 2008; Egleton y col., 2014; Moore, 1977; Rang y col., 2014). Esta redistribuciéon del
neurotransmisor conduce al aumento de la liberacion tonica y fasica de monoaminas a nivel central
y periférico (Berman y col., 2008). Los principales circuitos de dopamina en el SNC son: la Via
Nigroestratial, con cuerpos neuronales localizados en SN que proyectan hacia CPu; el Sistema
tuberoinfundibular, de neuronas cortas desde hipotdlamo hasta la eminencia media e hipdfisis; y la
Via mesocorticolimbica, cuyos cuerpos neuronales se localizan en el ATV y proyectan hacia ndcleo
accumbens (NAcc) y CPF (Anden y col., 1965; Juarez y col., 2016). Ademas, las proyecciones
dopaminérgicas desde nucleos mesencefalicos alcanzan un gran nimero de &reas cerebrales que
forman parte del sistema limbico, como el hipocampo y la amigdala. Esta amplia distribucion
condice con las diversas funciones descriptas para dopamina que incluyen respuestas de
recompensa y castigo, motivacién, movimientos voluntarios, aprendizaje y memoria de trabajo
(Buchtay col., 2015; Juarez y col., 2016; Moratalla y col., 2015).

El efecto agudo de anfetamina genera aumento en la frecuencia cardiaca y la presion arterial,
estimulacion del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal, euforia y un mejor rendimiento en tareas
ejecutivas simples (Egleton y col., 2014; Rang y col., 2014). En animales de experimentacion,
dependiendo de la dosis utilizada, los efectos farmacol6gicos a nivel conductual son el aumento en
la actividad locomotora o comportamiento esteriotipado (Di Chiara y col., 1988; Kuczenski y col.,
1983; Lieberman y col., 1990; Torregrossa y col., 2008). Ademas, existen numerosas evidencias que
indican que la exposicion repetida a este psicoestimulante estd asociada con secuelas deletéreas,
tales como neuroinflamacion, disfunciones cognitivas, cambios neuroadapativos y dependencia
(Egleton y col., 2014).

Efectos deletéreos en la unidad neurovascular

Los psicoestimulantes inducen un aumento de catecolaminas a nivel sinaptico alterando la
funcionalidad neuronal. EI aumento exacerbado en los niveles de dopamina resulta en estrés
oxidativo, alteracion en los componentes de la unidad neurovascular y, en ultima instancia,
degeneracion neuronal; lo que explica los efectos tdxicos descriptos para anfetamina vy
metanfetamina. Mientras que, en la toxicidad en areas de escasa transmision catecolaminérgica,
estaria involucrando la exitotoxicidad por glutamato. En el caso de otros derivados de anfetamina,
como el éxtasis, se observa neurotoxicidad mediada por serotonina (Bowyer y col., 2014; Cunha-

Oliveiray col., 2008; Egleton y col., 2014; Yamamoto y col., 2010).
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Figura 5. Mecanismo de accion de anfetamina. Esquema representativo de los sitios de actividad
de anfetamina (recaptador, vesicula y MAO) promoviendo aumento en la neurotransmision
dopaminérgica.

Los efectos toxicos de dopamina son consecuencia del estrés oxidativo en el microambiente en el
que se libera, debido a su elevada tasa de oxidacion. La metabolizacion intracelular, por actividad
de la MAO, y su auto-oxidacion producen perdxido de hidrogeno y anidn superdxido, que
reaccionan posteriormente con iones metalicos y NO generando radicales hidroxilo y peroxinitrito.
Este aumento en los niveles de ROS promueve el dafio local cuando los mecanismos anti-oxidantes
no son suficientes, o cuando su liberacion es exacerbada; por lo que la dopamina es considerada
como una neurotoxina (Figura 6) (Cunha-Oliveira y col., 2008; Yamamoto y col., 2010; Yamamoto
y col., 2008b). Este desbalance promueve un escenario de neuroinflamacién, que involucra la
alteracion vascular, glial y neuronal; al mismo tiempo que compromete la actividad metabdlica de
la unidad neurovascular, similar a lo que ocurre en enfermedades neurodegenerativas (Downey y
col., 2014; Egleton y col., 2014; O'Callaghan y col., 2008; Yamamoto y col., 2008a).

La estimulacion simpatica, evocada por anfetamina, activa receptores de monoaminas presentes
en células endoteliales de la microvasculatura cerebral, cuyo efecto final dependera de la region
cerebral analizada y el tipo de receptor activado (Egleton y col., 2014). Ademas, anfetamina y sus
derivados pueden ejercer efectos vasoconstrictores, por accion directa sobre receptores de trazas de
aminas presentes en el endotelio, independientemente de su accidon a nivel simpético (Broadley,
2010). La vasoconstriccion sumada a la posible estimulacion de la sintesis endotelial de dopamina,
sustentan la potencialidad de estas sustancias para ejercer efectos deletéreos a nivel endotelial. En
este sentido, se identificaron numerosas secuelas vasculares que incluyen vaso-espasmos, oclusion
vascular y vasculitis en consumidores de psicoestimulantes (Buxton y col., 2000; Fredericks y col.,
1991). La vasculitis refiere a un estado de inflamacion vascular con signos de infiltracion de células
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inflamatorias, edema intersticial, alteracion y dafio endotelial, y permeabilidad vascular aumentada.
Esta alteracion se considera como desencadenante de eventos de hipoxia y hemorragia a nivel local,
con pérdida de mielina o degeneracién neuronal (Arroyo y col., 2006; Siva, 2001). Asimismo, se ha
identificado que las anfetaminas generan condiciones de estrés oxidativo, con aumento de
mediadores pro-inflamatorios y HSP a nivel de la vasculatura cerebral (Bowyer y col., 2013;
Egleton y col., 2014; Zhang y col., 2009). En estudios preliminares, encontramos aumento de
marcadores pro-inflamatorios (R-AT; e ICAM-1) a nivel de las arterias cerebrales principales,
como consecuencia de la exposicion a anfetamina bajo el protocolo experimental seleccionado en el
presente trabajo (Figura 6). Mas adn, la presencia de MAO y de receptores y transportadores
monoaminérgicos en astrocitos indican una interaccion entre la transmision dopaminérgica y la
actividad astrocitaria (Bowyer y col., 2013; Egleton y col., 2014; Zhang y col., 2009).
Funcionalmente, los astrocitos participan en la liberacion excesiva de dopamina en condiciones de
hipoxia; y se activan por dopamina o metanfetamina liberando ROS (Lau y col., 2000; Oliva y col.,
2013; Vaarmann y col., 2010a; Vaarmann y col., 2010b).

A / Quinonas

Melanina

Ferritina@
Fe*? —)/\ @ metabolitos

Inhibicion complejo-1
mitocondrial

NO

Disminucién

Estrés de ATP
nitrosativo

Auto-oxidacion

WS Receptores AT, [T r{f' T [N (CAM-1 N
v / _r ey R -
v i W, 2 { B4
| | \ —
o ‘
:&; Vv py ¢
: - j" h > (A\, 7 ¢ LK
N - " \ ~ ., 4 » - Y'Y
S > S N o Y F S e
. - \ ", ) i ; - .
0y Salina SO AL, 2PAnfetamina > s *  Salina Anfetamina

Figura 6. Efectos deletéreos de anfetamina. A) Esquema representativo de las vias oxidativas de
dopamina que conducen a aumento del estrés oxidativo. B) Imagenes representativas de la
inmunomarcacion de R-AT1 e ICAM-1 en arteria cerebral media, una semana después de la
exposicion repetida a anfetamina, las flechas indican sitos positivos de inmunomarcacion.
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Alteraciones funcionales

Neuroadaptacién

La exposicion a anfetamina induce un aumento progresivo y duradero de sus efectos
estimulantes y reforzantes; fendmeno conocido como sensibilizacion o tolerancia inversa (Stewart y
col., 1993). EI mismo involucra procesos de neuroplasticidad, lo que refiere a una reorganizacion
estructural y funcional del SNC en respuesta a estimulos o experiencias. Estos cambios pueden
evidenciarse en el momento o con el paso del tiempo y en el caso de drogas de abuso, como
anfetamina, se considera que los cambios plasticos inducidos por el psicoestimulante resultan en un
tipo de neuroplasticidad que involucra la actividad dopaminérgica (Kalivas, 2007; Kalivas y col.,
2008; Seo y col., 2015). La neuroadaptacion que acompafia al fendmeno de sensibilizacion presenta
dos etapas claramente distinguibles: induccién y expresion. La primera requiere la activacion de
nucleos mesencefalicos generando un cambio en su conectividad, que persiste hasta afios despues.
La segunda etapa revela los cambios neuroquimicos y conductuales ante la exposicion a un desafio
farmacoldgico o fisioldgico, luego de un periodo libre de droga. La conectividad dopaminérgica
alterada a nivel del circuito mesolimbico es el principal foco de estudio en los cambios
neuroadaptativos inducidos por psicoestimulantes y se evidencian a nivel neuroquimico, como una
hiper-reactividad dopaminérgica en CPu y NAcc, y conductualmente como un aumento en la
actividad locomotora (Kalivas, 2007; Pierce y col., 1997; Robinson y col., 2004; Vanderschuren y
col., 2000). Sin embargo, la alteracion en la conectividad puede presentarse al mismo tiempo en
otras areas del sistema limbico, que participan en la regulacién de procesos cognitivos, y que
reciben inervacion dopaminérgica (Ahny col., 2013; Ahny col., 2014; Ito y col., 2010; Robbins y
col., 2008; Wolfy col., 2004).

Alteraciones cognitivas- Corteza prefrontal

La CPF se considera como el area de asociacion de mayor jerarquia en la corteza de mamiferos y
estd implicada en una plétora de funciones. A lo largo de su eje dorso-ventral se reconocen 4 sub-
areas: area medial pre-central, corteza cingulata anterior, corteza pre-limbica y corteza infra-
limbica. La CPF presenta una relacion bidireccional con el centro dopaminérgico ATV, dado que
recibe inervacion dopaminérgica al mismo tiempo que envia proyecciones glutamatérgicas hacia las
neuronas que la inervan en ATV. La dopamina liberada en CPF actla de manera directa sobre
celulas piramidales o indirecta por modulacion gabaérgica local (Krugel y col., 2013; Riga y col.,
2014). Estas caracteristicas topoldgicas sustentan su rol funcional en el desarrollo de sensibilizacion
a psicoestimulantes (Vanderschuren y col., 2000; Wolf, 1998). Los psicoestimulantes modifican la
actividad cortical de manera diferencial, segun la administracién aguda o repetida, el patron

temporal y las condiciones en las que se realice la evaluacion (Hedou y col., 2001; Jedema y col.,
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2014; Lu y col., 1999). Debido a las neuroadaptaciones inducidas por anfetamina, esta droga es
utilizada como una herramienta farmacologica para modelar los sintomas positivos y negativos de
la esquizofrenia en animales (Featherstone y col., 2007; Peleg-Raibstein y col., 2008; Peleg-
Raibstein y col., 2006). Se ha descripto que el psicoestimulante, administrado de manera repetida,
promueve la hiper-reactividad meso-limbica y la hipo-actividad cortical. Este patrén de actividad se
asemeja al observado en pacientes esquizofrénicos y sustenta la teoria dopaminérgica de la
patologia (Buchta y col., 2015; Featherstone y col., 2007; Slifstein y col., 2015). La hipo-actividad
cortical explicaria el déficit cognitivo caracteristico de la esquizofrenia que, en animales de
experimentacion, se evidencia como déficit en la memoria de trabajo durante la abstinencia
(Featherstone y col., 2007; Peleg-Raibstein y col., 2008; Peleg-Raibstein y col., 2006; Slifstein y
col., 2015). La memoria de trabajo es un tipo de procesamiento complejo a nivel cerebral que
refiere al almacenamiento temporal de la informacion, en una escala de segundos a minutos,
necesario para la realizacion de una tarea cognitiva (Cowan, 2008; Riga y col., 2014). La actividad
catecolaminérgica cumple un rol preponderante sobre la memoria de trabajo, dado que una
actividad moderada de catecolaminas en CPF es necesaria para el funcionamiento 6ptimo de la
misma; mientras que una hipo-funcion, o un exceso de dopamina y noradrenalina, serian
responsables de una disfuncién cortical y un déficit en la memoria de trabajo (Figura 7) (Arnsten,
1998; Lalonde, 2002; Lapish y col., 2015; Rigay col., 2014). Los tests conductuales de laberinto en
Y de libre eleccion y campo perforado, que se fundamentan en la actividad exploratoria de
roedores, permiten evaluar la memoria de trabajo. EIl primer test es un paradigma conductual que
consta de un laberinto de 3 brazos, donde se cuantifica la exploracion como alternaciones
espontaneas entre ellos. En condiciones fisioldgicas, los animales muestran un porcentaje de
alternacién que supera las probabilidades de alternacion aleatoria o por azar (Lalonde, 2002). Por
otro lado, el test de campo perforado consiste en evaluar la exploracion de una arena con orificios,
considerando el tiempo y la frecuencia de visitas a cada uno de ellos. Este paradigma conductual
depende de la integridad de la actividad de CPF y es sensible a disfunciones cognitivas, tales como
las alteraciones tempranas observadas en modelos animales de demencia, asi como también pone de

manifiesto sintomas de tipo maniaco (Baiardi y col., 2007; Marinzalda, 2015; Souza y col., 2016).

Alteraciones cognitivas- Hipocampo y amigdala basolateral

Existen numerosas evidencias que indican que las sustancias liberadoras de catecolaminas tienen
efectos moduladores sobre procesos de memoria y aprendizaje (Blaiss y col., 2007; Cabib y col.,
1997; Hall y col., 2011; Haycock y col., 1977; Kovacs y col., 1978; Lee y col., 1995a; Murnane y
col., 2012; Seliger, 1975, 1977; Simon y col., 2006). Al mismo tiempo, se reconoce que el estado
emocional y de vigilia influye sobre el aprendizaje, de modo que estados emocionales moderados
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tienen efectos reforzantes, mientras que en niveles elevados presentan efectos deletéreos (lzquierdo
y col., 1997). Estos dos cuerpos de evidencias convergen en el rol de catecolaminas en la vigilia y
el control de las emociones; asi como también en la presencia de sus receptores en areas
involucradas en el procesamiento de memorias a largo plazo con valencia emocional, como CPF,
hipocampo (HPC) y amigdala basolateral (ABL) (Figura 7) (Izquierdo y col., 2006; Maren y col.,
2013; Niehy col., 2013; Pezze y col., 2004; Stevenson, 2011).
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Figura 7. Regulacion dopaminérgica en areas involucradas en tareas cognitivas. A) Esquema
representativo de la regulacion de la funcion cortical de acuerdo a la actividad catecolaminérgica.
B) Esquema representativo de la inervacion dopaminérgica en estructuras limbicas y su principal
funcidn en estas areas. C) Etapas de la generacion de una memora a largo plazo (panel superior) y
representacion de la duracion y el momento del efecto con intervencion farmacoldgica en las
distintas etapas (panel inferior), modificado de Abel y col. (2001).

Las memorias asociativas a largo plazo conforman el vasto cuerpo de conocimientos
almacenados a lo largo de la vida (Cowan, 2008). La formacion de este tipo de memoria requiere
del procesamiento secuencial de la informacion en tres etapas: adquisicién, consolidacion y

evocacion. En la primera, se establece una asociacion labil entre dos estimulos, uno condicionado y
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uno incondicionado; que posteriormente es integrada por los circuitos de memoria, durante la
consolidacién, para alcanzar un estado firme (traza de memoria). Finalmente, la evocacion ocurre
ante la re-exposicion al estimulo incondicionado, que evidencia la formacion de una traza de
memoria a traves de una respuesta conductual asociada al estimulo condicionado (Figura 7) (Abel y
col., 2001; Dudai, 2002, 2004).

La consolidacion inicia inmediatamente realizada la asociacion y comprende un periodo
posterior de 6hs, durante el cual la informacion original puede ser modificada (Dudai, 2002, 2004).
A lo largo de la consolidacion, esta nueva traza en formacion debe ser asimilada e integrada a
aquellas memorias consolidadas previamente (Moscovitch y col., 2005). La nueva memoria queda
codificada como un patrén especifico de actividad sincronizada, espacial y temporalmente, en una
red neuronal (Bruel-Jungerman y col., 2007; Dudai, 2002). De este modo, la memoria a largo plazo
es el resultado de un cambio plastico producto de la experiencia. La hipdtesis de plasticidad
sindptica, propuesta por Donald Hebb a mediados del siglo pasado, establecié que estos cambios
reflejan una mejora en la eficacia sindptica producto de la activacion reverberante de una red
neuronal (Carasatorre y col., 2013; Hebb, 2005). Actualmente se considera que la plasticidad
sinaptica dependiente de la actividad es el principal mecanismo para la formacién de ensamblados
neuronales y, por lo tanto, para la consolidacion de una memoria (Bruel-Jungerman y col., 2007;
Carasatorre y col., 2013; Dudai, 2002). Los mecanismos moleculares que sustentan estos cambios
involucran actividad de quinasas y genes de transcripcion temprana, re-estructuracion de
conexiones sinapticas y modificaciones epigenéticas y funcionales (Barco y col., 2006; Frey y col.,
1997; Guan y col., 2002; Hsieh y col., 2005; Kida y col., 2002). La potenciacion a largo plazo (LTP)
es el fendbmeno que define los cambios en la actividad eléctrica neuronal y, a nivel hipocampal,
subyace a la formaciéon de una memoria a largo plazo. En este caso, el principal neurotransmisor
involucrado es el glutamato, que tras ser liberado, activa secuencialmente receptores AMPA vy
NMDA. Estos Gltimos aumentan de manera notoria las concentraciones intracelulares de Ca*? que,
via la quinasa CaMKII y adenilato ciclasa, refuerzan las conexiones sinépticas. Esto ocurre por un
aumento en la liberacion del neurotransmisor desde el terminal pre-sinaptico y en la expresion de
receptores AMPA de membrana, asi como también por modificacién de las propiedades
estructurales de estos canales ionicos (Barco y col., 2006; Carasatorre y col., 2013; lzquierdo y col.,
2006).

En memorias a largo plazo con valencia emocional, la actividad dopamineérgica juega un rol
preponderante. De este modo, la estimulacién de receptores dopaminérgicos guia de manera directa,
0 en paralelo, la ocurrencia de cambios hebbianos en HPC, ABL y CPF, contribuyendo a los
distintos fendmenos moleculares que tienen lugar durante el procesamiento de memorias con

componentes emocionales y afectivos (Abraham y col., 2014; Lisman y col., 2011; Nieh y col.,
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Introduccion
2013; Paz y col., 2013b; Pezze y col., 2004; Srinivasan, 2009). En concordancia, la exposicion
aguda o repetida a anfetamina altera la conectividad de estas &reas. Esta alteracion funcional tiene
dos efectos en paralelo; uno es el aprendizaje que acompafa el desarrollo de sensibilizacién y el
otro implica la modificacion de procesos de memoria y aprendizaje independientes de la droga (Hall
y col., 2011; Lodge y col., 2006, 2008). Si bien el rol de dopamina es claro cuando se analiza su
participacion en memorias de recompensa, su rol esta menos definido en relacién a memorias con
valencia negativa (Abraham y col., 2014; Wise, 2004). Esto explica la multiplicidad de efectos
descriptos para psicoestimulantes en el estudio de memorias a largo plazo, en donde las memorias
pueden ser potenciadas, o interferidas de acuerdo al tipo de memoria evaluada, el test conductual
seleccionado, el protocolo de administracion de la droga y el esquema temporal del mismo (Blaiss y
col., 2007; Hall y col., 2011; Haycock y col., 1977; Kovacs y col., 1978; Sahgal y col., 1983;
Shoblock y col., 2003; Simon y col., 2006).

La prueba de evitacion inhibitoria es un paradigma experimental clasico para la evaluacion
bioquimica e intervencion farmacologica de memorias a largo plazo. Este test involucra una
represion especifica de la tendencia natural de los roedores a evitar los lugares iluminados, sin
afectar la conducta exploratoria. Los animales asocian el paso de un contexto iluminado hacia un
contexto oscuro con un shock eléctrico. De este modo, ante una nueva exposicion al contexto
iluminado, los animales permanecen en el mismo durante mas tiempo a pesar de su preferencia por
el compartimiento oscuro (lzquierdo y col., 2006; lzquierdo y col., 1997). El test de evitacion
inhibitoria involucra una asociacion simple y rapida entre los estimulos, por lo que una Unica
exposicion es suficiente para la generacion de una traza de memoria estable. Tal como se menciono
anteriormente, la consolidacion de este tipo de memoria a largo plazo requiere de la actividad
coordinada entre HPC y ABL y es modulada por actividad catecolaminérgica (lzquierdo y col.,
2006; Izquierdo y col., 1997).
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Hipotesis

Antecedentes

Los antecedentes descriptos previamente, permiten plantear la existencia de un escenario de
accion comun para Angll y anfetamina. Los resultados previos del grupo de trabajo permitieron
identificar el rol de R-AT; en el desarrollo de neuroadaptaciones conductuales y neuroguimicas,
caracteristicas de la sensibilizacion a psicoestimulantes (Paz y col., 2011; Paz y col., 2013a). Mas
aun, evidenciamos que la exposicion al psicoestimulante promueve cambios en la expresion de
componentes del SRA en el sistema limbico, y ademas modifica la funcionalidad de R-AT; en &reas
de control neuroenddcrino como el ndcleo paraventricular (Casarsa y col., 2015; Paz y col., 2014).

Los psicoestimulantes tienen efectos deletéreos sobre la actividad neuronal, vascular y
astrocitaria a dosis elevadas. Sin embargo, algunos autores sugieren que la exposicion repetida a
dosis intermedias permite identificar patrones selectivos de toxicidad cerebral (Ellison y col., 1993).
En este sentido, se reconoce que las alteraciones que ocurren por exposicion a drogas de abuso
involucran cambios en los componentes de la unidad neurovascular (Egleton y col., 2014).

Dado que Angll, via R-AT;, media respuestas neuroadaptativas e inflamatorias en los distintos
componentes de la unidad neurovascular; nuestros experimentos estan focalizados en extender el rol
de estos receptores a alteraciones en areas de inervacion dopaminérgica involucradas en tareas
cognitivas (CPF, HPC y ABL), producidas por exposicion repetida a dosis intermedias de
anfetamina. Para ello evaluamos cambios en los distintos componentes de la unidad neurovascular,
considerando que la interaccion de éstos es esencial para la correcta funcionalidad cerebral. Se
utilizé un esquema experimental de exposicion repetida a anfetamina, el cual induce sensibilizacién
conductual, donde se evaluaron los cambios estructurales y funcionales a largo plazo, en
condiciones basales o luego de la exposicion a un desafio. Se seleccionaron dos modalidades para
los desafios, uno farmacoldgico (anfetamina en dosis baja) y otro fisiologico (exposicion a frio). La
re-exposicion al psicoestimulante, estrés u otras drogas de abuso es una metodologia clasica para
poner de manifiesto las respuestas neuroadaptativas. EIl protocolo de exposicion a frio utilizado
permite evaluar la respuesta a un estimulo en donde predomina la estimulacion simpética y el

aumento de Angll circulante (Yang y col., 1993; Zavala y col., 2007; Zhang y col., 2014).
Hipotesis

Angiotensina Il cerebral, a través de sus receptores AT, participa en las alteraciones
neuroadaptativas y cerebrovasculares inducidas por anfetamina.
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Objetivos

Obijetivo general

Evaluar la participacion de angiotensina Il cerebral, a través de sus receptores AT;, en cambios
plasticos y cerebrovasculares inducidos por exposicion repetida a anfetamina, que involucran
alteraciones cognitivas.

Objetivos especificos

Objetivo 1: Evaluar la participacion de R-AT; en las secuelas inflamatorias sobre el sistema
vascular periférico-central por exposicion a anfetamina.

Objetivo la.

e Evaluar la participacion de receptores ATy en los cambios estructurales inducidos por
anfetamina sobre la arteria carotida.

Objetivo 1b.

e Identificar los cambios inducidos por anfetamina en la expresion de marcadores
inflamatorios (R-AT; y HSP70) en la microvasculatura cerebral.
e Evaluar la participacion de receptores AT, en el desarrollo de estos cambios.

Objetivo 2: Evaluar la participacion de R-AT; en alteraciones estructurales y funcionales
inducidas por anfetamina a nivel de la corteza prefrontal.

Objetivo 2a.
¢ Identificar las alteraciones en la red vascular inducidas por anfetamina en corteza prefrontal.
e Evaluar la participacion de receptores AT; en el desarrollo de estos cambios.

Objetivo 2b.

e Evaluar la participacion de receptores AT; en la reactividad astrocitaria inducida por
anfetamina en corteza prefrontal.

Objetivo 2c.
e Evaluar la participacion de receptores AT; en alteraciones de la memoria de trabajo
inducidas por anfetamina.

Objetivo 3: Evaluar la participacion de R-AT; en alteraciones estructurales y funcionales inducidas
por anfetamina en amigdala e hipocampo.

Objetivo 3a.
o ldentificar las alteraciones en la red vascular inducidas por anfetamina en amigdala
basolateral e hipocampo.
e Evaluar la participacion de receptores AT; en el desarrollo de estos cambios.

Objetivo 3b.

e Evaluar la participacion de receptores AT; en la reactividad astrocitaria inducida por
anfetamina en amigdala basolateral e hipocampo.
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Objetivos
Objetivo 3c:

e Evaluar la neuroadaptacion inducida por anfetamina a nivel de la plasticidad hipocampal y
la participacion de receptores AT en este evento.

Objetivo 3d.

¢ Identificar el protocolo de condicionamiento apropiado para evaluar memoria a largo plazo
con un test de evitacion inhibitoria

e Evaluar los efectos agudos de un desafio farmacol6gico en la tarea de evitacion inhibitoria y
la participacion de receptores ATy en estos eventos.

e Comparar los efectos agudos sobre la tarea de evitacion inhibitoria observados con un
desafio farmacologico y fisiologico.

Objetivo 3e:

e Evaluar la neuroadaptacion inducida por anfetamina en la memoria a largo plazo y la
participacion de receptores AT; en estos eventos.
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Materiales y métodos
Animales

Los experimentos se realizaron con ratas macho de la cepa Wistar de 250-280g (60 dias), criadas
en el bioterio del departamento de Farmacologia (FCQ, UNC). En todos los casos, una semana
antes del inicio del protocolo, los animales fueron asignados al azar a los distintos grupos
experimentales y se mantuvieron agrupados en un maximo de cuatro por caja con libre acceso a
comida y agua.

Los animales fueron mantenidos en condiciones estandar de laboratorio con temperatura
controlada (21-23°C), bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 hs, siendo las 7:00 hs el inicio del
horario de luz.

Todos los experimentos fueron realizados segun la reglamentacion establecida por el Comité de
Cuidado y Uso de Animales de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina; basada en la Guia para el Cuidado y el Uso de Animales del Instituto Nacional
de Salud de Estados Unidos (NIH) y aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
guimicas Res. N° 46/2015.

Drogas

Sulfato de d-anfetamina (Sigma Chemical Co.) disuelto en solucién fisioldgica (cloruro de sodio
0,9%).

Candesartan cilexetilo (Laboratorios Phoenix) disuelto en una solucion de bicarbonato de sodio
0,1N (Vehiculo).

Losartan (Sigma-Aldrich) disuelto en solucion fisioldgica (cloruro de sodio 0,9%).

Protocolo experimental

Con el objetivo de evaluar la participacion de los receptores ATy de Angll en el desarrollo de
respuestas neuroadaptativas inducidas por anfetamina los animales fueron expuestos al
psicoestimulante siguiendo un protocolo experimental de sensibilizacion conductual modificado.
Tal como se muestra en el esquema 1, los animales recibieron diariamente Candesartan/ VVehiculo
(CV 3mgl/kg /Veh, via intragastrica) durante 5 dias (dial-5), seguido por 5 dias (dia 6-10) de
inyeccion diaria de anfetamina/Salina (Anf 2,5mg/kg/ Sal, via intraperitoneal -i.p.-). Las
evaluaciones se realizaron una semana después de la ultima administracion de Anf (dia 17), siendo
éste un periodo libre de droga y sin perturbaciones. De acuerdo al objetivo, los estudios se
realizaron en condiciones basales (cloruro de sodio 0,9% i.p.; Basal), luego de la exposicion a un
desafio farmacoldgico (anfetamina 0,5mg/kg, i.p.; Des. Anfetamina) o fisioldgico (4 hs a 4°C; Des.
Frio).

Basal /
Desafio
Pre-tratamiento  Tratamiento 1
Dial 5|6 10 17

Veh/CV | Sal/ Anf
(3 mg/kg) (2.5 mg/kg)

Esquema 1. Esquema general del protocolo utilizado para evaluar la participacién de receptores
AT en los cambios a largo plazo inducidos por anfetamina.
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Bloqueo de receptores AT,

La administracién de CV propuesta para este trabajo tiene efectos centrales, observado como la
disminucion de la actividad eléctrica espontanea de neuronas noradrenérgicas en LC, sin afectar el
namero de células activas (Marchese y col., 2017). Ademas, este esquema previene el desarrollo de
sensibilizacion conductual y neuroquimica inducida por una Unica administracion de Anf, sin
embargo, no impide el efecto agudo del psicoestimulante administrado 24 hs después (Paz y col.,
2011; Paz y col., 2013a).

Sensibilizacion a Anfetamina/Desafio anfetamina

El protocolo de administracion de Anf seleccionado para este trabajo esté validado dentro de los
maltiples esquemas descriptos para el desarrollo de sensibilizacion al psicoestimulante. Esta
administracion intermitente de dosis bajas-moderadas permite poner de manifiesto, con una dosis
desafio, la hiper-actividad locomotora y la hiper-funcionalidad dopaminérgica en CPu luego de un
periodo libre de drogas mayor a 3 dias (Nordquist y col., 2008; Vanderschuren y col., 1999;
Vanderschuren y col., 2002).

Exposicion a frio/Desafio frio

El protocolo fue seleccionado de la literatura y consistio en el alojamiento de los animales en un
camara fria a 4°C e iluminada durante 4hs (Cassis y col., 1998). Se ha comprobado que este
procedimiento induce un aumento en la concentracién de Angll plasmética de hasta 10 veces el
valor normal durante 24hs. Durante la exposicién a frio los animales estuvieron separados
fisicamente de su compafiero de caja por una pared transparente; de esta manera no hubo
aislamiento social pero tampoco contacto fisico.

Toma de muestras

Diseccion de la carétida

Los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral (400mg/kg; i.p.) y, una vez anestesiados,
se removio la piel a la altura del cuello para poder identificar y aislar las carétidas. Una vez
realizada la identificacion con hilo de sutura, se procedié a la apertura de la cavidad toracica y a la
obstruccion del flujo sanguineo a través de la aorta descendente, para realizar una perfusion
intracardiaca con solucion de lavado de cloruro de sodio 0.9% con heparina 500U/l (30ml). Las
carétidas identificadas fueron removidas e inmediatamente colocadas una mezcla fijadora
denominada Liquido de Karnovsky, el cual se compone de formaldehido y glutaraldehido.
Posteriormente se conservaron a 4°C hasta su procesamiento para la obtencién de cortes semi-finos.

Perfusion

Los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral (400mg/kg; i.p.) y preparados para
perfusién intracardiaca. Una vez anestesiados, se expuso la cavidad toracica de los animales y se
obstruyé el flujo sanguineo a traves de la aorta descendente. Se perfundio inicialmente con una
solucion de lavado de cloruro de sodio 0,9% con heparina 500 U/l (250 ml), seguido por una
solucion fijadora de paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0,1M (BF; pH 7,4; 350ml).

Una vez finalizada la perfusion se extrajeron los cerebros y fueron post-fijados durante la noche
con la misma solucion fijadora. Al dia siguiente los cerebros fueron colocados en una solucion
crioprotectora de sucrosa al 30% en BF 0,1M y mantenidos a 4°C hasta realizarse el procedimiento
inmunohistoquimico, momento en el cual fueron retirados de la sucrosa y congelados rapidamente
con spray congelante (Biopack).
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Congelacién inmediata
Los animales fueros sacrificados por decapitacion. Se extrajeron los cerebros y se congelaron
inmediatamente con spray congelante. Las muestras fueron conservadas a -70°C hasta su uso.

Aislamiento de microvasos cerebrales

La técnica de aislamiento de microvasos cerebrales fue realizada con modificaciones del
protocolo establecido por Yamakawa y col (Yamakawa y col., 2003). Los animales fueron
anestesiados con hidrato de cloral (400mg/kg; i.p.) y preparados para perfusion intracardiaca. Una
vez anestesiados, se expuso la cavidad toracica, se obstruyo el flujo sanguineo a través de la aorta
descendente y se perfundié con una solucion de lavado de cloruro de sodio 0,9% con heparina
500U/1 (30ml). A continuacidn, se extrajeron los cerebros y se cortaron con tijera en buffer sucrosa
frio (BS), se homogenizaron y cada muestra fue trasvasada a 3 tubos de Khan (volumen final por
tubo 3ml). Posteriormente, los homogenatos fueron sometidos a centrifugacion diferencial en
gradientes de sucrosa a 4°C. Para ello se utilizaron 2 centrifugas, una Allegra™ GR Centrifuge
(BECKMAN COULTER, para centrifugaciones de 1000g) y una centrifuga 1K15 (SIGMA
Laborzentrifugen, para el resto de las centrifugaciones). En primer lugar, las muestras fueron
centrifugadas 2 veces a 1000g (10min), entre ellas el pellet fue re-suspendido en 2ml BS y en
ambos casos se descartd el sobrenadante. Al finalizar la segunda centrifugacion los sedimentos
fueron reunidos en un mismo tubo Khan re-suspendidos en 2,5ml de BS y trasvasados a 3 tubos en
un volumen final de 1,2ml. A continuacién se realizaron 3 centrifugaciones a 100g (1min) y en cada
una de ellas se reservd el sobrenadante y se re-suspendieron los pellet en 1 ml BS. Los
sobrenadantes reservados fueron luego trasvasados a 6 tubos con un volumen final de 1,2ml y se
centrifugaron a 200g (3min). Luego de descartar el sobrenadante, los pellet fueron reunidos en un
mismo tubo Khan re-suspendidos en 3ml de BS y trasvasados a 3 tubos en un volumen final de
1,2ml. Las muestras se centrifugaron nuevamente a 200g (2min) y se descarto el sobrenadante. Los
pellet fueron reunidos en un mismo tubo Khan, re-suspendidos en 2,5 ml de buffer fosfato-salina
con 1mg/mL de albumina de suero bovino (BFS-ASB) frio, y trasvasados a 2 tubos en un volumen
final de 1,2ml. Posteriormente se centrifugd a 200g (3min); se descartd el sobrenadante, se
reunieron los pellet en un mismo tubo y se re-suspendieron en 1 ml BFS-ASB. Finalmente se
realizo6 la ultima centrifugacion a 14000g (10min) para descartar sobrenadante y conservar el pellet
(microvasos aislados) que fue mantenido a -70 °C hasta su utilizacion.

En cada aislamiento realizado, se tom6 una muestra del sedimento final para realizar, bajo lupa
microscopica, la identificacion morfoldgica de los microvasos aislados (tincién con Azul de
Toluidina 0,25% (en tampdn acido acético/acetato) por 10s (Figura 8).

Obtencion de cortes semi-finos

Se elimind todo el liquido fijador, lavando la muestra con agua bidestilada (miliQ) para realizar
una segunda fijacion con una solucién de partes iguales de Tetroxido de Osmio al 1% y Buffer
Cacodilato 0,1M. A continuacion se extrajo toda el agua tisular para el ingreso de la resina epoxica:
en un primer paso se realizé el lavado abundante de la muestra con agua miliQ y posteriormente la
deshidratacién se llevo a cabo con una graduacion creciente de acetonas (50%, 70%, 90% y 100%).
Una vez deshidratada la muestra, la resina se incorporo paulatinamente en tres etapas, previas a la
inclusion final. La primera fue una mezcla en partes iguales de resina: acetona, le siguio una
proporcién 3:1 y finalmente la resina pura. La Gltima etapa consistio en la inclusion de la muestra
en un molde de silicona con resina pura recién preparada que se llevo a la estufa, a 60°C, por 48hs.
Finalmente se obtuvieron cortes semi-finos a partir del tallado del taco y posterior corte con
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ultramicrétomo con cuchilla de vidrio. Lo cortes se suspendieron en una gota de agua sobre un
porta objetos y se secaron sobre una platina a 200°C y finalmente se colorearon con Azul de
Toluidina por 20s. Luego de lavar y secar el vidrio, los cortes fueron almacenados hasta ser
observados al microscopio optico.

Inmunohistoquimica

Procedimiento general de inmunomarcacion

El dia del experimento los cerebros fueron adheridos a un soporte con medio para congelamiento
tisular (Biopack). Luego de 20min a -20°C se obtuvieron cortes seriados coronales de la muestra
utilizando un Criostato Leica CM1510S. Los cortes de tejido fijado fueron incubados con una
soluciéon de metanol 10% y perdoxido de hidrogeno 10% (30Vol) en agua destilada (2hs), lo cual
permite el agotamiento de la actividad de peroxidasa enddégena. Luego de enjuagar por tres
intervalos de 5min con buffer 0,01M se realizé el blogueo de las uniones inespecificas con suero al
10% en buffer 0,1M (2hs). Posteriormente se realizd la incubacion durante la noche con el
anticuerpo primario correspondiente en una solucién que contiene 2% de suero y 0,3% de Triton X-
100 (Flucka Analytical) en buffer 0,1M. La sefial fue amplificada al dia siguiente, luego de tres
lavados con buffer 0,01M, mediante la incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado
correspondiente en una solucion con 2% de suero en buffer 0,1M (2hs). Finalmente los cortes
fueron lavados con buffer 0,01M (3 lavados de 5min) y se incubaron con el complejo Avidina-
Biotina-Peroxidasa (Vector Laboratories Inc.) en buffer 0,1M con 2% suero, el cual permite una
nueva amplificacion de la sefial y lleva la enzima que participa en la reaccion de revelado.

La sefial (marca) fue revelada utilizando perdxido de hidrogeno como sustrato de la enzima y
Diaminobenzidina (Sigma Chemical Co.) como cromdgeno. Este fue modificado por una reaccion
intensificadora con solucién de cloruro de cobalto 1% y de sulfato de niquel 1%, que se agregaron
al medio de revelado. De este modo el producto final es una marca de color violeta oscuro.

Una vez finalizada la marcacién se realizaron 3 lavados de 10min con buffer 0,01M vy las
secciones montadas en portaobjetos gelatinizados (5g/l) se dejaron secar a temperatura ambiente.
Finalmente fueron aclaradas con xilol, cubiertas con medio de montaje DPX (Flucka Analytical) y
un cubre objetos para su posterior visualizacion.
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Figura 8. Microfotografia (400x) representativa de la morfologia de microvasos aislados tefiidos
con Azul de Toluidina.
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Inmunomarcacion de Factor de von Willebrand

Se obtuvieron muestras por congelacion inmediata. El dia del experimento, luego de 20min a -
20°C, los cerebros fueron adheridos al soporte con el medio para congelamiento tisular. Los cortes
de 40um de espesor fueron directamente adheridos a portaobjetos gelatinizados, secados durante la
noche y fijados al dia siguiente con un solucién de metanol durante 15min a -20°C para, luego de
realizar 3 lavados de 10min, proceder inmediatamente con el protocolo de inmunohistoquimica. El
procedimiento general de inmunomarcacion se realizo utilizando: buffer TRIS-salina, suero normal
de cabra (NATOCOR), el anticuerpo primario policlonal hecho en conejo anti-Factor de von
Willebrand (Dako) en una dilucion 1:200, y el anticuerpo secundario biotinilado hecho en cabra
anti-conejo (Vector) en una dilucion de 1:500.

Inmunomarcacion de Proteina Acidica Fibrilar de Glia

Se obtuvieron muestras por perfusion y se recogieron cortes de 20um de espesor en buffer
0,01M vy se realizo el procedimiento general de inmunomarcacion utilizando: BFS, suero normal de
cabra (NATOCOR), el anticuerpo primario monoclonal hecho en raton anti-GFAP (Sigma-Aldrich)
en una dilucién 1:1000, y el anticuerpo secundario biotinilado hecho en cabra anti-raton (Jackson)
en una dilucion de 1:3000.

Inmunomarcacion de factor de transcripcién c-Fos

Se obtuvieron muestras por perfusion y se recogieron cortes de 40um de espesor en buffer
0,01M vy se realizé el procedimiento general de inmunomarcacion utilizando: BF, suero normal de
caballo (NATOCOR), el anticuerpo primario hecho en conejo anti-c-Fos (Oncogen Science) en una
dilucion 1:20000, y el anticuerpo secundario universal biotinilado hecho en burro (Jackson) en una
dilucion de 1:2000.

Inmunofluorescencia

Los microvasos cerebrales aislados sembrados a la lupa en portaobjetos con carga positiva, se
dejaron secar en una estufa a 37°C y posteriormente se delimit6 la zona de incubacion con lapiz
impermeable (Dakopen). El procesamiento posterior de las muestras se llevo a cabo en una camara
himeda. En un primer paso se realizé el blogueo de las uniones inespecificas con albumina bovina
al 1% en BFS 0,01M (BFS-SAB) durante 1h y luego fueron lavados 2 veces con BFS 0,01M. La
incubacion con el anticuerpo primario correspondiente en BFS-SAB se realiz6 durante la noche a
4°C. Al dia siguiente se realizaron 2 lavados con BFS-tween 0,05% y uno con BFS 0,01M (5min
cada uno) y el resto del protocolo se realizé protegiendo las muestras de la luz. Estas fueron
incubadas con el anticuerpo secundario conjugado a un fluorocromo durante 30min y
posteriormente se realizaron 2 lavados con BFS-tween 0,05% y uno con BFS 0,01M (5min cada
uno). Finalmente se realiz6 la incubacion con Hoechst (dilucion 1:3000) durante 7min, se lavo el
excedente de la misma manera que en los pasos anteriores y se cubrieron las muestras con
cubreobjetos, utilizando glicerol al 90% en BFS como medio de montaje.

Inmunomarcacion de receptores AT,

Los microvasos cerebrales sembrados fueron secados durante 4hs en una estufa a 37°C y
posteriormente se realizd el procedimiento descripto para inmunofluorescencia utilizando: el
anticuerpo primario monoclonal hecho en raton anti-R-AT; (donacion del Dr. Hans Imboden) en
una dilucion 1:100 y el anticuerpo secundario policlonal de cabra anti-raton (Alexa Fluor 555 -
abcam), en una dilucién 1:400.
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Inmunomarcacion de proteina de estrés celular

Los microvasos cerebrales sembrados fueron secados durante 30 min en estufa y posteriormente
fijados con parformaldehido al 4% en BFS 0,01M (7min) y permeabilizados con triton X-100 al 1%
en BFS (10min). Luego de lavar el excedente se realizO el procedimiento descripto para
inmunofluorescencia utilizando: el anticuerpo primario monoclonal de raton anti-HSP70 (Sigma) en
una dilucion 1:400 y el anticuerpo secundario policlonal de cabra anti-raton (Alexa Fluor 555 -
abcam), diluido 1:400.

Obtencidn y analisis de imagenes- Microscopia dptica

La visualizacion del tejido se llevé a cabo utilizando un microscopio Leica DM 4000B, el cual
tiene acoplado una cémara digital Leica DFC Camera que permitié capturar y almacenar las
imagenes en la computadora, que luego fueron procesadas con el programa Image J (version 1.47,
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos).

En los casos de anédlisis cuantitativos de cortes cerebrales coronales se obtuvieron cuatro
fotografias por muestra (dos laminas de cada area cerebral y ambos hemisferios). El valor final de la
variable para cada muestra (y para cada area analizada) se obtuvo del promedio de la cuantificacion
de las 4 muestras. Teniendo en cuenta que en todos los casos el grosor del corte se mantuvo
constante para cada experimento, cualquier error sistematico se considera igual para todos los
grupos experimentales. Los valores finales obtenidos dan cuenta de una expresion relativa entre los
grupos, pero no son tomados como estimativos de valores absolutos totales. Para asegurar la
obtencidn de resultados objetivos el analisis se realiz6 a ciego al momento del estudio.

Anélisis estructural de la carétida

Se obtuvieron imagenes de 3 secciones por muestra de corte semi-fino de carétida a un aumento
de 1000x y se midid el espesor (nm) de las tres capas no musculares de la arteria cardtida:
endotelio, ldmina basal y tdnica media.

Analisis de la estructura microvascular

Se obtuvieron imagenes a un aumento de 200x correspondiente a un area de estudio de 0.38
mm?. Los pardmetros analizados se basaron en trabajos previos (Beauquis y col., 2010a; Chalothorn
y col., 2010; Tata y col., 2002) y fueron: 1) area positiva para factor de von Willebrand (definiendo
umbral de grises en 120-140) expresado como porcentaje del area ocupada por la vasculatura; 2) n°
de puntos de ramificacion (punto de unioén de 3 vasos) expresado en relacion al area vascular; 3)
diametro vascular (3 mediciones por vaso, de al menos 3 vasos); y 4) el indice de tortuosidad
obtenido del cociente entre la distancia mas corta entre dos puntos de ramificacion (D1) y la
distancia real entre ellos (D2), este parametro adquiere valores de entre 1-infinito y valores mas
elevados indican mayor tortuosidad (Figura 9).

Analisis de reactividad astrocitaria

Se obtuvieron imagenes a un aumento de 400x correspondiente a un area de estudio de 0.091
mm?. Se cuantificaron el n° de astrocitos inmunopositivos y area inmunopositiva para la proteina
acidica fibrilar de glia (area GFAP+), definiendo umbral de grises en 120-140 para el segundo
parametro (Figura 10).

Analisis de la activacion neuronal
Se obtuvieron imagenes a un aumento de 200x correspondiente a un area de estudio de 0.38
mm?. Se cuantificé el n° de neuronas inmunopositivas para el factor de transcripcién c-Fos,
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definiendo umbral de grises en 120-140. Las neuronas positivas fueron identificadas por una
marcacion nuclear intensa de un didmetro aproximado entre 8-12 um (Figura 11).

Area vascular

Puntos de ramificacion
Diametro vascular
Tortuosidad

Figura 9. Identificacion de los parametros analizados de la estructura microvascular con la
inmunohistoquimica para Factor de von Willebrand.

Seleccion de area positiva

: Identificacion de marca X
g S
e ~ y cuantificacion o

Figura 10. Andlisis de la reactividad astrocitaria con la mmunohlstoqwmlca para Proteina Acidica
Fibrilar de Glia.
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Figura 11. Analisis de la actividad neuronal por inmunohistoquiica para factor de transcripcion
c-Fos
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Obtencidn y analisis de imagenes- Microscopia de fluorescencia

La visualizacion de los microvasos cerebrales se llevo a cabo a través de un microscopio Leica
DM 4000B el cual tiene acoplado una cdmara digital Leica DFC Camera que permitié capturar y
almacenar las imégenes en la computadora que luego fueron procesadas con el programa Image J
(version 1.47, Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos). Las imagenes fueron obtenidas a un
aumento de 400x y se obtuvieron 6 fotos por muestra, en las cuales se analiz6 un maximo de 5
vasos por fotografia. Las sefiales fluorescentes resultantes de la inmunomarcacion de R-AT; y de la
HSP70 fueron obtenidas por excitacion a 543nm y emision a 590nm. Se cuantifico la intensidad de
la fluorescencia en unidades arbitrarias tomando 3 medidas de intensidad para cada vaso analizado.
En todos los casos el valor real de intensidad fue considerado luego de restar la intensidad del fondo
(més 3 veces la desviacion estandar) y como valor final se tomd un Unico valor promedio por
muestra. Los distintos grupos experimentales fueron procesados al mismo tiempo y al momento de
la captura de imégenes se mantuvieron constantes la intensidad de la lampara (55%), el tiempo de
exposicion (1s) y los parametros del histograma obtenido. La marcacion nuclear con Hoechst
observada por excitacion a 388nm y emision a 425nm permitié corroborar la identificacion de sefial
especificamente en microvasos aislados (Figura 12).

Fluorescencia AT,)

Figura 12. Inmunofluorescencia de receptores AT;.

Test conductuales- Memoria de trabajo
Laberinto en Y

Los animales fueron expuestos por Unica vez a un laberinto de 3 brazos cerrados (10cm de ancho x
50cm de largo x 39cm de alto) ubicados en forma de “Y”, tal como se observa en la figura 13. Los
brazos fueron nombrados al azar y el test se inicia al colocar el animal al final de uno de ellos.
Durante 8min se registré la secuencia de entradas a cada brazo para luego calcular el porcentaje de
alternacion, la variable analizada. Las alternaciones se definen como el nimero de entradas
sucesivas a los 3 brazos, en tripletes superpuestos y se calcula como el cociente entre el nimero real
y el numero posible de alternaciones, multiplicado por 100. EI nimero posible de alternaciones se
calcula como el nimero de entradas totales menos 2 (Fig. 13). Menor porcentaje de alternacién es
considerado como peor desempefio en el test, por lo tanto indica un déficit en la memoria de
trabajo. Los animales que durante el registro presentaron un periodo de inmovilidad mayor a 2min
en cualquiera de los brazos, no fueron considerados para el analisis final.

Prueba de campo perforado

Los animales fueron expuestos por unica vez a una arena (60cm de ancho x 60cm de largo x
30cm de alto) que contiene un orifico central y 4 laterales localizados a 10cm del borde, cada uno
de ellos de 3cm de diametro (Fig. 14). Se registré el comportamiento a través de la filmacion con
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camara de video en una habitacion con iluminacion ambiente. Durante 5min de libre exploracion se
midieron los siguientes parametros: el nimero de veces que el animal introdujo la cabeza en cada
orificio y el tiempo que olfated cada orificio, para luego calcular la frecuencia de visitas en cada
orificio y el porcentaje de tiempo de exploracion (en relacion al tiempo de duracion del test)
respectivamente. Los datos obtenidos fueron ordenados en forma decreciente en exploracion de
cada orificio para cada animal (Fig. 14C). Teniendo en cuenta que déficit en la memoria de trabajo,
producto de una disfuncion cortical, se observa como diferencias significativas entre el primer y el
segundo orificio mas explorado (circulo en figura 14 C- (Baiardi y col., 2007)), se consideré como
variable final de analisis las diferencias en la frecuencia y el porcentaje de tiempo entre estos 2
orificios. De este modo, un mayor valor en la diferencia entre los 2 orificios mas explorados es
indicativo de un déficit en la memoria de trabajo.

% Alternacion= (n° de alternaciones real/ n® de alternaciones posibles)* 100

8 alternaciones= numero de entradas sucesivas a los 3 brazos, en tripletes superpuestos

ABCABC

n® de alternaciones posibles= n° total de entradas-2

Figura 13. Laberinto en Y. (A) Esquema del laberinto utilizado para el anélisis de memoria de
trabajo y los parametros considerados para obtener valor final de la variable % de alternacion.

Numero de veces
QO = N W »H U1 OO0 N

[1F.
0 B
‘IQ 29 39 49 59
Figura 14. Prueba de campo perforado. (A) Esquema y (B) Fotografia de la arena utilizada para
el analisis de memoria de trabajo (C) NUmero de visitas realizadas a cada orificio y ordenados de
modo decreciente de exploracion para grupo sin tratamiento. El circulo indica los orificios que

fueron considerados para el anélisis.

Test conductuales- Memoria a largo plazo
Prueba de Evitacion Inhibitoria

La respuesta de evitacion inhibitoria fue analizada utilizando un aparato que consiste en una caja
de 60 x 30 x 30cm (largo, ancho, alto) dividida en dos compartimentos contiguos separados por
una puerta tipo guillotina de 8 x 5cm. El compartimento A estaba iluminado (25w) y el
compartimiento B estaba oscuro. El piso consiste en una rejilla metélica que, solo en el lado B, esta
conectada a una fuente de electricidad (Fig. 15). Todos los experimentos se realizaron a la misma
hora (entre las 9:30-12:30hs) durante dos dias consecutivos. El primer dia, sesion de
entrenamiento, los animales se colocaron en el compartimiento A y se registro el tiempo que
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demoraron en entrar al compartimiento B (Latencia 1). Una vez alli, se cerro la puerta de guillotina
y se les administré 3 shocks eléctricos en las patas de (0,2/0,5mA), de 3s de duracién y separados
por 30s. Los animales fueron devueltos a su caja y 24hs después se realizo el test de retencion de
memoria. En el mismo, los animales se colocaron nuevamente en el compartimento A y se registrd
el tiempo que tarda en entrar nuevamente en el compartimiento B (Latencia 2) (Fig. 15). Esta
ultima variable adquiere valores mayores en caso de una mejor retencion de la memoria. Para
Latencia 2 se consideré un maximo de 300s, una vez finalizado este tiempo el test se dio por
terminado. Los animales con latencia 1 mayor a 60s no fueron tenidos en cuenta para el analisis
final.

Test de retencion

Sesion de entrenamiento de memoria

Latencia 1 + Shock 24 hs Latencia 2

Figura 15. Prueba evitacion inhibitoria. lzquierda. Esquema del aparato utilizado para evaluar
memoria a largo plazo por el test de evitacion inhibitoria (A -compartimiento iluminado-; B —
compartimiento oscuro-). Derecha. Esquema del protocolo utilizado para la generacion y
evaluacion de una memoria a largo plazo.

Microinyeccion cerebral
Cirugia

Los animales (270-290¢g) fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (Holliday) y xilazina
(Konig) 55/11mg/kg (i.p.), y colocados en un estereotaxico (Stoelting), con la barra dental de los
incisivos ubicada a 3,3mm por debajo de la linea interaural. En condiciones asépticas, el craneo fue
expuesto y se implantaron 2 canulas guias, fijadas al craneo con cemento acrilico y tornillos de
acero inoxidable. Las canulas guia (aguja de acero inoxidable, 10mm, 22G, Terumo) para micro-
inyecciones se colocaron bilateralmente 2mm por encima del sitio final de inyeccion. Las
coordenadas fueron tomados del atlas estereotéxico de Paxinos y Watson (Paxinos y col., 2009) y la
medicion de los mismos fue realizada desde el craneo y respecto de bregma. Para ventriculos
laterales: antero-posterior= -0.9mm; laterales= -1.6 mm; dorso-ventral = —2.0mm. Luego de la
cirugia los animales recibieron dos dosis de Norcicilina (5000000U.1., i.p. Laboratorios NORT,
Buenos Aires, Argentina), separadas por 24hs, y fueron devueltos a sus cajas para su recuperacion
durante 7 dias sin perturbaciones.

Administracion intracerebroventricular

Para la infusion se introdujo un inyector (aguja de acero inoxidable, 11,7mm, 30G, Delta-jet)
dentro de las canulas guia hasta alcanzar el sitio final de inyeccion. Los inyectores se conectaron via
un catéter de polietileno (P10) a una jeringa (Hamilton) de 10ul conectada a una bomba de infusion
(Harvard modelo 22). Se liberd en cada ventriculo un volumen de 0,5ul de Losartan/Salina (LOS
20pg/ul, en un periodo de 1min. Finalizada la infusion, los inyectores se mantuvieron en el sitio de
inyeccidn durante 30s para permitir la liberacién completa de la solucion. La dosis de LOS utilizada
fue seleccionada en base a reportes previos (Paz y col., 2014).
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Control Histologico

Los animales fueron decapitados y se removieron los cerebros. Estos fueron conservados en
formol 4% v/v durante una semana para la fijacion del tejido. Posteriormente se cortaron secciones
coronales de 60um en el criostato y se observaron bajo lupa microscopica para la confirmacion
histoldgica de la localizacion de los implantes. Para el analisis estadistico, se tuvieron en cuenta
solo aquellos animales en los que se observo una correcta ubicacion de los sitios de inyeccion.

Electrofisiologia

Los experimentos electrofisioldgicos se realizaron in vitro en cortes transversales de hipocampo,
en la via del tracto perforante- girus dentado (GD) hipocampal (Perez y col., 2010). Para ello, los
animales fueron sacrificados entre las 10:00 y las 11:00hs para evitar variaciones causadas por el
ritmo circadiano o estresores no especificos (Teyler y col., 1987). Se disec6 inmediatamente el
hipocampo y se obtuvieron cortes transversales de aproximadamente 400um de espesor. Los
mismos fueron mantenidos durante todo el experimento en condiciones fisiologicas en la camara de
registro (BSC-BU Harvard Apparatus) mediante la perfusion continua con liquido cefalorraquideo
artificial (NaCl, 124,3mM; KCl, 4,9mM; MgS04 « 7H20, 1,3mM; H2KPO4, 1,25mM; HNaCO3,
25,6mM; glucosa, 10,4mM; de CaCl2 « 2H20, 2,3mM; Sigma Chemical Company), saturado con
carbogeno (95% de O2 / 5% de CO2) y a 28°C (regulado por un controlador de temperatura TC-
202A Harvard Apparatus). Los potenciales de campo postsinapticos excitatorios (potenciales PSE)
fueron evocados mediante la administracion de pulsos eléctricos con un electrodo de estimulacion
colocado en el tracto perforante y conectado a un generador de pulsos (A310 Accupulser- World
Precision Instruments Inc.); mientras que el electrodo de registro fue colocado en la capa de células
granulares del GD y conectado a un amplificador que envid las sefiales a un osciloscopio donde se
observaron los potenciales PSE generados (Fig. 16). En un primer paso se identificé la presencia de
una sefial estable, considerada como una amplitud estable de los potenciales PSE en respuesta a
pulsos de 0,2Hz (0,5ms; 10mA cada uno), medidos cada 5min durante un periodo de 20 a 30min
(registro basal). Una vez finalizado el registro basal se aplicd el protocolo de estimulaciéon de
frecuencia variable para determinar el umbral de frecuencia (Hz) para la generacion de LTP. El
mismo consistio en un tren de pulsos de 2 segundos de duracién (0,5ms; 10mA cada uno), de
frecuencia variable creciente (5-200Hz) otorgado al tracto perforante por el generador de pulsos.
Veinte minutos después de cada estimulo, se realizé un nuevo registro de la sefial a 0,2Hz, y cuando
no se observo LTP, se aplico un nuevo estimulo en la siguiente frecuencia. Se considera que el LTP
se ha generado cuando se produce un aumento en algun parametro de la sefial superior al 30% con
respecto a los mismos parametros de la sefial basal, y persiste durante 60min (Figura 16). Los
parametros registrados son la amplitud de la sefial, la presencia de nuevos picos y la espiga
poblacional. Una vez que se logro el LTP, ningan otro estimulo fue otorgado y la frecuencia umbral
para generar LTP en los distintos grupos experimentales fue considerada como variable
experimental, la cual a menor frecuencia umbral indica mayor eficacia sinaptica. Solo los cortes que
mostraron una respuesta estable fueron incluidos en el analisis.

Andlisis Estadistico

El tipo de andlisis realizado, se detalla en la descripcion de cada experimento en particular.
Cuando los datos cumplieron con las premisas de distribucion normal y homogeneidad de varianza
se realizé el analisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vias o medidas repetidas, seguidos por
el post-test Bonferroni (si correspondiese). En este caso los valores de las variables se expresan
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como la media * error estandar (ES). Cuando los datos no cumplieron las premisas, se realizaron
pruebas no paramétricas de una o dos vias seguidos por test de Mann-Whitney con correccién de
Bonferroni (si correspondiese). En estos casos los datos se expresan como mediana + rango
intercuartilico.

Los analisis estadisticos se realizaron con Graph Pad PRISM 6 (San Diego, CA, USA) e IBM
SPSS Statistic 22 (SPSS Software for Business Analytics, IBM Software). Se considero
significativo un valor de p<0,05.
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Figura 16. Electrofisiologia. (A) Esquema de la localizacién en hipocampo de los electrodos de
estimulacion y registro. (B) Esquema de los posibles cambios observados en la sefial antes y
después de la ocurrencia de LTP.
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Resultados-Objetivo 1

Objetivo_1: Evaluar la participacion de R-AT; en las secuelas inflamatorias sobre el sistema
vascular periférico-central por exposicion a anfetamina

Objetivo la.

e Evaluar la participacion de receptores AT, en los cambios estructurales inducidos por anfetamina
sobre la arteria carotida

Dial 5|6 10 18
Veh/CV | Sal/ Anf Diseccion arteria
(3 mg/kg) (2.5 mg/kg) carotida

Esquema 2. Protocolo experimental para la evaluacion de la participacion de R-AT; en los cambios
morfolégicos inducidos por anfetamina en las capas no musculares de la arteria carotida.

Resultados

La caracterizacion morfoldgica permitio identificar un engrosamiento endotelial y células
plasmaticas en estrecha proximidad con células endoteliales luego de la exposicidon a anfetamina.
Estos cambios no se evidenciaron en los animales que recibieron el pretratamiento con CV.

No se encontraron alteraciones en el resto de las capas no musculares de la carétida (lamina
basal y tunica media).

La tabla 1 muestra los valores promedios obtenidos de 30-50 mediciones (n=2) y en la figura 17
se ilustra de manera representativa los resultados observados.

Tabla 1. Capas no musculares de carétida. Promedio del grosor de las capas no musculares de
car6tida en los 4 grupos experimentales (nm, 30-50 mediciones, n=2).

Veh + Sal Veh + ANF CV + Sal CV + ANF
Endotelio 1,26 2,02 1,30 1,20
Lamina Basal 1,14 1,44 1,05 0,94
Tanica media 49,6 494 52,9 46,5
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Tunica media

Lamina basal

Endotelio

y & \

Endotelio

‘ J\ " -\ e
CV+Sal] " PN NS CV-Anf

Figura 17. Engrosamiento endotelial de arteria carétida. Microfotografias (1000X)
representativas de los 4 grupos experimentales (Veh+Sal/Veh+Anf/CV+Sal/CV+Anf) en
condiciones basales, 7 dias después de la ultima inyeccion de Anf/Sal. En el recuadro superior
izquierdo se identifican las 3 capas no musculares evaluadas. Las flechas sefialan la capa endotelial
en los 4 grupos experimentales; *Células plasmaticas en contacto con endotelio.
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Objetivo 1b.

¢ Identificar los cambios inducidos por anfetamina en la expresion de marcadores inflamatorios
(R-ATy y HSP70) en la microvasculatura cerebral.

e Evaluar la participacion de receptores AT; en el desarrollo de estos cambios.

Basal
Anf (0.5mg/kg)
Frio (4°C 4hs
Dial 5|6 10 i 18
Veh/CV | Sal/ Anf Mslamiento
(3 mg/kg) (2.5 mg/kg) microvasos

cerebrales

Esquema 3. Protocolo experimental para la evaluacion de la participacion de R-AT; en los cambios
en la expresion de marcadores inflamatorios inducidos por anfetamina en la microvasculatura
cerebral.

Andlisis estadistico

Se realizé un ANOVA de dos vias, considerando pre-tratamiento (Veh/CV) y tratamiento
(Sal/Anf) como las fuentes de variabilidad seguidos por el test de Bonferroni post-hoc. Los datos
fueron analizados separando los 4 grupos experimentales (Veh+Sal/Veh+Anf/CV+Sal/CV+Anf) de
acuerdo al desafio administrado (Basal/ Des. Anfetamina/ Des. Frio).

Resultados

Expresion de receptores AT;

La exposicién a anfetamina produjo un aumento en la expresion de R-AT; en microvasos
cerebrales en condiciones basales, cambio que no se observé con el pre-tratamiento con CV
(Figura 18 Ay 19).

La administracion de un desafio (Des. Anfetamina/ Des. Frio) produjo, 24hs después, un
aumento en la expresion de R-AT; en los 4 grupos experimentales. En este sentido, el aumento
observado en la expresion de R-AT; producto del Des. Anfetamina oculté las diferencias
observadas en condiciones basales. Sin embargo, con el Des. Frio el aumento en la expresion de R-
AT, fue menor lo cual permitié observar que bajo estas condiciones se mantienen las diferencias
basales observadas entre los grupos experimentales (Figura 18 B y C).

Basal. El analisis estadistico indica efecto significativo para pre-tratamiento Fu 15= 28,9;
tratamiento Fg, 15= 10,4; e interaccion pre-tratamiento*tratamiento F, 155= 12,5 (p< 0,05). El
test de Bonferroni indica que el grupo Veh-Anf mostré un aumento significativo de la expresion de
R-AT; respecto de los demas grupos (p<0,05). (Figura 18 A)

Des. Anfetamina. El analisis estadistico muestra que no se observan efectos significativos para:
pre-tratamiento F, 15= 0,3; tratamiento F(, 15= 0,2 e interaccion pre-tratamiento*tratamiento
Fq, 15= 0,001 (p> 0,05). (Figura 18 B)

Des. Frio. El analisis estadistico muestra un efecto significativo para tratamiento F( 13= 6,1 e
interaccion pre-tratamiento*tratamiento F(, 13= 5,0 (p< 0,05). No hay efecto significativo de
pre-tratamiento Fq, 13= 3,7 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que el grupo Veh-Anf mostrd
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un aumento significativo de la expresion de R-AT; respecto de los demas grupos (p<0,05). (Figura
18 C)

Expresion de proteina de estrés celular

La exposicion a anfetamina no modifico la expresion de HSP70 en microvasos cerebrales en
condiciones basales (desafio salina). Se observd una disminucién en la expresién de HSP70 luego
del pre-tratamiento con CV (Figura 18 D).

La administracion de un desafio (Des. Anfetamina/ Des. Frio) evidencido una respuesta
sensibilizada inducida por exposicion previa a Anf en la expresion de HSP70, en microvasos
cerebrales, 24hs después de recibida la noxa. El desarrollo de la respuesta sensibilizada de la HSP70
se previno con el pre-tratamiento con CV (Figura 18 E, F y 20).

Basal. El analisis estadistico indica un efecto significativo para pre-tratamiento F;, 15= 5,8 (p<
0,05); mientras que no se observan efectos para tratamiento Fg 15= 0,005 e interaccion pre-
tratamiento*tratamiento F, 15= 1,1 (p> 0,05) (Figura 18 D).

Des. Anfetamina. El analisis estadistico indica un efecto significativo para interaccion pre-
tratamiento*tratamiento F(, 15= 4,6 (p< 0,05); mientras que no se observan efectos para pre-
tratamiento Fq, 15= 4,2 9 y tratamiento F(, 15= 3,5 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica un
aumento significativo en la expresion de HSP70 en el grupo Veh-Anf respecto de los demas grupos
(p<0,05) (Figura 18 E).

Des. Frio. El analisis estadistico indica un efecto significativo para pre-tratamiento F, 16= 8,7
e interaccion pre-tratamiento*tratamiento Fy, 16= 7,6 (p< 0,05). No se hay efecto para
tratamiento Fg, 16= 0,9 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica un aumento significativo en la
expresion de HSP70 en el grupo Veh-Anf respecto de los demas grupos (p<0,05) (Figura 18 F).
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Figura 18. Expresion de receptores ATy y proteina de estrés celular en microvasos cerebrales.
Panel superior: Expresion de R-ATy en unidades arbitrarias (UA), en los 4 grupos experimentales
24 hs después de recibido el desafio: (A) Basal, (B) Des. Anfetamina, (C) Des. Frio. Panel
inferior: Expresion de HSP70 (UA) en los 4 grupos experimentales 24 hs después de recibido el
desafio: (D) Basal, (E) Des. Anfetamina, (F) Des. Frio. La linea punteada indica los valores de
expresion observados en el grupo Veh+Sal en condiciones basales para cada marcador. * diferente
de Veh+Sal y CV+Anf con el mismo desafio. # diferente de grupos pre-tratados con Vehiculo,
p<0,05, n=4-6. Los valores se expresan como la media+EE.
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Resultados-Objetivo 1

100 pm Veh + Sal Veh + Anf

Figura 19. Inmunofluorescencia de receptores AT1- Basal. Microfotografias (400X) representativas de los 4 grupos
experimentales en condiciones basales. En azul se observan los nucleos de las células endoteliales y en rojo la
inmunomarcacion de R-AT.

=%
”:’, -

" b

100 pm Veh + Sal Veh + Anf

CV+ Sal CV+ Anf

Figura 20. Inmunofluorescencia de proteina de estrés celular- Des. Anfetamina. Microfotografias (400X)
representativas de los 4 grupos experimentales con Des. Anfetamina (0,5mg/kg). En azul se observan los ncleos de las
células endoteliales y en rojo la inmunomarcacion de HSP70.
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Resultados-Objetivo 2

Objetivo_2: Evaluar la participacion de R-AT; en alteraciones estructurales y funcionales
inducidas por anfetamina nivel de la corteza prefrontal.

Objetivo 2a.

o Identificar las alteraciones en la red vascular inducidas por anfetamina en corteza prefrontal.
e Evaluar la participacion de receptores AT en el desarrollo de estos cambios.

Dia L sle 10 18
Veh/CV | Sal/ Anf Congelacion
(3 mg/kg) (2.5 mg/kg) inmediata

Esquema 4. Protocolo experimental para la evaluacion de la participacion de R-AT; en las
alteraciones inducidas por anfetamina en la red vascular de CPF.

Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA de dos vias, considerando pre-tratamiento (Veh/CV) y tratamiento
(Sal/Anf) como las fuentes de variabilidad, seguidos por el test de Bonferroni post-hoc.

Resultados
Corteza prefrontal prelimbica

La exposicion a anfetamina modificd la estructura de la red vascular hacia un crecimiento
longitudinal del vaso, considerando que se observé un aumento en el porcentaje de area ocupada
por vasculatura, una disminucion del namero de puntos de ramificacion y un mayor indice de
tortuosidad. Estos cambios estructurales no se observaron con el pre-tratamiento con CV (Figura
21).

Porcentaje de area ocupada por vasculatura. El analisis indica un efecto significativo para
pre-tratamiento Fg, 27= 4,5 e interaccion pre-tratamiento*tratamiento F, .= 11,3 (p< 0,05);
mientras que no se observan efectos para el factor tratamiento F(, 2= 1,6 (p> 0,05). El test de
Bonferroni indica que el grupo Veh-Anf presentd un mayor porcentaje de area ocupada por
vasculatura respecto de los demés grupos (p<0,05) (Figura 21A).

Puntos de ramificacion. El analisis indica un efecto significativo para pre-tratamiento F, »7)=
9,6, tratamiento F1, 7= 7,7 e interaccion pre-tratamiento*tratamiento F, »7)= 4,3 (p< 0,05). El
test de Bonferroni indica que el grupo Veh-Anf presentd un menor nimero de puntos de
ramificacion por area vascular respecto de los demas grupos (p<0,05) (Figura 21B).

Tortuosidad. El analisis indica un efecto significativo para pre-tratamiento Fq, 27= 5,9,
tratamiento F(;, 27= 5,3 e interaccion pre-tratamiento*tratamiento Fg, 7= 4,9 (p< 0,05). El test
de Bonferroni indica que el grupo Veh-Anf presentd un mayor indice de tortuosidad respecto de los
demas grupos (p<0,05) (Figura 21C).

Diametro. El analisis indica un efecto significativo para pre-tratamiento F, 27= 7,5 (p< 0,05),
mientras que no hay efecto significativo para los factores tratamiento Fg on= 0,3 e interaccion
pre-tratamiento*tratamiento F, .7= 0,3 (p>0,05) (Figura 21D).
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Figura 21. Estructura de la red vascular en corteza prefrontal prelimbica. Valores de los
parametros analizados de la estructura vascular en los 4 grupos experimentales en condiciones
basales: (A) Porcentaje de area ocupada por vasculatura, (B) Indice de tortuosidad, (C) Puntos de
ramificacién, (D) Diametro vascular. * diferente de Veh+Sal y CV+Anf. # diferente de grupos pre-
tratados con Vehiculo, p<0,05, n=7-8. Los valores se expresan como la mediatEE. (E)
Microfotografias (200X) representativas de los 4 grupos experimentales.

Corteza prefrontal infralimbica

La exposicién a anfetamina no modificd de manera significativa la estructura de la red vascular
en ésta region cortical.

Porcentaje de area ocupada por vasculatura. El analisis indica que no hay efecto significativo
para pre-tratamiento Fg, 2= 3,6, tratamiento Fu 2= 0,07 e interaccion pre-
tratamiento*tratamiento F, 26= 2,3 (p> 0,05). (Figura 22A).

Tortuosidad. El analisis indica un efecto significativo para pre-tratamiento F(, 26= 11,3 y
tratamiento Fu 26= 9,7 (p< 0,05). No se observa efecto significativo para interaccion pre-
tratamiento*tratamiento F, 2= 3,6 (p> 0,05) (Figura 22B).
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No se encontraron diferencias significativas para puntos de ramificacion y diametro.
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Figura 22. Estructura de la red vascular en corteza prefrontal infralimbica. Valores de 2 de los
parametros analizados de la estructura vascular de los 4 grupos experimentales en condiciones
basales: (A) Porcentaje de area ocupada por vasculatura, (B) Indice de tortuosidad. * diferente de
grupos tratados con Salina, # diferente de grupos pre-tratados con Vehiculo, n=7-8. Los valores se
expresan como la mediatEE.
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Resultados-Objetivo 2

Objetivo 2b.
e Evaluar la participacion de receptores AT; en la reactividad astrocitaria inducida por anfetamina
en corteza prefrontal.

Basal
Anf (0.5mg/kg)
Frio (4°C 4hs
Dial 5]6 10 17 18
Veh/CV | Sal/ Anf Perfusion

(3 mg/kg) (2.5 mg/kg)

Esquema 5. Protocolo experimental para la evaluacion de la participacion de R-AT; en las
alteraciones astrocitarias inducidas por anfetamina en CPF.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados por separado segun el pre-tratamiento con Veh o CV. En cada caso,
se realiz6 un ANOVA de dos vias, considerando tratamiento (Sal/Anf) y desafio (Basal/ Des.
Anfetamina/ Des. Frio) como las fuentes de variabilidad, seguidos por el test de Bonferroni en caso
de ser necesario.

Resultados

Corteza prefrontal prelimbica

La exposicion a anfetamina aumento la reactividad astrocitaria en ésta area, evidenciada como
un aumento en el area GFAP+. Este aumento se observa en condiciones basales y no se modifica
por la administracion de un desafio. Ademas, estas alteraciones involucran la actividad de R-ATy,
ya que no se observd astrogliosis cuando los animales recibieron un pre-tratamiento con CV.
(Figura 23 Ay 23 B).

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para tratamiento F, 33=
24,1 (p< 0,05); mientras que no se observan efectos para el factor desafio F 33= 0,4 e interaccion
tratamiento*desafio F(, 33= 0,2 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que el grupo Veh-Anf
presentd mayor reactividad glial que Veh-Sal para todos los desafios recibidos (p<0,05). (Figura 23
Ay230C).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica que no existen diferencias entre los distintos
grupos analizados ya que no se observan efectos significativos para los factores tratamiento F,
29)= 0,06, desafio F(229= 1,1 e interaccion tratamiento*desafio F, 2= 0,6 (p> 0,05). (Figura 23
By23D).
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Corteza prefrontal Prelimbica
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Figura 23. Reactividad astrocitaria en corteza prefrontal prelimbica. Area GFAP + para todos
los grupos experimentales segin el pre-tratamiento recibido: (A) Vehiculo (B) Candesartan.
*diferente de Veh+Sal con igual desafio p<0,05, n=5-8. Los valores se expresan como la
mediazEE. (C) y (D) Microfotografias (400X) representativas de los 4 grupos experimentales en
condiciones basales.

Corteza prefrontal infralimbica

Las adaptaciones inducidas por exposicion a anfetamina a nivel astrocitario no se observaron en
condiciones basales, sin embargo se observd una respuesta sensibilizada de la reactividad
astrocitaria en el grupo Veh+Anf solo ante la re-exposicion al psicoestimulante (Des. Anfetamina).
Estos cambios inducidos por Anf no se observaron en los animales que recibieron un pre-
tratamiento con CV. (Figura 24 Ay 24 B).

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para tratamiento F, 33=

15,1, desafio Fp33= 5,8 e interaccion tratamiento*desafio F(, 33= 3,3 (p< 0,05). El test de
Bonferroni indica que el grupo Veh-Anf presenta mayor reactividad glial que su control (Veh-Sal
con Des. Anfetamina) y que los grupos Veh-Anf en condiciones basales y con Des. Frio (p<0,05).
(Figura 24 A).
Pre-tratamiento Candesartan. El andlisis indica que no existen diferencias entre los distintos
grupos analizados, ya que no se observa efecto significativo para los factores tratamiento F;, 30)=
5,4 x10, desafio Fe30= 2,6 e interaccion tratamiento*desafio F(, 3= 0,09 (p> 0,05). (Figura
24 B)
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Corteza prefrontal Infralimbica
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Figura 24. Reactividad astrocitaria en corteza prefrontal infralimbica. Area GFAP + para
todos los grupos experimentales segun el pre-tratamiento recibido: (A) Vehiculo (B) Candesartan.
*diferente de Veh+Sal con igual desafio, #diferente de Veh+Anf en condiciones basales y con Des.
Frio, p<0,05, n=5-8. Los valores se expresan como la mediatEE.
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Resultados-Objetivo 2

Objetivo 2c.
e Evaluar la participacion de receptores ATy en alteraciones de la memoria de trabajo inducidas
por anfetamina

Basal
Anf (0.5mg/kg)
Frio (4°C 4hs
Dial 56 10 7 2hs
Veh/CV | Sal/ Anf Laberinto en Y
(3 mg/kg) (2.5 mg/kg) Campo perforado

Esquema 6. Protocolo experimental para la evaluacion de la participacion de R-AT; en las
alteraciones inducidas por anfetamina sobre la memoria de trabajo.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados por separado segun el pre-tratamiento con vehiculo 6 CV. En cada
caso, se realizd6 un ANOVA de dos vias, considerando tratamiento (Sal/Anf) y desafio (Basal/
Des. Anfetamina/ Des. Frio) como las fuentes de variabilidad, seguidos por el test de Bonferroni en
caso de ser necesario.

Resultados
Laberinto en Y

Se observd un déficit en la memoria de trabajo una semana después de la exposicion a
anfetamina en condiciones basales, evidenciado por un menor porcentaje de alternaciones del grupo
Veh+Anf (Basal). Este déficit fue prevenido por el bloqueo de receptores AT; ya que no se observo
en el grupo pre-tratado con CV (Figura 25 A y 25 B- Basal-).

El déficit observado por la exposicion al psicoestimulante no fue evidente cuando se administrd
Des. Anfetamina o Des. Frio 2hs antes de la ejecucion del test. Esta mejora transitoria sélo se
observo en animales con déficit basal y no en los deméas grupos experimentales que mostraban un
correcto desempefio en condiciones basales (Figura 25 A 'y 25 B).

Cabe destacar que no se encontraron diferencias en la exploracion total de los grupos
experimentales, excepto para los grupos que recibieron Des. Anfetamina en los cuales se hace
evidente el efecto estimulante locomotor del psicoestimulante (Figura 25 C y 25 D).

Porcentaje de alternacion

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para tratamiento Fi, sg)=
8,5, desafio Fps= 4,4 e interaccion tratamiento*desafio Fp s¢= 3,5 (p< 0,05). El test de
Bonferroni indica que el grupo Veh+Anf presentd menor porcentaje de alternaciones respecto a su
control (Veh+Sal) en condiciones basales y a los grupos Veh+Anf con Des. Anfetamina y Des.
Frio (p<0,05). (Figura 25 A).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica que no existen diferencias entre los distintos
grupos analizados ya que no se observa efecto significativo para los factores: tratamiento F;, e2)=
1,1, desafio F, 4= 0,2 € interaccion tratamiento*desafio F, 62= 0,2 (p> 0,05). (Figura 25 B).
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Figura 25. Memoria de trabajo evaluada en laberinto en Y. Resultados obtenidos para todos los
grupos experimentales segun el pre-tratamiento recibido: (A) y (C) Vehiculo (B) y (D) Candesartan.
Panel superior: Porcentaje de alternaciones. *diferente de Veh+Sal con igual desafio, #diferente de
Veh+Anf con Des. Anfetamina y Des. Frio, p<0,05. Panel inferior: Namero de entradas totales.
*diferente de los grupos en condiciones basales, #diferente de los grupos con Des. Frio, n=8-17.
Los valores se expresan como la mediazEE.

Entradas totales

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para, desafio F( 5= 35,3
(p< 0,05). No se observa efecto para tratamiento F, sgy= 3,8 e interaccion tratamiento*desafio
Fe se= 2,9 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que los grupos administrados con Des.
Anfetamina mostraron un mayor n° de entradas totales que los grupos en condiciones basales o con
Des. Frio (p<0,05). (Figura 25 C).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica un efecto significativo para, desafio F(, 4=
229 (p< 0,05). No se observa efecto para tratamiento Fg, 6= 0,2 e interaccion
tratamiento*desafio Fp, ¢4= 0,03 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que los grupos
administrados con Des. Anfetamina muestran mayor n° de entradas totales que los grupos que en
condiciones basales o con Des. Frio (p<0,05). (Figura 25 D).
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Campo perforado

Se corroboro el déficit en la memoria de trabajo en condiciones basales luego de la exposicion a
Anf, en este caso evidenciado por una mayor diferencia, entre el primer y segundo hueco més
explorado, en relacion a la frecuencia de visitas y el porcentaje de tiempo de exploracion. Este
déficit fue prevenido por el bloqueo previo de receptores AT (Figura 26 A-B y 27 A-B —desafio
salina-).

El déficit basal en animales tratados con Anf no se observo con la administracion de Des.
Anfetamina 6 Des. Frio 2 hs antes de la ejecucion del test. (Figura 26 Ay 27 A).

No se encontraron diferencias en la exploracion total de los grupos experimentales excepto para
los grupos que recibieron Des. Anfetamina en los cuales se hace evidente el efecto estimulante
locomotor del psicoestimulante (Figura 26 C-D y 27 C-D).

Diferencia en frecuencia de visitas

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para desafio Fps3= 8,4 e
interaccion tratamiento*desafio Fp s3= 8,6 (p< 0,05). No hay efecto significativo para
tratamiento F(;, s3= 1,5 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que en condiciones basales el grupo
Veh-Anf presentd mayor diferencia en la frecuencia de visitas al primer y segundo hueco mas
explorado respecto a su control (Veh+Sal) y a los grupos Veh-Anf con Des. Anfetamina y Des. Frio
(p<0,05). (Figura 26 A).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica que no existen diferencias entre los distintos
grupos analizados ya que no se observa efecto significativo para los factores tratamiento F, 57)=
0,4, desafio F, 57= 1,1 e interaccion tratamiento*desafio F s7)= 0,4 (p> 0,05). (Figura 26 B).

Visitas totales

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para, desafio Fs3= 20,2
(p< 0,05). No se observa efecto para tratamiento F, s3= 0,02 e interaccion tratamiento*desafio
Fe s3= 0,9 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que los grupos administrados con Des.
Anfetamina realizan mayor n° de visitas que los grupos en condiciones basales y con Des. Frio
(p<0,05). (Figura 26 C).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica un efecto significativo para, desafio F(, 57)=
22,9 (p< 0,05). No observa efecto para tratamiento F(, s»= 0,2 e interaccion tratamiento*desafio
Fe, s7= 0,03 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que los grupos administrados con Des.
Anfetamina realizan mayor n° de visitas que los grupos en condiciones basales y con Des. Frio
(p<0,05). (Figura 26 D).
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Figura 26. Memoria de trabajo evaluada en campo perforado- Frecuencia de visitas.
Resultados de todos los grupos experimentales segun el pre-tratamiento recibido: (A) y (C)
Vehiculo, (B) y (D) Candesartan. Panel superior: Diferencia en la frecuencia de visitas al primer y
segundo hueco mas explorado. *diferente de VVeh+Sal con igual desafio, #diferente de Veh+Anf con
Des. Anfetamina y Des. Frio, p<0,05. Panel inferior: Numero total de visitas a todos los huecos.
*diferente de los grupos en condiciones basales, #diferente de los grupos con Des. Frio, n=9-12.
Los valores se expresan como la mediatEE.

Diferencia en porcentaje de tiempo de exploracién

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para tratamiento F, s3=
4,4, desafio Fps3= 11,4 e interaccion tratamiento*desafio Fp s3= 3,5 (p< 0,05). El test de
Bonferroni indica que en condiciones basales el grupo Veh-Anf presentd mayor diferencia en el
porcentaje de tiempo de exploracion al primer y segundo hueco méas explorado, respecto a su
control (Veh+Sal) y a los grupos Veh-Anf con Des. Anfetamina y Des. Frio (p<0,05). (Figura 27
A).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica que no existen diferencias entre los distintos
grupos analizados ya que no se observa efecto significativo para los factores tratamiento F, 57y= 5
x10™*, desafio Fe,57= 0,7 e interaccion tratamiento*desafio F(, sn= 1 (p> 0,05). (Figura 27 B).
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Figura 27. Memoria de trabajo evaluada en campo perforado- Tiempo de exploracién.
Resultados de todos los grupos experimentales segln el pre-tratamiento recibido: (A) y (C)
Vehiculo, (B) y (D) Candesartan. Panel superior: Diferencia en el porcentaje de tiempo de
exploracién entre el primer y segundo hueco mas explorado. *diferente de Veh+Sal con igual
desafio, #diferente de Veh+Anf con Des. Anfetamina y Des. Frio, p<0,05. Panel inferior: Tiempo
total de exploracion de todos los huecos. *diferente de los grupos en condiciones basales, #diferente
de los grupos con Des. Frio, n=9-12. Los valores se expresan como la media+EE.

Tiempo total de exploracion

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para, desafio Fs3= 6,4
(p< 0,05). No se observa efecto para tratamiento F;, s3= 1,4 e interaccion tratamiento*desafio
Fe s3= 0,5 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que los grupos administrados con Des.
Anfetamina exploraron mas tiempo que los grupos en condiciones basales y con Des. Frio (p<0,05).
(Figura 27 C).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica un efecto significativo para, desafio F(, 57)=
6,5 (p< 0,05). No se observa efecto para tratamiento F@, s7= 3,3 e interaccion
tratamiento*desafio Fp sn= 0,3 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que los grupos
administrados con Des. Anfetamina exploraron méas tiempo que los grupos en condiciones basales y
con Des. Frio (p<0,05). (Figura 27 D).
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Objetivo 3: Evaluar la participacion de R-AT; en alteraciones estructurales y funcionales inducidas
por anfetamina en amigdala basolateral e hipocampo.

Objetivo 3a.

¢ Identificar las alteraciones en la red vascular inducidas por anfetamina en amigdala basolateral e
hipocampo.
e Evaluar la participacion de receptores AT; en el desarrollo de estos cambios.

Dia 1 56 10 18
Veh/CV | Sal/ Anf Congelacion
(3 mg/kg) (2.5 mg/kg) inmediata

Esquema 7. Protocolo experimental para la evaluacion de la participacién de R-AT; en las
alteraciones inducidas por anfetamina en la red vascular de ABL e HPC.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con ANOVA de dos vias, considerando pre-tratamiento (Veh/CV)
y tratamiento (Sal/Anf) como las fuentes de variabilidad seguidos por el test de Bonferroni post-
hoc.

Resultados

Amigdala basolateral

La exposicién a anfetamina no modificd de manera significativa la estructura de la red vascular
en ésta area analizada.

Porcentaje de area ocupada por vasculatura. El anélisis indica que no hay efecto significativo
para pre-tratamiento Fu 1= 0,7; tratamiento Fg 15= 05 e interaccion pre-
tratamiento*tratamiento F;, 15= 0,2 (p> 0,05). (Figura 28 A).

Tortuosidad. El analisis indica que no hay efecto significativo para pre-tratamiento F, 15=
1,4; tratamiento F, 15= 0,008 e interaccion pre-tratamiento*tratamiento F(, 15= 0,1 (p> 0,05).
(Figura 28 B).

No se observan diferencias significativas para puntos de ramificacion y diametro.

Hipocampo- Girus dentado

La exposicion a Anf no modificé de manera significativa la estructura de la red vascular a nivel
hipocampal.

Porcentaje de area ocupada por vasculatura. El analisis indica que no hay efecto significativo
para pre-tratamiento F@, 20= 0,08, tratamiento Fgy, 0= 0,1 e interaccion pre-
tratamiento*tratamiento F, 20= 2,9 (p> 0,05). (Figura 28 C).

Tortuosidad. El analisis indica que no hay efecto significativo para pre-tratamiento F, 0=
0,4; tratamiento F;, 20= 0,004 e interaccion pre-tratamiento*tratamiento Fg, 20= 0,4 (p> 0,05).
(Figura 28 D).
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No se observan diferencias significativas para puntos de ramificacion y diametro.
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Figura 28. Estructura de la red vascular en amigdala basolateral e hipocampo. Valores de dos
de los parametros evaluados para los 4 grupos experimentales en condiciones basales. Panel
superior: Estructura vascular en ABL (A) Porcentaje de area ocupada por vasculatura (B) Indice de
tortuosidad. n=4-5. Panel inferior: Estructura vascular en el GD (A) Porcentaje de area ocupada
por vasculatura (B) Indice de tortuosidad. n=5-7. Los valores se expresan como la media+EE.
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Objetivo 3b.
e Evaluar la participacion de receptores AT; en la reactividad astrocitaria inducida por anfetamina
en amigdala basolateral e hipocampo.

Basal
Anf (0.5mg/kg)
Frio (4°C 4hs
Dial 5l6 10 17 18
Veh/CV | Sal/ Anf Perfusion

(3 mg/kg) (25 mg/kg)

Esquema 8. Protocolo experimental para la evaluacion de la participacién de R-AT; en las
alteraciones astrocitarias inducidas por anfetamina en ABL e HPC.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados por separado segun el pre-tratamiento con Veh ¢ CV. En cada caso,
se realiz6 un ANOVA de dos vias, considerando tratamiento (Sal/Anf) y desafio (Basal/ Des.
Anfetamina/ Des. Frio) como las fuentes de variabilidad, seguidos por el test de Bonferroni en caso
de ser necesario.

Resultados

Amigdala basolateral

De manera similar a lo observado en CxPF infralimbica, no se observd astrogliosis luego de la
exposicién a anfetamina en condiciones basales, sin embargo se observé una respuesta sensibilizada
de la reactividad astrocitaria en el grupo Veh+Anf solo ante la re-exposicion al psicoestimulante
(Des. Anfetamina) y no con Des. Frio. Estas alteraciones inducidas por Anf no se observaron en los
animales que recibieron un pre-tratamiento con CV. (Figura 29 Ay B).

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para tratamiento F, 31)=
10,9 y desafio Fp31)= 4,1 (p< 0,05). No hay efecto para interaccion tratamiento*desafio F,, 31)=
2,1 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que con Des. Anfetamina el grupo Veh-Anf presenta
mayor reactividad glial que su control (Veh-Sal con Des. Anfetamina) y que los grupos Veh-Anf en
condiciones basales y con Des. Frio (p<0,05) (Figura 29 A).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica que no existen diferencias entre los distintos
grupos analizados ya que no se observa efecto significativo para los factores: tratamiento F, 7)=
0,3, desafio F27= 1,2 e interaccion tratamiento*desafio F, 7= 0,2 (p> 0,05). (Figura 29 B)

Hipocampo- Girus dentado

La exposicion a Anf no modifico de manera significativa la reactividad astrocitaria en ésta area
ni en condiciones basales, ni frente a la administracion de un desafio, independientemente del
pretratamiento recibido (Figura 29 C y D).

Pre-tratamiento Vehiculo. No se observa efecto significativo para los factores: tratamiento F;,
3= 0,1, desafio F(234= 0,6 e interaccion tratamiento*desafio F, 34= 0,5 (p> 0,05). (Figura 29 A
y C).
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Pre-tratamiento Candesartan. No se observa efecto significativo para los factores:
tratamiento F, 2= 0,03, desafio F(28= 0,6 e interaccion tratamiento*desafio Fp, 6= 0,4 (p>
0,05). (Figura29 By D).
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Figura 29. Reactividad astrocitaria en amigdala basolateral e hipocampo. Area GFAP + para
todos los grupos experimentales segun el pretratamiento recibido: (A) y (C) Vehiculo (B) y (D)
Candesartan Panel superior: resultados obtenidos en ABL. *diferente de Veh+Sal con igual
desafio, #diferente de Veh+Anf en condiciones basales y con Des. Frio, p<0,05, n=4-8. Panel
inferior: resultados obtenidos GD, n=5-8. Los valores se expresan como la media£EE.

70



Resultados-Objetivo 3

Objetivo 3c:
e Evaluar la neuroadaptacion inducida por anfetamina a nivel de la plasticidad hipocampal y la
participacion de receptores AT; en este evento.

Dia 1 5|6 10 17
Veh/ CV Sa]./ Anf Sacrificio
(3 mg/kg) (2.5 mg/kg)
Esquema 9. Protocolo experimental para la evaluacion de la participacion de R-AT; en las
alteraciones inducidas por anfetamina sobre la plasticidad hipocampal.

Andlisis estadistico

El valor umbral necesario para la generacion de LTP en los 4 grupos experimentales se analizd
con ANOVA de dos vias considerando pre-tratamiento (Veh/ CV) y tratamiento (Sal/Anf)) como
fuentes de variabilidad. Se aplico el test de Bonferroni post-hoc.

Resultados

La exposicion al psicoestimulante modificé la eficacia sinaptica a nivel hipocampal, observado
como un menor umbral para la generacién de LTP en condiciones basales. Esta neuradaptacion no
fue observada con un pre-tratamiento con CV (Figura 30).

El analisis indica un efecto significativo para tratamiento Fg, 14= 6,4 e interaccion pre-
tratamiento*tratamiento F(, 14= 4,7 (p< 0,05); mientras que no hay efecto para el factor pre-
tratamiento Fq, 14= 2,5 (p> 0,05). El test de Bonferroni indica que el grupo Veh-Anf presento
menor valor umbral para generar LTP respecto de los demas grupos (p<0,05) (Figura 30 B).
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Figura 30. Plasticidad hipocampal. (A) Esquemas representativos de las sefiales analizadas en
cada grupo experimental, las lineas punteadas muestran la sefial basal y la linea continua la sefial
una vez alcanzada la LTP. (B) Valor umbral para la generacion de LTP.*diferente de grupos
Veh+Sal, #diferente de grupo CV+ANF, n=4-5, p<0,05. Los valores se muestran como la media +
EE.
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Objetivo 3d.

¢ Identificar el protocolo de condicionamiento apropiado para evaluar memoria a largo plazo con
un test de evitacion inhibitoria

e Evaluar los efectos agudos de un desafio farmacoldgico en la tarea de evitacion inhibitoria y la
participacion de receptores AT, en estos eventos.

e Comparar los efectos agudos sobre la tarea de evitacion inhibitoria observados para un desafio
farmacoldgico y fisiolégico.

Intensidad del shock
Andlisis estadistico

Los datos de Latencia 2 fueron analizados con el test de Kruskal-Wallis, considerando las
intensidades del shock eléctrico como las fuentes de variabilidad (Sin shock; 0,2mA y 0,5mA),
seguido por el test de Dunn post-hoc.

El andlisis estadistico utilizado para evaluar el patrén de actividad neuronal, medida como el
nimero de neuronas positivas para el factor de transcripcion c-Fos, fue ANOVA de una via
considerando las 2 intensidades de shock eléctrico (0,2 y 0,5mA) como fuente de variabilidad,
seguido por el test de Bonferroni post-hoc para el analisis por parejas en las distintas areas
evaluadas.

Resultados

Los valores de Latencia 2, medidos durante el test de evitacion inhibitoria, fueron
significativamente mayores para el grupo que recibié 3 shocks de 0,5mA en comparacion con el
grupo que no recibi6 shock o 3 shocks de 0,2mA. Esto es considerado como un mejor desempefio
en el test, consecuencia de la formacion de una traza de memoria, que fue coincidente con un
aumento de la actividad neuronal en areas clasicamente relacionadas con la expresion de memoria
a largo plazo. Por estas razones el protocolo con 3 shocks de 0,5mA fue seleccionado para realizar
el resto de los experimentos.

Latencia 2. El analisis indica que existen diferencias significativas entre los grupos H= 20,6
(p<0,05). El analisis post-hoc indica que el grupo que recibe shock de 0,5mA presenté mayor valor
de Latencia 2 que los grupos que no recibieron shock o 3 shocks de 0,2mA (Figura 31 B).

Patron de actividad neuronal. El anélisis indica que existen diferencias significativas entre los
grupos Fqs3, 76= 105, 5 (p<0,05). El analisis post-hoc indica que el grupo que recibe shock de 0,5mA
presentd mayor numero de neuronas c-Fos positivas que el grupo que recibio shock de 0,2mA para
todas las areas analizadas que participan en la expresion de memorias a largo plazo: CPF prelimbica
e infralimbica, ABL e HPC (GD, CAl y CA3) (p<0,05). No se observan diferencias en corteza
motora, la cual fue considerada en este estudio como area control negativo (Figura 31 C).
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Figura 31. Evitacion inhibitoria: intensidad de shock y patron de activacion neuronal: (A)
Esquema del protocolo experimental utilizado para seleccionar la intensidad del shock (B) Valores
de Latencia 2 para las 3 condiciones evaluadas, #diferente de grupo sin shock, *diferente de grupo
que recibid 3 shocks de 0,2mA, p<0,05, n=6-11. Los valores se muestran como la mediana con
rango intercuartilico y valores minimo y maximo (C) Patrén de activacion neuronal 90 min después
del test, *diferente de grupo que recibié 3 shocks de 0,2mA para la misma éarea analizada, p<0,05,
n=5-8. Los valores se expresan como la mediazEE.

Efecto agudo de desafio anfetamina. Rol de receptores AT;
Anélisis estadistico

Los valores de Latencia 2 fueron analizados con el test de Scheirer-Ray-Hare. En el primer caso
se tomaron como fuentes de variabilidad la intensidad del shock durante el entrenamiento (0,2 y
0,5mA) y el desafio administrado inmediatamente después del entrenamiento (Basal/ Des.
Anfetamina). En el segundo caso, se trabajé s6lo con shock de 0,5mA vy las variables tenidas en
cuenta fueron el pretratamiento agudo recibido inmediatamente después del entrenamiento
(Salina/Losartan) y el desafio administrado a continuacion (Basal/ Des. Anfetamina). En ambos
casos se ultilizé el test Mann-Whitney con correccion de Bonferroni post-hoc.

Resultados

Se identifico que el Des. Anfetamina tiene un efecto de interferencia en la consolidacion de una
memoria de evitacion inhibitoria. Este efecto involucra la actividad de receptores AT; ya que se
observo una reversion parcial cuando se administré un antagonista previo al desafio. Cabe destacar
gue no se observo efecto alguno de Des. Anfetamina cuando la intensidad del shock es menor.
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Efecto agudo de Des. anfetamina. El andlisis indica que existe efecto significativo para
intensidad del shock H)= 23,5 e interaccion intensidad del shock*desafio H(1)= 3,9 (p<0,05).
No hay efecto significativo para desafio H)= 2,8 (p>0,05). El analisis post-hoc corrobora que el
grupo que recibe shock de 0,5mA en condicion basal presenté mayor Latencia 2 que los grupos que
recibieron un shock de 0,2mA; mientras que el grupo entrenado con shock de 0,5mA que recibe
Des. Anfetamina mostré significativamente menor Latencia 2 que su control (p< 0,0125) (Figura
32 A).

Efecto agudo de Des. Anfetamina. Rol de receptores AT;. El andlisis indica que existe efecto
significativo para pretratamiento Hg= 5,3 y desafio Hg)= 15,2 (p<0,05). No hay efecto
significativo para interaccion pretratamiento*desafio Hi)= 1,4 (p>0,05). El analisis post-hoc
indica menor Latencia 2 para los grupos que reciben Des. Anfetamina después del entrenamiento; a
su vez, dentro de los grupos que reciben éste desafio, los animales pretratados en forma aguda con
Losartan presentaron mayor Latencia 2 que aquellos que reciben Salina i.c.v. (p<0,125) (Figura 32
B)
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Figura 32. Evitacion inhibitoria: Efecto agudo de Anfetamina- Rol de receptores ATi: (A)
Esquema del protocolo experimental utilizado para evaluar el efecto de Des. Anfetamina luego del
entrenamiento; debajo el grafico muestra la Latencia 2 de los 4 grupos evaluados, *diferente del
grupo que recibié shock de 0,5mA en condicion basal, p<0,0125, n=10-14. (B) Esquema del
protocolo experimental utilizado para evaluar el rol de receptores AT; en el efecto de Des.
Anfetamina luego del entrenamiento; debajo el grafico muestra la Latencia 2 de los 4 grupos
evaluados, *diferente de su grupo control (Basal), #diferente de grupo Salina+ Des. Anfetamina,
p<0,0125, n=8-9. Los valores se muestran como la mediana con rango intercuartilico y valores
minimo y maximo.
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Efecto agudo de desafios

Analisis estadistico

Los valores de Latencia 2 fueron analizados con el test de Kruskal-Wallis considerando desafio
administrado inmediatamente después del entrenamiento como las fuentes de variabilidad (Basal/
Des. Anfetamina/ Des. Frio), seguido por el test de Dunn post-hoc.

Resultados

Este experimento permitio identificar un efecto interferente similar sobre la consolidacion de una
memoria de evitacion inhibitoria para ambos desafios utilizados en el presente trabajo: Des.
Anfetamina y Des. Frio.

El analisis indica que existen diferencias significativas entre los grupos H)= 19,5 (p<0,05). El
analisis post-hoc indica que los grupos que reciben Des. Anfetamina y Des. Frio inmediatamente
después del entrenamiento mostraron menor Latencia 2 que las del grupo Basal (p<0,05) (Figura
33 B).
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Figura 33. Evitacion inhibitoria: Efecto agudo de desafios: (A) Esquema del protocolo
experimental utilizado para evaluar el efecto agudo de los desafios luego del entrenamiento (B)
Valores de Latencia 2 obtenidos para los desafios administrados inmediatamente después del
entrenamiento, *diferente de grupo Basal, p<0,05, n=10-15. Los valores se muestran como la
mediana con rango intercuartilico y valores minimo y maximo.
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Objetivo 3e:

e Evaluar la neuroadaptacion inducida por anfetamina en la memoria a largo plazo y la
participacion de receptores AT; en estos eventos.

Anélisis estadistico

Los valores de Latencia 2 fueron analizados por separado segin el pre-tratamiento con
vehiculo/CV con el test de Scheirer-Ray-Hare. Se tomd cémo fuentes de variabilidad el
tratamiento (Sal/ Anf) y el desafio recibido inmediatamente después del entrenamiento (Basal/
Des. Anfetamina/ Des. Frio). Se utilizo el test de Mann-Whitney con correccion de Bonferroni post-
hoc.

El patron de actividad neuronal fue evaluado en estos grupos experimentales en las areas que
presentaron una mayor actividad en el experimento X. En este caso, el niumero de neuronas
positivas para el factor de transcripcion c-Fos, fue analizado por separado segun el pre-tratamiento
con vehiculo/CV. Para ello se utilizo ANOVA de dos vias, considerando como fuentes de
variabilidad el tratamiento (Sal/ Anf) y el desafio recibido inmediatamente después del
entrenamiento (Basal/ Des. Anfetamina/ Des. Frio). En caso de ser necesario se aplicé el test de
Bonferroni post-hoc.

Resultados
Evitacion inhibitoria

Se corrobor6 la interferencia con Des. Anfetamina y Des. Frio en la consolidacién de una
memoria de evitacion inhibitoria en lo grupos controles (Veh+Sal/ CV+Sal). Las adaptaciones
inducidas por exposicion previa a Anf fueron observadas como una resistencia al efecto de
interferencia de Des. Anfetamina y Des. Frio. El desarrollo de estos cambios involucra a receptores

AT ya que el grupo pre-tratado con CV mostro el mismo patrén de comportamiento que los grupos
controles, siendo evidente el efecto de interferencia de Des. Anfetamina y Des. Frio.

Pre-tratamiento Vehiculo. El analisis indica un efecto significativo para desafio Hz= 15,3 e
interaccion tratamiento*desafio H)= 13,4 (p< 0,05). No hay efecto para tratamiento Hy= 3,8
(p> 0,05). El test Mann-Whitney con correccion de Bonferroni indica que los grupos controles
(Veh+Sal) presentaron menor Latencia 2 cuando recibieron Des. Anfetamina y Des. Frio
inmediatamente después del entrenamiento, que el mismo grupo en condicion basal (p<0,007). Los
grupos Veh-Anf no presentaron diferencias entre si en Latencia 2 independientemente del desafio
recibido (Figura 34 B).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica un efecto significativo para desafio Hp)= 24,1
(p< 0,05). No se observa efecto para tratamiento Ha)= 2,5 e interaccion tratamiento*desafio
Ha= 0,8 (p> 0,05). El test Mann-Whitney con correccion de Bonferroni indica que,
independientemente del tratamiento recibido, los grupos que reciben Des. Anfetamina y Des. Frio
inmediatamente después del entrenamiento presentaron menor Latencia 2 que aquellos en
condiciones basales (p<0,025) (Figura 34 C).
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Figura 34. Evitacion inhibitoria: neuroadaptacion inducida por Anfetamina y rol de
receptores AT; (A) Esquema del protocolo experimental utilizado para evaluar el efecto agudo de
los desafios luego de la exposicion al psicoestimulante y la participacion de receptores ATy en estos
eventos (B) Valores de Latencia 2 para los grupos pre-tratados con Vehiculo.*diferente del mismo
grupo en condiciones basales, #diferente de grupo Veh+Sal con igual desafio, p<0,007, n=9-14. (C)
El grafico muestra los valores de Latencia 2 para los grupos pre-tratados con candesartan.*diferente
de los grupo en condiciones basales, p<0,025, n=10-15. Los valores se muestran como la mediana
con rango intercuartilico y valores minimo y maximo.

Patron de activacion neuronal. Corteza Prefrontal

En &reas corticales se observé un patron de activacion neuronal coincidente con la expresion de
una memoria de evitacion inhibitoria. En este sentido se observé que aquellos grupos
experimentales que conductualmente expresan el efecto de interferencia de los desafios (menor
Latencia 2) muestran también un menor nimero de neuronas activas. Al igual que ocurre con los
valores de Latencia 2 esta disminucién de la actividad neuronal no se observd en los grupos que
recibieron tratamiento de Anf (Veh+Anf) y fue prevenido por el pre-tratamiento con CV.

Pre-tratamiento Vehiculo. EI analisis indica efecto significativo para interaccion
tratamiento*desafio en CPF prelimbica (F(, 21= 4,6) y CPF infralimbica (F, 21y= 4,2) (p< 0,05).
En ambos casos, el test de Bonferroni indica que los grupos controles (Veh+Sal) presentaron menor
nimero de neuronas c-Fos positivas cuando recibieron Des. Anfetamina y Des. Frio
inmediatamente después del entrenamiento, que el mismo grupo en condicion basal (p<0,05). Los
grupos Veh-Anf no presentaron diferencias entre si en Latencia 2 independientemente del desafio
recibido (Figura 35 Ay C).
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Resultados-Objetivo 3

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica un efecto significativo para desafio en CPF
prelimbica (F(, 24y= 6,5) y CPF infralimbica (F¢, 2= 5,5) (p< 0,05). En ambos casos, el test de
Bonferroni indica que, independientemente del tratamiento recibido, los grupos que reciben Des.
Anfetamina y Des. Frio inmediatamente después del entrenamiento presentaron menor nimero de
neuronas c-Fos positivas que aquellos en condiciones basales (p<0,05) (Figura 35 B y D).
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Figura 35. Evitacion inhibitoria: Patron de activacion neuronal en corteza prefrontal. Nimero
de neuronas c-Fos positivas en CPF prelimbica e infralimbica para todos los grupos experimentales
segun el pretratamiento recibido: (A) y (C) Vehiculo, *diferente del grupo Veh+Sal en condicion
basal, p<0,05, n=4-5. (B) y (D) Candesartan, *diferente de los grupos en condiciones basales,
p<0,05, n=4-6. Los valores se muestran como la media + EE.

Patron de activacién neuronal- amigdala basolateral

En ABL se observo un resultado similar al obtenido en CPF. Nuevamente aquellos grupos
experimentales que conductualmente expresan el efecto de interferencia de los desafios (menor
Latencia 2) muestran menor ndmero de neuronas activas en esta area. La disminucion de la
actividad neuronal no se observo en los grupos que recibieron tratamiento con Anf (Veh+Anf) y fue
prevenido por el pre-tratamiento con CV.
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Pre-tratamiento Vehiculo. El anélisis indica un efecto significativo para interaccion
tratamiento*desafio Fp, 22)= 6,7 (p< 0,05). El test de Bonferroni indica que los grupos controles
(Veh+Sal) presentaron menor nimero de neuronas c-Fos positivas cuando recibieron Des.
Anfetamina y Des. Frio inmediatamente después del entrenamiento, que el mismo grupo en
condicion basal (p<0,05). Los grupos Veh-ANF no presentan diferencias entre ellos
independientemente del desafio recibido y cuando reciben Des. Anfetamina y Des. Frio presentan
significativamente mayor nimero de neuronas c-Fos positivas que el grupo Veh+Sal con igual
desafio (p<0,05) (Figura 36 A).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica un efecto significativo para desafio Fp, 24=
26,7 (p< 0,05). El test de Bonferroni indica que, independientemente del tratamiento recibido, los
grupos que reciben Des. Anfetamina y Des. Frio inmediatamente después del entrenamiento
presentaron menor Latencia 2 que aquellos en condiciones basales (p<0,05) (Figura 36 B).
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Figura 36. Evitacion inhibitoria: Patron de activacién neuronal en amigdala basolateral.
NUmero de neuronas c-Fos positivas para todos los grupos experimentales segun el pretratamiento
recibido. (A) Vehiculo, *diferente del mismo grupo de tratamiento en condicidn basal, #diferente de
grupo Veh+Sal con igual desafio p<0,05, n=4-6. (B) Candesartan. .*diferente de los grupos en
condiciones basales, p<0,05, n=4-7. Los valores se muestran como la media + EE.

Patron de activaciéon neuronal- areas hipocampales

En linea con los casos anteriores se observo que aquellos grupos experimentales que
conductualmente expresan el efecto de interferencia de los desafios (menor Latencia 2) muestran
también un menor nimero de neuronas activas. Sin embargo, en este caso la neuroadaptacion
inducida por Anf queda en evidencia Des. Anfetamina y Des. Frio ya que, a pesar de presentar
valores elevados de Latencia 2, se observo una disminucion en el nimero de neuronas activas en las
regiones hipocampales evaluadas.

Pre-tratamiento Vehiculo. El anlisis indica un efecto significativo para desafio en GD (F,
21)= 8,7), CALl (F, 21y= 37,5) y CA3 (F, 21)= 34,2) (p< 0,05). En todos los casos, el test de
Bonferroni indica que, independientemente del tratamiento recibido, los grupos que reciben Des.
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Anfetamina y Des. Frio inmediatamente después del entrenamiento presentaron menor Latencia 2
que aquellos en condiciones basales (p<0,05) (Figura 37 A, Cy E).

Pre-tratamiento Candesartan. El analisis indica un efecto significativo para desafio en GD
(F, 24= 28,4), CAL (F(2, 24= 17,1) y CA3 (F(2, 2= 26,9) (p< 0,05). En todos los casos, el test de
Bonferroni indica que, independientemente del tratamiento recibido, los grupos que reciben Des.
Anfetamina y Des. Frio inmediatamente después del entrenamiento presentaron menor Latencia 2
que aquellos en condiciones basales (p<0,05) (Figura 37 B, Dy F).
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Figura 37. Evitacion inhibitoria: Patron de activacion neuronal en areas hipocampales.
Numero de neuronas c-Fos positivas en GD, CA1 y CA3 para todos los grupos experimentales
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Discusion- Vasculatura cerebral

Alteraciones inducidas por anfetamina sobre la vasculatura periférico/central. Rol
de receptores AT,
Inflamacion y disfuncion endotelial

Las células endoteliales juegan un rol central en la regulacion del tono vascular, a través de la
liberacion controlada y balanceada de agentes vasodilatadores y vasoconstrictores en respuesta a
maultiples estimulos. Asimismo, su actividad es fundamental en el mantenimiento de la homeostasis
local por regulacion continua de mediadores anti-inflamatorios, anti-oxidantes, pro-fibrinoliticos y
anti-coagulantes (Radenkovic y col., 2013).

El término disfuncion endotelial hace referencia a alteraciones en este tipo celular que
promueven vasoconstriccién, inflamacion, aumento de la permeabilidad vascular, arterosclerosis y
trombosis. Si bien estos eventos son fundamentales en el inicio de patologias vasculares, también
los son para su mantenimiento y progresion (Faraci, 2011). En el SNC, la disfuncion endotelial, asi
como también la alteracion de los otros componentes de la unidad neurovascular, estaria implicada
en el desarrollo de multiples enfermedades neuroinflamatorias (Girouard y col., 2006a; Zacchigna y
col., 2008).

Disfuncion endotelial y alteraciones fenotipicas

La arteria carétida interna es la principal responsable del suministro de flujo sanguineo al
cerebro y su anastomosis con la arteria basilar en la base cerebral, da origen al poligono de Willis,
considerado como el nexo entre la circulacion periférica y central (Barr, 1973; Cipolla, 2010). Si
bien la actividad contractil de la arteria carétida no es el principal mecanismo involucrado en el
mantenimiento del flujo sanguineo cerebral, su disfuncion endotelial es considerada como un
indicador epidemioldgico y clinico de futuras alteraciones cerebro-vasculares (Barr, 1973; Faraci,
2011).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran un aumento en la expresion de marcadores
inflamatorios (R-AT; y ICAM-1) en las arterias cerebrales principales y un aumento del grosor
endotelial en la arteria carotida, una semana después de la administracion repetida de anfetamina
(Fig. 6 y 17); evidenciando consecuencias deletéreas del psicoestimulante sobre el endotelio
vascular. Este tipo de alteraciones se consideran como incipientes en la disfuncion endotelial y en el
desarrollo de un estado inflamatorio patolégico. ElI engrosamiento de la capa endotelial, por
aumento del volumen celular, se observa también en diversas enfermedades inflamatorias que
afectan localmente a diferentes tipos de tejidos (Girard y col., 1995; Hernandez-Fonseca y col.,
2009; Teng y col., 2016; Tesfamariam y col., 2007). En este sentido esta alteracion se observa en la

primera etapa de la artritis reumatoide, acompafiada de un aumento en la permeabilidad vascular
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Discusion- Vasculatura cerebral
(FitzGerald y col., 1991; Middleton y col., 2004). Asimismo, en la patogenia de la vasculitis, el
dafio endotelial es considerado el paso inicial del proceso inflamatorio y se caracteriza por
morfologia alterada, aumento de permeabilidad, edema y necrosis (Tesfamariam y col., 2007).
Numerosos autores proponen que el aumento local de citoquinas seria un evento clave en el
inicio de la disfuncién endotelial (FitzGerald y col., 1991; Middleton y col., 2004; Munro y col.,
1989; Tesfamariam y col., 2007). En este sentido, la modificacion del fenotipo endotelial, con
hipertrofia y aumento en la expresion de ICAM-1, se observa luego de la administracion local de
TNF-o (Munro y col., 1989). En presencia de esta citoquina, las células endoteliales adquieren el
fenotipo necesario para la adhesion de leucocitos activados, en respuesta a un aumento en la
expresion de moléculas de adhesion, y liberacion de otros mediadores pro-inflamatorios
(Tesfamariam y col., 2007). Estos ultimos incluyen citoquinas, quimioquinas y ROS que, en este
escenario, son parte del advenimiento y la perpetuacién de la disfuncion endotelial (Faraci, 2011;

Tesfamariam y col., 2007).

Anfetamina y vasculatura. Receptores AT;

El uso ocasional de psicoestimulantes esta relacionado de manera directa con la ocurrencia de
derrame cerebral, asociado con hemorragia o isquemia, representando el 2% de los casos de
apoplejias ingresadas al servicio neurovascular (Fredericks y col., 1991; Goplen y col., 1995; Ho y
col., 2009). En pacientes intoxicados con sustancias de tipo anfetamina se han observado
irregularidades endoteliales en las principales arterias cerebrales, consistentes con vasculitis, y dafio
directo de la capa intima (sin infiltracion de leucocitos) (Hara y col., 2008; Shibata y col., 1991).
Mas aun, estos eventos vasculares se observaron hasta varias semanas después de una dosis Unica o
repetida del psicoestimulante (Cohle, 2013; De Silva y col., 2007; McGee y col., 2004; Ohta y col.,
2005). En primates, alteraciones vasculares similares se han descripto luego de un protocolo de
exposicion repetida (14 dias) a metanfetamina. En este caso, los animales mostraron una
vasoconstriccion generalizada minutos después de la administracion de la droga que, en algunos
casos, se mantuvo hasta una semana después, afectando la carétida interna, las arterias cerebrales
principales y ramas vasculares pequefias (Rumbaugh y col., 1971).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que los efectos deletéreos inducidos por
anfetamina se evidencian también en la microvasculatura cerebral, observandose un aumento en la
expresion de R-AT; en condiciones basales (Fig. 18). Mas aun, luego de un desafio se observo un
aumento de la expresién de estos receptores, cuya magnitud estuvo relacionada a la modalidad del
mismo. En este sentido, la magnitud del aumento en los niveles de R-AT; inducido por Des.
Anfetamina no permitio evidenciar diferencias entre los 4 grupos experimentales; mientras que con

Des. Frio este aumento fue menor y permitié observar diferencias entre los grupos. La ausencia de
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diferencias entre los grupos experimentales con Des. Anfetamina podria deberse a un efecto techo
en la expresion de R-AT;, quedando en evidencia la potencia del psicoestimulante en la
estimulacion del SRA a nivel de la microvasculatura cerebral, en comparacion con el Des. Frio. Por
otro lado, los resultados con Des. Frio ponen de manifiesto la selectividad del estimulo seleccionado
para aumentar los niveles circulantes de Angll y estimular la actividad simpatica, mediando el
aumento de R-AT; (Bregonzio y col., 2008; Cassis y col., 1998; Zavala y col., 2007). Por lo tanto,
sugerimos que las diferencias observadas respecto a los efectos de Des. Anfetamina sobre este
receptor, podrian deberse a acciones toxicas y no solo vasoconstrictoras del psicoestimulante. Esto
ultimo se sustenta en los resultados que muestran diferencias basales en la expresion de R-AT;
como secuela de laexposicion repetida a anfetamina.

Dentro de la multiplicidad de factores desencadenantes de disfuncion endotelial, las drogas
vasoactivas se consideran como inductores debido a 3 mecanismos principales: tensién de roce,
citotoxicidad directa y eventos mediados por inmunidad (Tesfamariam y col., 2007). La anfetamina
es catalogada como un andlogo sintético de las trazas de aminas, las cuales son sustancias
biol6gicamente activas, relacionadas estructural y funcionalmente con las catecolaminas (Broadley,
2010). Estas sustancias son reconocidas por su efecto vasoconstrictor directo, a través de receptores
de trazas de aminas, e indirecto, via activacion del sistema simpatico. Estos receptores muestran una
actividad independiente de la activacion autbnoma ya que los efectos vasculares de estas aminas no
son bloqueados por antagonistas o y [ adrenérgicos, bloqueantes del transporte neuronal o
inhibidores de la MAQO; y ademas no sufren taquifilaxia directa o cruzada entre ellos (Broadley y
col., 2013). Por lo tanto, la capacidad de anfetamina para generar vasoconstriccion, y el consecuente
aumento de la tension de roce, excede la accion directa por estimulacion simpatica, pudiendo
ocurrir por accion directa y sostenida sobre los receptores de trazas de aminas.

En relacion al efecto toxico de los psicoestimulantes, se ha propuesto que éstos podrian estar
interaccionando con blancos moleculares de membrana para desencadenar cascadas de sefializacion
que resultan en eventuales lesiones (Tesfamariam y col., 2007). En relacion con esto Gltimo, se ha
observado que los consumidores de cocaina presentan niveles elevados de marcadores de disfuncion
endotelial a nivel plasmatico, antes y después de un periodo de desintoxicacion (Pereira y col.,
2011; Saez y col., 2011). Mas aun, cuando las células endoteliales en cultivo son expuestas a
cocaina se observa un aumento de apoptosis, activacion de caspasas y disminucion en la produccion
de NO (He y col., 2001). Con respecto a este mediador, se ha descripto que su produccion via INOS
tiene consecuencias a corto y largo plazo sobre la disfuncion endotelial (Faraci, 2011). Ademas, la
exposicion a cocaina genera un aumento de ROS y promueve el fenotipo pro-adhesivo en cultivos
de células endoteliales, medido como un aumento en la deposicion de factor de von Willebrand y

de la adhesion de plaquetas (Saez y col., 2014). Lo mas importante a destacar es que el mismo
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fenotipo, pero sin acumulacion de ROS, se observa cuando el cultivo se expone a plasma libre de
plaquetas obtenido de consumidores de cocaina (Saez y col., 2014). Esto permite recrear el
microambiente al cual estd expuesto el endotelio de pacientes consumidores e identificar la
disfuncion endotelial, con acumulacion de ROS, como el primer evento que promueve la adhesion
plaquetaria inducida por cocaina (Saez y col., 2014). De manera similar, la administracion de
metanfetamina a células endoteliales en cultivo induce una disminucion de la viabilidad celular. El
mecanismo involucrado en este fendbmeno seria una aumento del estrés oxidativo, que se evidencia
por un aumento en la produccion de ROS y una disminucion de la actividad de la glutation
peroxidasa (Zhang y col., 2009). En el mismo sentido, se ha descripto que anfetamina induce un
aumento en la expresion de genes asociados a respuestas inflamatorias (ICAM-1 e IL-6) y de estrés
celular (HSP70) en la vasculatura asociada a las meninges (Thomas y col., 2009). Los efectos
toxicos, secundarios a la exposicion a anfetamina sobre la vasculatura cerebral, también se ven
reflejados en el aumento de los genes involucrados en el estrés del reticulo endoplasmico y en la
sefializacion de la respuesta al mal plegamiento proteico (Thomas y col., 2010). Estas dltimas
evidencias permiten identificar los cambios inducidos por sustancias tipo anfetamina sobre la
vasculatura cerebral, independientemente de la hipertermia que estas generan y bajo condiciones en

donde no existe alteracion fisica de la BHE (Bowyer y col., 2014; Bowyer y col., 2013).

Receptores AT; y disfuncién endotelial

La participacion de Angll en el advenimiento de la disfunciéon endotelial se ha estudiado
ampliamente en modelos de hipertension. Sin embargo, estos efectos se relacionan a la estimulacion
sinérgica de respuestas inflamatorias y de estrés oxidativo por estimulacién de R-ATq,
independientemente de su efecto vasconstrictor y sobre la presion arterial (Faraci, 2011; Groeschel
y col., 2011; Kumai y col., 2008; Marchesi y col., 2008; Schrader y col., 2007). Dentro de estos
modelos y particularmente, en los animales espontaneamente hipertensos (SHR), el SRA local es el
principal mediador de las respuestas inflamatorias en la microvasculatura cerebral. Estos animales
poseen niveles elevados de los componentes del SRA, especialmente sobre-expresion de R-AT;
(Zhou y col., 2006).

En su rol pro-inflamatorio Angll, via activacion de R-ATy, aumenta la permeabilidad vascular, el
reclutamiento de leucocitos y la reparacion tisular (Benigni y col., 2010; Groeschel y col., 2011;
Marchesi y col., 2008). Luego de la estimulacion continua con Angll se detectan niveles elevados
de MCP1, M-CSF, IL-6, TNFa e ICAM-1 y un mayor nimero de macrofagos adheridos a endotelio,
tanto en arteria aorta como en arteria cardtida (Ando y col., 2004a; Didion y col., 2009; Loria y col.,

2010; Tham y col., 2002). A nivel de la microvasculatura cerebral de SHR se ha descripto aumento
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en la expresion de estos mediadores y en el numero de macréfagos y leucocitos infiltrantes (Ando y
col., 2004b; Nagai y col., 2011; Zhou y col., 2005). Ademas, se ha identificado un desbalance en la
relacion eNOS/iNOS, en comparacion con la relacion existente en su control normotenso
(Yamakawa y col., 2003). Esto podria indicar un cambio en la funcionalidad de estas isoenzimas,
desde un rol fisioldgico hacia uno patolégico, como consecuencia de la sobre-expresion de R-AT;
(Yamakawa y col., 2003). Se ha descripto que Angll interviene en las respuestas inflamatorias a
través del aumento en la actividad del factor de transcripcion NF-kB. Esta accion, mediada por la
activacion de R-AT;, induce la degradacion de la subunidad inhibitoria IkB, la translocacion
nuclear de la subunidad activadora p65, su union al ADN y la transcripcion de genes pro-
inflamatorios, tales como IL-6 y MCP-1 (Marchesi y col., 2008; Tham y col., 2002; Zhou y col.,
2005).

Es conocido que Angll regula de manera directa la actividad de la enzima oxidasa de NAPDH,
principal fuente de ROS a nivel vascular (da Cunha y col., 2005; Schrader y col., 2007). A nivel
endotelial, la activacion de esta enzima produce un aumento en la produccién de anion superdxido y
el desacople de la eNOS, lo que provoca disfuncion endotelial y amplificacién de la respuesta
inflamatoria (Marchesi y col., 2008; Touyz y col., 2003). Estos efectos también tienen lugar en la
microvasculatura cerebral, donde el aumento de ROS y la disfuncién endotelial inducida por Angll,
esta mediada por la estimulacion directa de la expresiéon de la subunidad Nox2 de la NAPDH
oxidasa (Girouard y col., 2006b). Este efecto estimulador, mediado por R-AT;, tiene dos etapas:
una inicial via PKC, que estimula la expresion de subunidades de membrana y activa subunidades
citosélicas; y una segunda etapa donde el aumento de la actividad de NAPDH oxidasa es
consecuencia de la trans-activacion del receptor del factor de crecimiento endotelial (EGFR)
(Balakumar y col., 2014; Chabrashvili y col., 2003; Hunyady y col., 2006; Tan y col., 2012). Las
oxidasas mitocondriales son otra fuente celular de ROS estimulada por actividad R-AT, lo que
indica una participacion directa de Angll en la disfuncion mitocondrial (Marchesi y col., 2008;
Vazquez-Medinay col., 2013).

A partir de las evidencias expuestas, se considera que la disfuncion endotelial mediada por Angll
seria el resultado de la actividad conjunta de R-AT;, mediadores inflamatorios y ROS. En este
escenario, NF-kB amplifica la respuesta por estimulacion de la sintesis de angiotensin0geno,
mientras que las ROS generan un ambiente en el cual el precursor en su forma oxidada es mas
rapidamente transformado a Angll. De este modo, se potencian las cascadas de sefializacion
activadas por R-ATj, al mismo tiempo que se estimula la respuesta inflamatoria via NF-xB (Faraci,
2011; Hunyady y col., 2006; Marchesi y col., 2008).
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Anfetamina y vasculatura. Estrés celular

En el presente trabajo se muestra que la exposicién repetida a anfetamina facilita la expresion de
HSP70 a nivel de la microvasculatura cerebral. EI aumento de HSP70, luego de la administracion
de ambos desafios, se observo solo en animales que fueron previamente expuestos a anfetamina
repetida. Esta proteina en su forma inducible se incrementa por exposicion a estimulos nocivos,
tales como radiacion UV o aumento de la temperatura, que generan estrés celular (Horowitz y col.,
2007). En esta situacion se las identifica como mediadores anti-apoptéticos ya que previenen el
dafo proteico, reestablecen la funcion proteica y previenen la muerte celular (Horowitz y col.,
2007). Su sintesis esta regulada por el factor de transcripcién HSF-1, que se activa cuando la célula
estd bajo condiciones de estrés o en situaciones patoldgicas que incrementan los niveles
intracelulares de ROS (Horowitz y col., 2007; Lee y col., 2015; Oh y col., 2005; Yoo y col., 2014).
En este marco, HSF-1 es liberado como mondmero de su complejo inhibitorio en citoplasma, forma
trimeros que son fosforilados y translocados al nucleo donde conduce la sintesis de HSP
(Shamovsky y col., 2008). Es interesante destacar la universalidad de este tipo de respuesta en
condiciones patoldgicas, ya que la induccion en la expresion de HSP70 se ha observado en
diferentes condiciones de estrés celular. En este sentido, la exposicion aguda a anfetamina induce la
expresion de esta proteina en la microvasculatura asociada a meninges; mientras que a nivel de la
microvasculatura cerebral se produce por estimulacion crénica de R-AT;, concomitante con un
aumento en la expresion de HSF-1. La expresion de HSP70 también se evidencia luego de la
exposicion a estrés o hipotermia y, bajo estas condiciones, se potencia luego de una isquemia
(Terao y col., 2009; Thomas y col., 2009; Udelsman y col., 1993; Zhou y col., 2005).

Considerando que el aumento en HSP70 se observo en el grupo experimental que presenta
niveles elevados de R-AT; en condiciones basales, se propone que la facilitacion en la expresion de
HSP70, inducida por anfetamina, guardaria relacion directa con el aumento inducido en la
expresion de R-AT;. Una sefializacion exacerbada, via activacién de R-AT3, incrementaria la
actividad de NADPH oxidasa, los niveles de ROS y la consecuente activacion HSF-1 para la
produccion de HSP70. Esta idea se sustenta ademdas por una exacerbacion de los niveles de
peroxidacién lipidica observada en microvasos cerebrales, en respuesta a un Des. Anfetamina, bajo

las mismas condiciones experimentales (Casarsa, 2015).

Anfetamina y Vasculatura. Bloqueo de receptores AT,

Nuestros resultados muestran que los R-AT; participan de manera activa en los cambios
inducidos por anfetamina en la microvasculatura cerebral. Los animales pre-tratados con el
antagonista no muestran el aumento en la expresion de R-AT; en condiciones basales ni la respuesta
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sensibilizada en la expresion de HSP70 ante la exposicion a un desafio. Ademas, estos animales no
presentan la alteracion morfoldgica inducida por anfetamina en el endotelio de arteria carotida.

Se ha descripto que el blogueo de R-AT; previene las acciones deletéreas de Angll a nivel
vascular en multiples modelos animales. En este sentido, en ratones que presentan una mutacion
para este receptor en la vasculatura, se observa una atenuacion en el reclutamiento de leucocitos,
inducido por la administracion cronica de Angll o por induccion de isquemia/reperfusion, en la
vasculatura cerebral (Nagai y col., 2011). En SHR la restauracion del flujo sanguineo cerebral por
ARBs no sélo estaria relacionada con el cambio estructural y funcional de las arterias principales
del cerebro, sino también con el efecto anti-inflamatorio directo sobre la microvasculatura cerebral
(Benicky y col., 2011). Asimismo en este mismo modelo animal, el tratamiento con ARBs revierte
el aumento en la expresion de NF-xB, IL-6, TNFo, HSP70 y HSF-1, junto con el restablecimiento
de la relacion eNOS/iNOS, disminucion en la expresion de ICAM-1 e infiltracion de macrofagos
(Ando y col., 2004a; Ando y col., 2004b; Yamakawa y col., 2003; Zhou y col., 2005).

Los efectos protectores del bloqueo de R-AT; involucran también una disminucion del estrés
oxidativo vascular. De este modo, el tratamiento de SHR con dosis bajas de ARBs reduce los
niveles de superoxido y revierte la hipertrofia vascular de las arterias aorta y carétida, en conjunto
con el restablecimiento de la autoregulacion del flujo sanguineo cerebral, de manera independiente
al efecto anti-hipertensivo (Kumai y col., 2008). La administracién de ARBs a animales con dieta
rica en sodio y colesterol, disminuye los niveles centrales de superéxido al mismo tiempo que
aumenta la expresion de factores de neuroproteccién (Mogi y col., 2007). En el mismo sentido, la
desregulacién de la respuesta vasodilatadora por Angll en la vasculatura cerebral puede ser
revertida por ARBS, inhibidores de la oxidasa de NADPH o bien secuestradores de ROS; lo que
resalta el rol del estrés oxidativo en las disfunciones vasculares inducidas por Angll (Girouard y
col., 2006b). Por ultimo, los ARBs participan en el mantenimiento de la integridad de la BHE, lo

que contribuiria a sus acciones anti-inflamatorias (Saavedray col., 2011).

Anfetamina y Vasculatura. Rol clave de receptores AT,

El concepto de plasticidad vascular se ha propuesto para el fenédmeno de sobre-expresion de
receptores vasoconstrictores a nivel de la vasculatura cerebral, observada luego de un evento
isquémico (Edvinsson y col., 2011). Para el caso de R-AT; se ha descripto que su aumento se
corresponde con el curso temporal de la isquemia cerebral retrasada, y el bloqueo de su actividad
mejora el desempefio neuroldgico posterior (Edvinsson y col., 2011). En el mismo sentido, la sobre-
expresion de R-AT; estaria relacionada con un mayor dafio isquémico cerebral en SHR; lo que se
revierte con ARBs por la preservacion de la perfusion sanguinea en la zona periférica de la

penumbra (Ito y col., 2002; Nishimura y col., 2000). Ademas, la exposicion a frio en edades
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tempranas sensibiliza al sistema vascular a una posterior exposicion a Angll, tanto para sus efectos
hipertensores como pro-inflamatorios (Loria y col., 2010). Se ha propuesto que la vasculatura
comprometida, por inflamacion o disfuncion endotelial, estaria asociada a una mayor vulnerabilidad
al desarrollo y progresion de desordenes vasculares (Tesfamariam y col., 2007).

La microvasculatura cerebral presenta mayor susceptibilidad al desarrollo de disfuncion
endotelial, dado que posee un SRA propio que media la respuesta de estos vasos a Angll sintetizada
localmente (Faraci, 2011). A este nivel la sobre-estimulacién de R-AT; conduce al detrimento de la
funcién endotelial (Faraci, 2011; Zhou y col., 2006). Al mismo tiempo, las células endoteliales de la
vasculatura cerebral presentan mayor produccion de superoxido que los vasos periféricos y mayor
contenido de acidos grasos poli-insaturados, lo que les otorga mayor susceptibilidad a los efectos
deletéreos de ROS por exposicion a psicoestimulantes (Faraci, 2011; Hobbs y col., 2013; Zhang y
col., 2009). La ocurrencia de eventos pro-inflamatorios a nivel de la microvasculatura cerebral tiene
implicancias importantes en el desarrollo regional de patologias neuroinflamatorias (Faraci, 2011).
Mas aun, la alteracion regional de la microvasculatura cerebral repercute de manera directa en la
regulacion del flujo sanguineo cerebral con posibles consecuencias de dafio tisular (El Assary col.,
2013).

El analisis de los resultados obtenidos en el presente trabajo nos lleva a sugerir que la sobre-
expresion de R-ATj, a nivel de la microvasculatura cerebral, puede ser considerada una secuela
deletérea como consecuencia de la exposicion repetida a anfetamina. Asimismo, esta expresion
exacerbada de R-AT; facilitaria la induccion de HSP70 en la microvasculatura cerebral en respuesta
a un desafio. Mas aln, nuestros resultados sugieren que los R-AT; juegan un rol clave en el
desarrollo de un microambiente pro-inflamatorio en la microvasculatura cerebral por exposicion

repetida a anfetamina.
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Alteraciones estructurales y funcionales inducidas por anfetamina en corteza

prefrontal. Rol de receptores AT,

Psicoestimulantes y actividad de corteza prefrontal

Los efectos metabdlicos de las drogas psicoestimulantes son variados segun se esté evaluando su
efecto agudo o la secuela por exposicion repetida (Devous y col., 2001; Downey y col., 2014). Las
evidencias obtenidas en consumidores de sustancias tipo anfetamina, indican que el consumo
repetido de estas drogas conduce a alteraciones estructurales, metabdlicas y energéticas de manera
region-dependiente a nivel cerebral (Downey y col., 2014). En el andlisis de los multiples resultados
reportados en humanos, realizado por Mackey (Mackey y col., 2013), se identifica que la
disminucion de un 10% del volumen cortical, particularmente de la subdivision ventromedial de la
CPF, es una evidencia consistente entre usuarios de psicoestimulantes. A esta secuela estructural se
le suman evidencias de una disminucion en la integridad neuronal, acompafiada de un aumento de
marcadores gliales en esta misma regién cerebral (Berman y col., 2008; Berman y col., 2009;
Mackey y col., 2013). Mediante la cuantificacion del metabolismo de glucosa se han identificado
diferencias temporales en el indice de actividad cerebral durante la abstinencia al psicoestimulante.
A este respecto, al inicio del periodo libre de drogas (5 dias) se observa una disminucion en el
metabolismo cortical; el cual se revierte, e incluso aumenta de manera anormal, hacia el mes de
abstinencia (Berman y col., 2008; Berman y col., 2009). Este aumento tardio de la actividad cortical
puede ser interpretado como un proceso compensatorio del bajo metabolismo observado en las
etapas iniciales, que previene alteraciones y dafios locales; o bien, estar asociado con la ocurrencia
de nuevas alteraciones durante la abstinencia (Berman y col., 2009). Los cambios metabdlicos se
evidencian también a nivel glial, lo que se observa como una disminucion del 50% de la tasa
oxidativa a nivel cortical en consumidores en abstinencia al psicoestimulante (7 dias) (Sailasuta y
col., 2010). Las alteraciones corticales en la utilizacion de la energia, el estrés oxidativo y las
respuestas inflamatorias, inducidas por sustancias tipo anfetamina, estdn asociadas con déficits
cognitivos y alteraciones del humor que persisten en el tiempo (Downey y col., 2014).

Numerosos estudios sefialan la existencia de deficit cognitivo en consumidores de
psicoestimulantes en tareas de atencion, toma de decisiones, planeamiento y memoria de trabajo
(Sofuoglu, 2010). En el caso de cocaina, se identificd una correlacion negativa entre la performance
en el test y el tiempo o la frecuencia del consumo de la droga (Rosselli y col., 1996). Mientras que,
para el consumo de metanfetamina, se observo una relacion entre el hipo-metabolismo frontal con
una disfuncion de tareas dependientes de esta area (Kim y col., 2009). Del mismo modo, el déficit
puede identificarse en usuarios cronicos de anfetamina sometidos a una bateria de test cognitivos,
que permiten identificar hipo-funcionalidad cortico-estriatal (Ornstein y col., 2000). Es importante
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destacar, que este ultimo trabajo incluye consumidores y pacientes con tratamiento crénico con

anfetaminas en dosis bajas, no-toxicas, del psicoestimulante (Ornstein y col., 2000).

Alteraciones vasculares inducidas por anfetamina

En el presente trabajo, los resultados obtenidos indican que la exposicion repetida a anfetamina
induce alteraciones en la red microvascular. En este sentido, a nivel de CPF pre-limbica se observo
un aumento en el &rea ocupada por la vasculatura, que se explicaria por el aumento en la tortuosidad
de los vasos, dado que hay una disminucion en el nimero de puntos de ramificacion. En CPF infra-
limbica, los efectos angiogénicos se observan como un aumento incipiente de la tortuosidad sin
cambios en el &rea ocupada por la vasculatura, lo cual podria ser explicado por el caracter temporal
de los cambios estructurales descriptos durante la abstinencia por otros autores (Berman y col.,
2009). En conjunto, nuestros resultados muestran que anfetamina promueve la elongacién de los
microvasos en CPF, una hipertrofia que involucra la elongacién y el aplanamiento de las células
endoteliales (Bar, 1983). Cambios vasculares similares se han descripto en condiciones de hipoxia
moderada (sin pérdida de volumen cortical), donde el aumento en la densidad vascular es
acompariado de un aumento en el largo y la tortuosidad de vasos corticales, sin cambios en su
ramificacion (Mironov y col., 1994). En estas condiciones, la elongacion de segmentos capilares
existentes daria como resultado una mayor tortuosidad de los mismos en la corteza cerebral
(Mironov y col., 1994). En la actualidad, se propone que la patologia vascular es un evento clave en
el desarrollo de demencias vasculares, enfermedades neurodegenerativas e hipertension (Girouard y
col., 2006a; Gorelick y col., 2011; ladecola y col., 2008; Saavedra, 2016). En este sentido, en un
modelo animal de Alzheimer, se ha descripto un aumento en la tortuosidad de vasos corticales en
paralelo al desarrollo temporal de la patologia (Dorr y col., 2012). Ademas, estos cambios
morfoldgicos son acompafiados por un compromiso progresivo de la funcion vascular, evidenciado
por alteraciones en el flujo vascular y una menor capacidad de respuesta a estimulos vasodilatadores
(Dorr y col., 2012). Mediante el uso de modelos matematicos y computacionales, se ha podido
predecir que el aumento de tortuosidad potencia la pérdida de energia cinética del flujo sanguineo,
asi como también aumenta la probabilidad de la ocurrencia de trombos (Chesnutt y col., 2011;
Moody y col.,, 1991). Esto ultimo podria explicar por qué los cambios vasculares serian
responsables de una alteracion inicial en la funcionalidad neuronal y promoverian la
neurodegeneracion en etapas avanzadas, en enfermedades de disfuncion cortical (Udristoiu y col.,
2016).

El cambio en la estructura vascular, por un aumento de ramificaciones o tortuosidad

(angiogénesis), es un fendmeno que existe en un amplio espectro de escenarios fisioldgicos y
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patoldgicos (Simons, 2005). En estos Gltimos, los procesos angiogenicos e inflamatorios estarian en
intima relacion, ya que pueden ser desencadenados por estimulos similares, asociandose con los
mismos factores de crecimiento y citoquinas (Costa y col., 2007). EI principal mediador comun en
estos dos procesos es el factor de crecimiento vascular (VEGF), que también esta implicado en los
cambios vasculares observados en procesos de neuroinflamacion cronica (Costa y col., 2007; Kirk
y col., 2003; Simons, 2005; Ward y col., 2004). Se pueden identificar mecanismos comunes,
independientemente de la etiologia, que llevan al acoplamiento de la angiogénesis y la inflamacion
en condiciones patologicas (Costa y col., 2007). En este sentido, el aumento en la tortuosidad en un
contexto local de inflamacion es un evento caracteristico de soriasis y retinopatia diabética (Costa y
col., 2007; Noda y col., 2014). Durante la inflamacidn crénica, el crecimiento vascular permitiria la
Ilegada de células inflamatorias, nutrientes y oxigeno al sitio de inflamacion, y, a su vez, aumentaria
el area endotelial encargada de la produccién de citoquinas y moléculas de adhesion (Costa y col.,
2007; Kirk y col., 2003).

Angiotensina Il y angiogénesis

Los resultados del presente trabajo ponen en evidencia el rol fundamental de los R-AT; en la
remodelacion de la red microvascular en CPF; dado que el bloqueo de estos receptores previno el
aumento del &rea vascular y la tortuosidad inducida por exposicién repetida a anfetamina.

La estructura microvascular, establecida durante el desarrollo, mantiene la capacidad de ser
remodelada en el individuo adulto ante estimulos quimicos o fisicos. La activacion del SRA es un
punto en comun entre diversos estimulos que conducen a un cambio en la arquitectura vascular, por
angiogenesis o retraccion de vasos (Greene y col., 2002; Heffelfinger, 2007). El VEGF-1 es uno de
los principales efectores de la accion angiogénica y pro-inflamatoria de Angll; al mismo tiempo, su
sintesis es estimulada por actividad de R-AT; (Greene y col., 2002; Tamarat y col., 2002; Zhao y
col., 2004). La direccion que presentan los cambios vasculares inducidos por Angll depende del
tipo de tejido, de la injuria recibida y de los mediadores involucrados. A nivel del SNC, sus efectos
angiogenicos son locales e independientes de su efecto vasopresor a nivel sistémico (Heffelfinger,
2007). Se ha descripto que, en condiciones de isquemia cerebral local, el bloqueo previo de R-AT;
tiene un efecto protector, pro-angiogénico, ya que disminuye la hipoxia mediante el aumento en la
densidad y el area vascular total (Forder y col., 2005; Li y col., 2008). Para el caso de patologias
neurodegenerativas, se ha descripto a nivel de CPu en un modelo de parkinsonismo, que el bloqueo
de R-AT; previene el aumento de los niveles de VEGF-1 e IL-1B que acompaiian la progresion de
la neurodegeneracion (Munoz y col., 2014). Esta prevencion también se evidencia en condiciones
de liberacion exacerbada de estos mediadores producto del tratamiento con L-dopa (Munoz y col.,

2014). Dado que dopamina genera tanto efectos inflamatorios como angiogénicos, los resultados
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obtenidos con ARBs pueden ser explicados tanto por su accion anti-inflamatoria como por su
accion moduladora sobre la expresion de receptores dopaminérgicos (Munoz y col., 2014). En
relacion a la angiogenesis, se observa una accion diferencial para dopamina segin se activen
receptores D1 (pro-angiogénicos) o D2 (anti-angiogénicos) (Lindgren y col., 2009). En eventos de
re-vascularizacion por isquemia, el efecto anti-angiogénico, via receptores D2, implica una

disminucion en la expresion y actividad de R-AT; (Sarkar y col., 2017).

Reactividad astrocitaria inducida por anfetamina

En la actualidad se conoce que la reactividad astrocitaria contribuye a la ocurrencia y al
desarrollo de diversas patologias, y permiten la identificacion de alteraciones locales (Sofroniew y
col.,, 2010). Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la exposicion a
anfetamina, en un régimen de sensibilizacion, induce astrogliosis en CPF. En este sentido, CPF pre-
limbica presentd un aumento en la expresion de GFAP en condiciones basales, que no se modifico
por exposicién a un desafio. Mientras que, en CPF infra-limbica, sélo se registrd6 aumento en la
reactividad astrocitaria luego del Des. Anfetamina. Tal como ocurre con la arquitectura de la red
vascular, existen diferencias locales entre estas sub-areas, o que condice con la premisa de que los
cambios funcionales y estructurales de astrocitos son contexto-dependiente (Anderson y col., 2014).
Ademas, estas caracteristicas particulares explicarian porque, bajo protocolos de sensibilizacion por
psicoestimulantes, otros autores no reportan cambios cuando analizan la totalidad de la CPF
(Armstrong y col., 2004). De este modo, nuestros resultados muestran que la exposicion repetida a
anfetamina aumenta la reactividad astrocitaria en CPF, evidenciado en condiciones basales (pre-
limbica), o permaneciendo susceptible a la reactividad (infra-limbica), la cual se expresa frente a
una nueva exposicion al psicoestimulante.

La reactividad astrocitaria se define como el proceso mediante el cual los astrocitos responden a
maultiples tipos de injurias del SNC (Anderson y col., 2014). Este fendmeno presenta cuatro
componentes claves: (1) un amplio espectro de potenciales cambios moleculares, celulares y
funcionales; (2) una variacion, graduada y progresiva de las alteraciones, que depende de la
gravedad de la injuria; (3) una regulacion contexto-dependiente por sefiales intra- e inter-celulares;
y (4) ganancia o pérdida de funcidn como consecuencia de su activacion (Anderson y col., 2014;
Sofroniew y col., 2010). La reactividad de intensidad media a moderada se asocia con injurias leves
y consiste en cambios en la expresion genica que ocurren junto a la hipertrofia celular, sin
proliferacion astrocitaria. Dentro de las proteinas estructurales modificadas en estas condiciones se
puede destacar GFAP, cuyo aumento se considera como proporcional a la reactividad evocada

(Anderson y col., 2014; O'Callaghan y col., 1995; Pekny y col., 2005). En el caso de reactividad
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moderada, se considera que el aumento de la expresion de GFAP acompafiado por un aumento en el
namero de células GFAP positivas no son indicadores de proliferacion, sino de un mayor nimero de
astrocitos que expresan esta proteina en niveles detectables (Anderson y col., 2014; Sofroniew y
col., 2010). La cuantificacion de GFAP es considerada un marcador sensible de reactividad
astrocitaria y, en el caso de su deteccion por inmunohistoquimica, permite identificar los astrocitos
que estan respondiendo a una injuria (Anderson y col., 2014; Brenner, 1994). En este sentido, la
injuria toxica de terminales dopaminérgicos, por metanfetamina, condice con aumento de GFAP en
estas mismas areas (O'Callaghan y col., 1995). No obstante, considerando la exacerbacion
glutamatérgica y dopaminérgica provocada por estas drogas, algunos autores proponen que los
eventos de toxicidad forman parte del fendmeno de sensibilizacion (Armstrong y col., 2004; Ellison
y col., 1993; Kadota y col., 2004). A este respecto, el aumento de GFAP se observa en estructuras
limbicas de animales sometidos a un protocolo de sensibilizacion con psicoestimulantes (Armstrong
y col., 2004; Bowers y col., 2003). A nivel de CPF se observan efectos neurotoxicos, medidos como
un aumento en el nimero de células apoptoticas y una disminucion en terminales dopaminérgicos,
luego de un protocolo de sensibilizacion a metanfetamina (Kadota y col., 2004; Kim y col., 2014).
Asimismo, en esta area, se detectan niveles elevados de TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-10 luego de la
exposicion repetida a anfetamina (Valvassori y col., 2015).

En condiciones reactivas, los astrocitos tienen la potencialidad de afectar todos los aspectos de la
funcion neuronal a través de la regulaciéon del flujo sanguineo, la provision de energia o la
regulacién de la actividad y la plasticidad sinaptica (Sofroniew y col., 2010). Luego de su activacién
por injuria, los astrocitos reactivos ganarian funcion y exacerbarian la respuesta inflamatoria en
detrimento de la actividad neuronal. Los principales mecanismos identificados son la sobre-
expresion de mediadores pro-inflamatorios (citoquinas, factores de crecimiento y moléculas de
adhesidn), la exacerbacion en la generacion de ROS, la liberacion de glutamato y la alteracién de la
funcién vascular (por aumento de VEGF) (Anderson y col., 2014; Sofroniew, 2014; Sofroniew y
col., 2010).

Receptores AT, y reactividad astrocitaria

Existe un importante nimero de evidencias que muestran que la activacion de R-AT; media el
efecto pro-inflamatorio de Angll a nivel astrocitario. En el presente trabajo se observd que el
bloqueo de R-AT; previene la reactividad astrocitaria inducida por la exposicion repetida a
anfetamina en CPF. Considerando la interrelacion existente entre astrogliosis y respuestas
inflamatorias, nuestros resultados refuerzan el rol inflamatorio descripto para este receptor. En este

sentido, se ha descripto que la expresion aumentada de R-AT; seria responsable de la disminucion
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en la viabilidad celular y el aumento de TNF-a y lactato deshidrogenasa, en cultivos astrocitarios
bajo condiciones de hipoxia (Danielyan y col., 2007). Asimismo, la administracion de Angll a
cultivos de astrocitos, promueve un aumento en la expresion y secrecion de IL-6, via activacion de
R-AT1/ NFx-B/ ROS (Gowrisankar y col., 2016). Si bien este tipo celular es la principal fuente
cerebral de angiotensindgeno, existen controversias en relacion a la expresion de R-AT; en
astrocitos en condiciones basales. Sin embargo, las evidencias muestran que hay un aumento de la
expresion de R-AT; en astrocitos asociado a eventos inflamatorios (de Kloet y col., 2015). Estos
efectos también se evidencian luego de una injuria local, donde el aumento en la expresion de los R-
AT, astrocitarios estaria relacionado con su rol activo en la regulacion de la infiltracion de
leucocitos (Fuchtbauer y col., 2011). Ademaés, en condiciones de inflamacion cronica, estos
receptores promueven la liberacion de mediadores que favorecen la infiltracion y activacion de
células inflamatorias (Lanz y col., 2010). Mas aln, se ha reportado que la administracion periférica
de LPS aumenta la expresion de GFAP y de citoquinas pro-inflamatorias a nivel de CPF. En estas
condiciones, el bloqueo de R-AT; disminuye la inflamacion de esta area, evidenciado en la
disminucion de los niveles locales de TNF-a IL-6 e IL1-f (Benicky y col., 2011; De Geyter y col.,
2012). Cabe destacar que la activacion de R-AT; puede tener un efecto indirecto sobre la
reactividad astrocitaria, como consecuencia de su rol estimulatorio en microglia (Benicky y col.,
2011; Rodriguez-Perez y col., 2016).

Memoria de trabajo y corteza prefrontal

La memoria de trabajo implica la retencion de informacion por cortos periodos de tiempo, lo que
permite el planeamiento y el desarrollo del comportamiento durante su ejecucién (Arnsten, 1998;
Cowan, 2008). Este tipo de memoria se regula a nivel de CPF, un area encargada de guiar la
atencion, impulsividad, flexibilidad mental y ejecucion de movimientos (Arnsten, 2006).
Particularmente, la subdivision pre-limbica se ha identificado como un area esencial para esta
actividad (Riga y col., 2014). En el presente estudio, los resultados obtenidos en las dos tareas de
memoria de trabajo evaluadas, laberinto en “Y” y campo perforado, permiten identificar un déficit
en la memoria de trabajo en los animales expuestos al psicoestimulante. De este modo, observamos
que las alteraciones vasculares y astrocitarias en CPF estdn acompafiadas de un déficit en la
memoria de trabajo. Si bien hay un amplio numero de cambios estructurales y funcionales
descriptos a nivel de esta area inducidos por psicoestimulantes, las evidencias convergen en los
efectos deletéreos sobre la memoria de trabajo como consecuencia de un régimen de
sensibilizacion. La disminucién en la neurotransmision glutamatérgica y dopaminérgica en CPF,

que acompafia al desarrollo de sensibilizacion, estaria relacionado con la hipo-funcionalidad de esta
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region (Leey col., 2011; Lu y col., 2010; Mizoguchi y col., 2011). Esta idea se ve fortalecida por las
alteraciones en la actividad eléctrica neuronal, particularmente a nivel de las ondas gamma, en
animales sensibilizados a psicoestimulantes (Janetsian y col., 2015). Estas ondas, que son clave
durante la ejecucidn de tareas que implican memoria de trabajo, se ven modificadas a largo plazo
luego del tratamiento con metanfetamina y se relacionan de manera directa con el déficit atencional
observado durante la abstinencia (Janetsian y col., 2015). Méas aun, los déficits observados en el
laberinto en “Y”, luego de la sensibilizacion a anfetamina, se relacionan con alteraciones
estructurales de oligodendrocitos en CPF y aumento en los niveles cerebrales de TNF-a y
peroxidacion lipidica (EI-Sayed EI-Sisi y col., 2016; Yang y col., 2011). El tratamiento con anti-
inflamatorios no-esteroideos previene el aumento de estas citoquinas pro-inflamatorias, al mismo
tiempo que revierte el déficit cognitivo inducido por anfetamina (El-Sayed EI-Sisi y col., 2016).

En el presente trabajo, el bloqueo de R-AT; previno la disfuncién cognitiva, al mismo tiempo
que las alteraciones estructurales de CPF, inducidas por el psicoestimulante. En concordancia con
nuestros resultados, otros autores mostraron que el tratamiento con bloqueante de R-AT; previene el
desarrollo de disfuncion cognitiva inducida por anfetamina, cuando se evalla inmediatamente
después del tratamiento (de Souza Gomes y col., 2015). El efecto protector del bloqueo de R-AT;
también se observo en el desarrollo de déficit cognitivo, en un modelo de hipertension inducido por
administracion continua de Angll, asi como también en otros modelos de hipertension arterial
(Inaba y col., 2009; Mogi y col., 2007; Pelisch y col., 2011; Sharma y col.). Las acciones de Angll
estarian relacionadas con eventos de estrés oxidativo y desregulacion del flujo sanguineo cerebral y
no con su efecto hipertensor, ya que la disminucion de la presion arterial con vasodilatadores no
tiene efecto alguno sobre el desempefio cognitivo (Inaba y col., 2009). Estos mismos eventos, a
nivel de CPu y en relacion con la actividad dopaminérgica, mediarian la participacion de Angll en
el déficit cognitivo que acompafia al envejecimiento (Labandeira-Garcia y col., 2011; Villar-Cheda
y col., 2014).

Como se menciond anteriormente, el déficit cognitivo observado en consumidores de
psicoestimulantes se relaciona con una hipo-funcionalidad cortical (Downey y col., 2014; Ornstein y
col., 2000; Sofuoglu, 2010). De la misma manera, la asociacion disfuncion cortical/déficit de
memoria de trabajo se ha establecido para otras patologias. En el caso de la esquizofrenia, la
disfuncion cognitiva se relaciona con la hipo-frontalidad de los pacientes, observada como menor
consumo de oxi-hemoglobina (Kinou y col., 2013). De manera similar, en pacientes de edad
avanzada con demencia vascular o demencia post-aneurisma, la atrofia neuronal a nivel cortical se
relaciona con un mal desempefio en tareas cognitivas (Foster y col., 2014). La relacion entre la
disfuncion de CPF y el déficit en memoria de trabajo es también evidente en etapas tempranas de la

hipertension arterial (pacientes entre 20-60 afos) (Grant y col.,, 2015). Estos resultados se
97



Discusion-Corteza prefrontal
correlacionan con los obtenidos en animales SHR, donde se evidencian cambios en los niveles de
los neurotransmisores junto con una disminucion de la actividad cortical y déficit cognitivo
(Meneses y col., 2011; Mook y col., 1994). Es importante destacar que, el uso de esta cepa de
roedores, estd validado para el estudio del trastorno de hiperactividad con déficit de atencién
(ADHD), una patologia compleja que cursa con déficit cognitivo e hipo-funcionalidad cortical
(Oades y col., 2005; Paule y col., 2000).

Por ultimo, el efecto de los desafios, durante la ejecucion de los test de memoria de trabajo, se
explica por la disfuncion cortical inducida por el psicoestimulante. Frente a ambos desafios, se
observO una mejora en el desempefio en aquellos animales con déficit basal inducido por
anfetamina. Es ampliamente reconocido el rol regulatorio que ejercen las catecolaminas sobre la
actividad de CPF. Esta idea surge inicialmente por el déficit atencional, que se observa de manera
similar en animales con lesion o deplecion local de catecolaminas a nivel de CPF (Brozoski y col.,
1979). Actualmente, se conoce que NA y DA son los principales moduladores de la actividad
cortical, presentando una relacion en U invertida entre los niveles de estos neurotransmisores y el
desempefio en tests de memoria de trabajo (Arnsten, 1998, 2006; Riga y col., 2014). Bajo este
concepto, niveles bajos de NA y DA en condiciones basales, como los observados durante la
abstinencia a psicoestimulantes, estarian directamente relacionados con disfunciones corticales.
Mientras que, a dosis intermedias, se observaria una mejora en tareas de atencion como
consecuencia del aumento transitorio en los niveles de catecolaminas (Arnsten, 1998).
Particularmente, en condiciones de déficit cortical, dosis bajas de psicoestimulantes tendrian un
efecto positivo sobre su actividad, y por lo tanto, mejoraria la respuesta en test de memoria de
trabajo. Del mismo modo, los resultados obtenidos en ex-consumidores de metanfetamina, indican
que una mejora en la memoria de trabajo, frente a dosis bajas y agudas de metanfetamina, s6lo es
evidente en aquellos individuos que presentan un mal desempefio atencional en condiciones basales
(Mahoney y col., 2011). En el mismo sentido, la administracién aguda de dosis bajas de anfetamina
mejora el déficit atencional en SHR (Meneses y col., 2011; Mook y col., 1994; Paule y col., 2000).
Estas acciones presentan un correlato clinico, ya que anfetamina y su derivado, metilfenidato, son
utilizados actualmente para el tratamiento de ADHD por sus propiedades estimulantes sobre la
actividad cortical, via aumento local de catecolaminas (Arnsten, 2006; Oades y col., 2005).
Asimismo, los resultados obtenidos con Des. Frio implicarian un mecanismo similar, ya que este
estimulo activa el sistema nervioso simpético y otros centros noradrenérgicos, entre los que se
destaca el LC (Yuan y col., 2002). Este nucleo es el principal centro de proyecciones
noradrenérgicas hacia estructuras corticales y regula la actividad de CPF de manera directa, e
indirecta a través de la estimulacion local de DA (Arnsten, 1998, 2006; Heidbreder y col., 2003).

Nuestros resultados estan en concordancia con otros trabajos que muestran un mejor desempefio en
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tests de memoria de trabajo, luego de la exposicion a frio, tanto en animales de experimentacion

como en humanos (Duncko y col., 2009; Porcelli y col., 2008; Zheng y col., 2008).

Anfetamina y neuroinflamacion. Rol de receptores AT,

La neuroinflamacion es un proceso que implica el aumento de mediadores pro-inflamatorios,
activacion de microglia y astroglia, y el advenimiento de un circulo vicioso de activacion que
acompafa a la neurodegeneracion (O'Callaghan y col., 2008). Eventos similares tendrian lugar en la
neurotoxicidad inducida por drogas de abuso y, para el caso particular de anfetamina y
metanfetamina, se propone que los efectos deletéreos serian a consecuencia del aumento en la
liberacion de dopamina y glutamato (Cunha-Oliveira y col., 2008; O'Callaghan y col., 2008;
Yamamoto y col., 2010). Por un lado, la dopamina es facilmente oxidada por mecanismos
enzimaticos y no-enzimaticos (auto-oxidacion) que lleva al aumento de H,O,, superdxido y
radicales hidroxilos (Cunha-Oliveira y col., 2008; O'Callaghan y col., 2008; Yamamoto y col., 2010;
Yamamoto y col., 2008a). De este modo, cambios en el metabolismo dopaminérgico serian
desencadenantes de estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, estrés del reticulo endoplasmico y
activacion de microglia (Cunha-Oliveira y col., 2008; Go y col., 2016; Yamamoto y col., 2010). Por
otro lado, el rol deletéreo de glutamato se relaciona con eventos de excitotoxicidad, que
contribuirian en la activacion de astrocitos y al estrés oxidativo y mitocondrial (Cunha-Oliveira y
col., 2008; Yamamoto y col., 2010). Considerando que la neurotoxicidad de sustancias tipo
anfetamina implica alteraciones metabdlicas, aumento del estrés oxidativo y respuestas
inflamatorias, varios autores sostienen que estos cambios pueden incluirse en un marco de
neuroinflamacion, similar a lo que ocurre con las enfermedades neurodegenerativas (Cunha-
Oliveiray col., 2008; Downey y col., 2014; Yamamoto y col., 2010) .

A nivel neuronal, el efecto pro-inflamatorio y deletéreo mediado por R-ATy, esta relacionado con
maultiples mecanismos intracelulares. La administracion de Angll a cultivos de neuronas con
fenotipo catecolaminérgico, promueve apoptosis por un desbalance de los mediadores pro- y anti-
inflamatorios, estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial (por actividad de NADPH oxidasa y
produccién de superoxido, respectivamente) (Agarwal y col., 2013; Case y col., 2013; Li y col.,
2013; Ou y col., 2016; Zhao y col., 2015). Estos efectos deletéreos se han identificado localmente
en neuronas dopamineérgicas estriatales en modelos animales de parkinsonismo, que implican
neurodegeneracion y neuroinflamacion por administracion de toxinas (Grammatopoulos y col.,
2007; Labandeira-Garcia y col., 2014; Labandeira-Garcia y col., 2012). En este sentido Angll
potencia y media estos eventos toxicos, via activacion de R-AT;, incrementando la actividad de

NADPH oxidasa, produccion de ROS, peroxidacion proteica y lipidica, produccion de citoquinas
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pro-inflamatorias, reactividad glial y desbalance del metabolismo del hierro (Dominguez-Meijide y
col., 2017; Labandeira-Garcia y col., 2014). Estos efectos representarian mecanismos comunes
mediante los cuales los R-AT; participan en la neuroinflamacion en diversas patologias
neurodegenerativas a nivel cortical (Benicky y col., 2011; Labandeira-Garcia y col., 2014; Ongali y
col., 2014; Takeda y col., 2009; Yamamoto y col., 2008b).

Considerando las evidencias discutidas a lo largo de esta seccidn, la alteracion observada en la
red microvascular y en la reactividad astrocitaria, soportan la ocurrencia de eventos inflamatorios a
nivel de CPF por exposicion repetida a anfetamina. Estos cambios acompafiarian la disfuncién
cortical, descripta por otros autores e identificada en el presente trabajo como un déficit en tareas de
memoria de trabajo. Dado que el bloqueo de R-AT; previno el desarrollo de los cambios vasculares,
astrocitarios y conductuales inducidos por el psicoestimulante, nuestros resultados corroboran el
efecto pro-inflamatorio descripto para estos receptores y sustentan su rol clave en el desarrollo de

procesos inflamatorios en CPF, inducidos por administracién repetida de anfetamina.

100



Discusion-Hipocampo y amigdala basolateral

Alteraciones estructurales y funcionales inducidas por anfetamina en amigdala

basolateral e hipocampo. Rol de receptores AT,

Memoria a largo plazo. Regulacion catecolaminérgica

La conducta refleja las experiencias aprendidas a lo largo del tiempo a través de los procesos
secuenciales de adquisicion, consolidacion y evocacion, que dan lugar a la formacion de memorias
a largo plazo. Este tipo de memoria implica la asociacion y la organizacion de una nueva
experiencia con aquellas previamente adquiridas. La consolidacion es el fenémeno por el cual la
asociacion se traslada desde un estado labil a uno estable (traza de memoria), por medio de cambios
fisiolégicos, moleculares y estructurales. Esta etapa se caracteriza por presentar una ventana
temporal durante la cual la informacion puede ser modificada con facilidad. De este modo, es
posible potenciar o interferir la generacién de una memoria a largo plazo dentro de un periodo que
abarca desde los primeros minutos hasta 6hs después de la adquisicion (Abel y col., 2001; Dudali,
2004; McGaugh, 2000). Inicialmente se postulé que la consolidacion de una memoria involucra la
representacion contextual a nivel de las redes hipocampo-corticales y, en el caso de memorias
emocionales, se acompafia por el procesamiento de la asociacién contexto-estimulo aversivo a nivel
de la ABL (Dudai, 2002, 2004; Sah y col., 2003; Tronson y col., 2012). Actualmente, se acepta que
para la formacion de este tipo de memoria, se establece un patron de actividad sincronizado en el
espacio y el tiempo, en una red neuronal compleja, caracteristica de cada asociacién (Bruel-
Jungerman y col., 2007; Dudai, 2002).

El estado emocional del individuo juega un rol importante en los eventos que tienen lugar
durante la generacién de una memoria a largo plazo. En este sentido, cuando el estimulo tiene
valencia emocional, la informacion es procesada de manera mas eficiente por la accién moduladora
de las catecolaminas (Gupta, 2009; Paz y col., 2013b). Actualmente, la teoria que incluye a la
neurotransmision catecolaminérgica en los cambios plasticos que acomparian la formacion de trazas
de memoria, se conoce como neoplasticidad hebbiana (Johansen y col., 2011; Lisman y col., 2011).
Tanto a nivel de HPC como de ABL se han identificado proyecciones dopaminérgicas desde
estructuras limbicas, e inervacion noradrenérgica desde LC (Abraham y col., 2014; Lemon y col.,
2009; Roozendaal y col., 1999; Thierry y col., 2000; Wise, 2004). La accion final de esta
neurotransmision es compleja cuando se considera el tipo de receptor, su cascada de sefializacion y
la experiencia conductual evaluada (Abraham y col., 2014; Gelinas y col., 2008; Wise, 2004). En
lineas generales, se considera que las drogas o eventos que movilizan al sistema catecolaminérgico,
tienen un efecto facilitador en dosis moderadas, o interferente en dosis elevadas, sobre la
consolidacién de una memoria a largo plazo (lzquierdo y col., 1997).
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Alteraciones estructurales inducidas por anfetamina

Numerosas evidencias sefialan la ocurrencia de cambios en la vasculatura y la glia en ABL e
HPC, que acompafan el desarrollo de diversas patologias y que, a su vez, involucran alteraciones
funcionales de las mismas. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la
administracion repetida a anfetamina no produce alteraciones en la red vascular de ABL e HPC.
Ademas, bajo este esquema experimental, tampoco se evidenciaron cambios basales en la
reactividad glial de estas estructuras. En linea con nuestras evidencias, otros autores han descripto
que la exposicion a anfetamina produce un aumento en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias
en corteza y CPu, sin cambios a nivel hipocampal (Valvassori y col., 2015). Mientras que, los
resultados obtenidos con tratamiento repetido con metanfetamina, muestran alteraciones
dopaminérgicas en corteza sin cambios en HPC (Lu y col., 2010). Asimismo, en un régimen de
toxicidad con anfetamina, se observd degeneracion de terminales dopaminérgicas en CPu sin
pérdida de aferencias serotoninérgicas en HPC (Belcher y col., 2005). Las diferencias regionales
observadas podrian explicarse por la menor inervacion catecolaminérgica de ABL e HPC, en
comparacion con CPF y CPu (Belcher y col., 2005; Lu y col., 2010; Richtand y col., 1995; Thierry y
col., 2000; Valvassori y col., 2015). Es asi que el efecto neurotoxico de los psicoestimulantes en
estas areas sélo se identifica en condiciones de ruptura de la BHE, producto de la administracion de
dosis tdéxicas (Bowyer y col., 2008). A nivel hipocampal, las alteraciones estructurales en la
vasculatura y la glia se identifican en modelos animales de diabetes, envejecimiento y Alzheimer,
en paralelo con déficit en la memoria a corto plazo (Beauquis y col., 2010a; Beauquis y col., 2010b;
Beauquis y col., 2014; Saravia y col., 2007; Saravia y col., 2006).

Como se mencion6 anteriormente, nuestros resultados destacan la especificidad de este tipo de
protocolo experimental para identificar la toxicidad region-especifica, que acompafa el fendmeno
de sensibilizacién a anfetamina (Ellison y col., 1993). Es asi que ABL evidencia una mayor
susceptibilidad a la reactividad astrocitaria, dado que ésta so6lo se manifiesta ante una nueva
exposicion a la droga; similar a lo observado en CPF infralimbica. En la depresion, la ansiedad y
otros trastornos emocionales, se identifican cambios estructurales, asociados a alteraciones
volumétricas, en ABL (Boccardi y col., 2011; Gosselin y col., 2009; Leventopoulos y col., 2007;
Rubinow y col., 2016).

Alteraciones funcionales inducidas por anfetamina. Rol de receptores AT,

Los cambios plasticos inducidos por psicoestimulantes involucran la participacion activa de ABL

e HPC, las cuales son areas que cumplen un rol fundamental en el proceso de aprendizaje que
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acomparia al fenomeno de sensibilizacion (Kelley, 2004; Lodge y col., 2008; Rademacher y col.,
2010). Al mismo tiempo, como consecuencia de la exposicion a drogas, o0 a estimulos nocivos, se
evidencian modificaciones funcionales persistentes en estas areas, sin cambios estructurales de glia
o0 vasculatura (Hoffman y col., 2017; Kelley, 2004). El resultado electrofisiol6gico, obtenido en el
presente trabajo, concuerda con estas evidencias dado que indica una alteracién funcional en
condiciones basales a nivel del GD de HPC, luego de la administracion repetida a anfetamina. En
este sentido, observamos una disminucion en el umbral de estimulacion eléctrica necesario para la
induccion de LTP. Esto se interpreta como un aumento en la sensibilidad neuronal en HPC frente a
futuros desafios, resultando en la potenciacion de la respuesta evocada. Considerando que las vias
dopaminérgicas inervan las estructuras hipocampales, éstas podrian estar implicadas en el cambio
funcional inducido por anfetamina en esta estructura. En este sentido, un fendmeno similar en el
umbral de activacion en HPC, se identifica cuando se realiza un tratamiento con agonistas
dopaminérgicos o luego de la exposicion repetida a cocaina (Gabach y col., 2013; Perez y col.,
2010; Roggenhofer y col., 2013). Asimismo, la ocurrencia de LTP durante el proceso de
consolidacién estaria modulada por activacion de receptores D1, a través de una conexion
bidireccional con estructuras limbicas en etapas tempranas y tardias de dicho proceso (lzquierdo y
col., 2006; Lemon y col., 2006, 2012). En el mismo sentido, se ha descripto que la exposicion aguda
o0 repetida a anfetamina, modifica diferencialmente la transmision inhibitoria y excitatoria en el
circuito ABL-CPF (Tse y col., 2011). Estas evidencias muestran que no existen diferencias basales
en su conectividad, luego del tratamiento repetido con el psicoestimulante. Sin embargo, las
alteraciones en este circuito se observan como una modificacion en la sensibilidad a un estimulo
necesario para evocar respuestas y, ademas, como una resistencia al efecto agudo de anfetamina o
agonistas dopaminérgicos (Tse y col., 2011).

Nuestros resultados indican que el bloqueo de R-AT; previene el cambio funcional inducido por
exposicion repetida a anfetamina, en GD de HPC. La prevencion del cambio, por bloqueo de estos
receptores, podria deberse a su efecto modulador sobre la actividad dopaminérgica. En este sentido,
se conoce que Angll interviene en respuestas conductuales mediadas por dopamina via activacion
de R-AT; (Brown y col., 1996; Mendelsohn y col., 1993). Ademas, un amplio nimero de evidencias
resaltan que los efectos observados en procesos cognitivos por estimulacion con Angll, dependen
de manera directa de la integridad del sistema dopaminérgico (Winnicka, 1998; Winnicka y col.,
1997a; Winnicka y col., 1997b). Sin embargo, el rol de Angll en tareas cognitivas es controversial y
deben ser considerados dentro del marco experimental en el que se evalta su funcion. Mientras
algunos grupos sefialan efectos estimulantes sobre la generacion de una traza de memoria, otros
autores refieren un efecto inhibitorio sobre la actividad eléctrica neuronal en HPC y ABL (Gard,

2002; Wright y col., 2013; Wright y col., 2008).
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En resumen, los resultados del presente trabajo indican que, la exposicion repetida a anfetamina,
promueve cambios funcionales a nivel hipocampal que involucran la participacion de R-ATy, en
ausencia de cambios estructurales en HPC y ABL. Sin embargo, queda por analizar si estos cambios
funcionales tienen consecuencias conductuales cuando se evalia una memoria a largo plazo. En los

préximos apartados se abordaran los resultados obtenidos en relacion a este interrogante.

Evitacion inhibitoria. Interferencia por exposicién a un desafio

La evitacion inhibitoria es un acercamiento experimental que permite el estudio del fendmeno de
consolidacién, donde el tiempo de permanencia en el compartimiento claro durante la sesion de
testeo (Latencia 2), es un indicador del aprendizaje adquirido (lIzquierdo y col., 2006; Izquierdo y
col., 1997). En esta prueba conductual la asociacion es inmediata y la consolidacion de esta
memoria depende de la actividad de areas corticales, hipocampales y extra-hipocampales, entre las
que se encuentra ABL (lzquierdo y col., 2006). Se selecciond el protocolo de 3 shocks eléctricos de
0.5mA, que genera una traza de memoria estable que puede ser evocada 24hs después y se expresa
como mayor Latencia 2. Concomitante con esta conducta, se observé aumento en la expresion del
factor de transcripcion c-Fos en CPF, ABL e HPC; lo que se interpreta como la activacion de estas
areas al momento del test. La inmunomarcacion del factor de transcripcion de genes de expresion
temprana, c-Fos, es una de las herramientas mas utilizadas para el analisis del patron de activacién
neuronal en proceso (Herdegen y col., 1998; Morgan y col., 1991). Este factor heterodimeriza con
proteinas de la familia Jun para formar el complejo AP-1 y dirigir la transcripcion génica, en
respuesta a maltiples estimulos fisiolégicos y patolégicos (Alberini, 2009). La expresion de c-Fos
se observa luego de estimulacion sensorial, eléctrica o epileptogénica, y es considerado indicador de
actividad neuronal y no de plasticidad sinaptica (Alberini, 2009). En este sentido, se ha descripto un
patrén temporal en sus niveles de expresion en CPF e HPC, observado como un aumento de c-Fos,
90min luego de un condicionamiento contextual, que regresa a sus niveles basales a las 8hs (Barry y
col., 2017). Estas evidencias soportan su rol como indicador de la actividad neuronal que ocurre al
momento de la evocacion de la memoria durante la sesion de test, independientemente de los
eventos que tienen lugar durante el condicionamiento. Nuestros resultados estan en concordancia
con lo descripto para memorias de miedo, donde se observa aumento en la expresion de c-Fos en
ABL, CPF y sub-regiones de HPC, indicando la activacion de éstas areas al momento de la
expresion de la memoria a largo plazo (Fukushima y col., 2014; Goshen y col., 2011). Estos
resultados condicen con el déficit en la expresion de memorias de miedo, observado luego de la

inactivacién farmacoldgica de ABL y CPF (Stevenson, 2011).
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Anfetamina produce alteraciones en procesos cognitivos; sin embargo considerando las multiples
conexiones involucradas en la generacion de memorias, resulta complejo encontrar un patron que
permita predecir los efectos de este psicoestimulante. Las discrepancias en los resultados obtenidos
en memoria a largo plazo pueden atribuirse a los protocolos experimentales utilizados (multiples
sesiones de entrenamiento con administracion repetida del psicoestimulante), ruta de administracion
de la droga, cepa de roedores (ya que también difieren en su respuesta a estrés, anfetamina o
dopamina) o tipo de test conductual (memorias de miedo o asociadas a estimulo reforzante) (Brown
y col., 2000; Cestari y col., 1992; Fenu y col., 2003; Holahan y col., 2005; Kaminsky y col., 2001;
Kehayov y col., 1989; Leri y col., 2013; Nelson y col., 2006; Schwienbacher y col., 2005; Simon y
col., 2006). Por ejemplo, se considera que el efecto estimulante post-entrenamiento de anfetamina,
para el caso de un condicionamiento pavloviano, estaria relacionado con la participacion de este
tipo de aprendizaje en el desarrollo de la adiccion (Blaiss y col., 2007; Simon y col., 2006). En
lineas generales se propone que, en memorias no-reforzantes, la administracion del
psicoestimulante luego del entrenamiento tendria un efecto en U sobre el fenémeno de
consolidacién; donde dosis intermedias del psicoestimulante interfieren, mientras que dosis bajas o
altas mejoran, dicho proceso (Cabib y col., 1997; Seliger, 1975, 1977). En el presente trabajo, el test
conductual seleccionado nos permitio evaluar un tipo de memoria clasica con etapas claramente
identificables; donde se utilizd la exposicion a un desafio post-entrenamiento para evaluar los
efectos en el proceso activo de consolidacion y excluir efectos interferentes de la droga en la
adquisicion de la memoria (McGaugh, 1973). De este modo, nuestro protocolo permite identificar
un efecto interferente de Des. Anfetamina en la consolidacion de una memoria de evitacion
inhibitoria. Cabe destacar que el desafio sélo tiene efecto frente a un shock de alta intensidad,
resaltando la especificidad del fendmeno interferente. Del mismo modo, otros autores han reportado
un déficit en memoria a largo plazo, por anfetamina post- entrenamiento, en la tarea de evitacion
inhibitoria, evitacion por discriminacion e inhibicion por pre-pulso (tarea que depende de manera
directa de la actividad dopaminérgica) (Cabib y col., 1997; Crabbe y col., 1975; Haycock y col.,
1977; James, 1975; Sanday y col., 2013; Seliger, 1977; van den Buuse y col., 2005). Ademas,
efectos interferentes similares se han observado por administracién aguda de cocaina, estrés o
agonistas dopaminérgicos, y, en todos los casos, el efecto se ha prevenido por antagonistas de
dopamina (Cabib y col., 1997; Castellano y col., 1991; Cestari y col., 1992; Kovacs y col., 1978;
Puglisi-Allegra y col., 1994). El blogueo de R-AT;, despues del entrenamiento y previo a la
administracion del Des. Anfetamina, indujo una reversién parcial del efecto agudo de la droga,
indicando un rol para estos receptores en el efecto interferente del psicoestimulante. Estos
resultados podrian ser explicados como consecuencia del rol modulador de R-AT; en la

neurotransmision dopaminérgica en condiciones tonicas y evocadas (Brown y col., 1996; Dwoskin y
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col., 1992; Jenkins y col., 1997; Mendelsohn y col., 1993; Narayanaswami y col., 2013; Simonnet y
col., 1979). En el mismo sentido, otros autores observaron que el efecto interferente de anfetamina
y de agonistas dopaminérgicos, en la tarea de inhibicion por pre-pulso no se evidencia en ratones
transgénicos con baja expresion de ECA (van den Buuse y col., 2005).

Por ultimo, observamos que la exposicion a Des. Frio, luego del entrenamiento, tiene un efecto
interferente sobre la consolidacién de la tarea de evitacion inhibitoria, al igual que lo observado
para Des. Anfetamina. Resultados similares se observaron en la memoria espacial, evaluada en el
laberinto de agua de Morris a temperaturas bajas, y en la tarea de evitacion inhibitoria, cuando la
exposicion a frio se combind con estrés por inmovilizacion (Klenerova y col., 2003a; Klenerova y
col., 2003b; Panakhova y col., 1984; Tchekalarova y col., 1998). Los efectos observados en el
presente trabajo deben ser analizados en el marco del efecto selectivo de Des. Frio en la
estimulacion simpatica y del SRA. Noradrenalina es un reconocido modulador de la consolidacion
de memorias de miedo por su accion a nivel de ABL y la consiguiente regulacion indirecta de la
actividad hipocampal (Mclintyre y col., 2003; Roozendaal y col., 1999). Las evidencias indican que
el aumento en su liberacion en ABL es proporcional a la intensidad del shock recibido y que su
actividad es necesaria para la consolidacion de una memoria de miedo (Ferry y col., 1999; McCarty
y col., 1981). En condiciones de estrés, la adrenalina plasmatica liberada estimularia de manera
directa al nlcleo del tracto solitario, e indirectamente al LC, aumentando la liberacion de
noradrenalina en ABL (Ferry y col., 1999; McGaugh y col., 2002). Este aumento explica el efecto
potenciador del estrés sobre la consolidacion de memorias a largo plazo (Ferry y col., 1999;
Schwabe y col., 2012). Aunque se ha observado que el estrés puede interferir con la generacion de
una memoria a largo plazo en tareas de evitacion inhibitoria (Cabib y col., 1997; Raghavendra y
col., 1999). Estas evidencias controversiales se explicarian por el nivel de adrenalina plasmatica
alcanzado en cada situacion (Ferry y col., 1999; McCarty y col., 1981). En el mismo sentido, dosis
elevadas de corticotropina, glucocorticoides, vasopresina, noradrenalina y adrenalina interfieren con
la consolidacion de la memoria a largo plazo (lzquierdo y col., 1997). En relaciéon al SRA, se
observo que el bloqueo de R-AT; previene el efecto interferente en la consolidacion del estrés por
inmovilizacion (Raghavendra y col., 1999). En paralelo, diversos estudios mostraron el efecto
interferente de Angll, via R-ATj, en la consolidacion de la memoria, cuando se administra a nivel
central inmediatamente después del condicionamiento; similares a los obtenidos con la
administracion intracerebroventricular de renina (de Souza y col., 2004; DeNoble y col., 1991;
Koller y col., 1979; Lee y col., 1995b; Morgan y col., 1977; Raghavendra y col., 1999). En
conjunto, estas evidencias indican que la activacion simpatica con estimulacion del SRA, descripta
para Des. Frio, podria estar mediando el efecto interferente que éste presenta en la consolidacion de

una memoria de miedo.
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Evitacion inhibitoria. Alteraciones inducidas por anfetamina y rol de receptores AT;

La administracion repetida de psicoestimulantes induce sensibilizacion conductual, un fenémeno
que implica cambios neuroquimicos a largo plazo, en areas cerebrales que conforman el sistema
limbico y que se expresa por exposicion a un desafio (Pierce y col., 1997; Vanderschuren y col.,
2000). El aumento de la actividad locomotora, a consecuencia de la exacerbacion dopaminérgica en
CPu y corteza evocada por el desafio, es ampliamente reconocido como la expresion conductual de
la sensibilizacion (Robinson y col., 1997, 2004; White y col., 1998). No obstante, las alteraciones en
la conectividad neuronal inducidas por anfetamina también se evidencian en areas involucradas en
procesos de memoria y aprendizaje. En el presente trabajo, la generacion de una memoria a largo
plazo no se altera, luego de la administracion repetida de anfetamina, en condiciones basales. En el
mismo sentido, otros autores encontraron que la administracion del psicoestimulante no modifica la
adquisicion de memorias espaciales o dependientes de la actividad conjunta de HPC-ABL (Eldred y
col., 2013; Ito y col., 2010; Kokkinidis, 1983). Al igual que ocurre en la sensibilizacién conductual,
nuestros resultados muestran que las alteraciones en la memoria a largo plazo sélo se evidencian
ante la exposicion a un desafio. En este sentido, el tratamiento con el psicoestimulante genera
resistencia al efecto interferente de ambos desafios. Esto ultimo puede interpretarse como la
expresion conductual de una alteracion funcional subyacente en circuitos involucrados en tareas de
memoria y aprendizaje. Este patron de resistencia a la interferencia se identifico también en otros
modelos experimentales que evalian la misma conducta. Por ejemplo, en el caso de estrés por
restriccion de comida se observa resistencia al efecto interferente de anfetamina y estrés por
inmovilizacion, mientras que el efecto amnésico de histamina no se observa en animales pre-
tratados con histamina (Ahmadi y col., 2010; Cabib y col., 1997). Se ha demostrado que estos
eventos descriptos involucran la neurotransmision dopaminérgica (Ahmadi y col., 2010; Cabib y
col., 1997). De manera similar, pero en tareas de toma de decisiones, la administracion repetida de
cocaina, genera resistencia al efecto interferente del psicoestimulante en esta conducta (Winstanley
y col., 2007).

En el presente trabajo, el analisis del patréon de activacién neuronal durante la sesion del test,
permite un acercamiento a las posibles alteraciones funcionales que subyacen a este efecto
resistente. En primer lugar, se observo que los animales controles que manifiestan el efecto
interferente a nivel conductual (menor latencia 2), presentan una menor actividad neuronal en CPF,
HPC y ABL. Estos resultados se complementan con lo descripto anteriormente, donde la activacion
de estas mismas areas se observa en aquellos animales expuestos al protocolo que genera traza de

memoria. En segundo lugar, se observo que la resistencia a la interferencia, en los animales tratados
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con el psicoestimulante a nivel conductual, condice con la activacion de CPF y ABL. Otros autores
han descripto que la exposicion repetida al psicoestimulante genera resistencia a la disrupcion de la
conexion ABL-CPF, por administracion aguda de anfetamina o agonistas dopaminérgicos, en
ausencia de cambios basales (Tse y col., 2011). Por ultimo, en el presente trabajo, los animales
tratados con anfetamina y expuestos a un desafio, mostraron una disminucion en el nimero de
neuronas activas a nivel hipocampal, pese a la latencia 2 elevada. Considerando los cambios
funcionales observados a nivel de GD del HPC por administracion repetida del psicoestimulante, se
interpreta que la ausencia en el incremento de neuronas activas en esta area podria ser explicada por
los niveles elevados de funcionalidad que estas neuronas presentan.

Finalmente, nuestros resultados indican que el bloqueo de R-AT; previno el desarrollo de los
cambios funcionales. Es asi que los animales que recibieron el pre-tratamiento con el ARBs
evidencian el efecto interferente de los desafios, concomitante con una disminucion en la activacion
neuronal en CPF, ABL e HPC. Cabe destacar que este grupo experimental (CV-Anf) no se
diferencia de su control en condiciones basales, en ninguno de los pardmetros evaluados. Estos
resultados condicen con trabajos previos de nuestro grupo que muestran la participacion de R-AT;
en los cambios neuroadaptativos, inducidos por anfetamina, a nivel del circuito de recompensa (Paz
y col., 2011; Paz y col., 2013a; Paz y col., 2014). Méas aun, nuestros resultados recientes extienden
el rol de los R-AT; a alteraciones inducidas por el psicoestimulante en areas fuera del sistema
limbico (Marchese y col., 2017; Occhieppo y col., 2017).

Los resultados obtenidos, y discutidos en esta seccidn, permiten identificar alteraciones
funcionales en &reas involucradas en el control de la memoria y el aprendizaje por exposicion
repetida a anfetamina. Estas alteraciones se evidencian a nivel funcional, en condiciones basales, y
se expresan conductualmente ante la exposicion a un desafio, en ausencia de cambios estructurales.
Las evidencias obtenidas en el presente trabajo soportan la participacion de los R-AT; en la
neuroadaptacion inducida por anfetamina, en este caso sobre los circuitos que procesan memorias a

largo plazo.
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Conclusion

El concepto de unidad neurovascular, desarrollado en las Gltimas décadas, plantea un nuevo
escenario en el estudio de patologias del SNC, en particular en aquellas que cursan con
neuroinflamacién. La actividad coordinada de neuronas, astrocitos y células endoteliales mantiene
la integridad y la homeostasis del microambiente cerebral. Esta interrelacion paracrina presenta
diferencias regionales que dependen del tipo de inervacion que reciben, densidad vascular que las

irriga e interaccion local de sus componentes.

En el campo de estudio de drogas de abuso, los principales efectos considerados han sido los
cambios neuroadaptativos involucrados en el desarrollo de adiccion. Los mismos, implican cambios
persistentes en la conectividad de areas encargadas del procesamiento de respuestas de recompensa.
Dentro de las drogas de abuso, las sustancias tipo anfetamina son el segundo grupo de drogas de
mayor consumo a nivel mundial y ejercen sus acciones a nivel de vias catecolaminérgicas. La
exposicion repetida a este tipo de sustancias, esta asociada con déficits neurofisioldgicos en el
domino de tareas ejecutivas y cognitivas. Mas aln, estos cambios se mantienen afios después de
discontinuado su uso y se relacionan con alteraciones neuropatoldgicas a nivel cortical. Al mismo
tiempo, su efecto sobre la vasculatura es particularmente importante, pudiendo afectar su integridad

de manera directa o indirecta.

En el presente trabajo de tesis se evidencia el aumento de marcadores pro-inflamatorios en la
microvasculatura cerebral, y se corrobora la ocurrencia de efectos deletéreos regionales, por
exposicion a dosis intermedias, no toxicas, de anfetamina. Se muestra un aumento en la expresion
de receptores AT, de angiotensina Il en microvasos cerebrales, involucrados en la susceptibilidad
de la respuesta de estrés celular a futuros estimulos vasoconstrictores, farmacoldgicos o fisiologico.
Al respecto, nuestros resultados ponen de manifiesto que las alteraciones inducidas por
psicoestimulantes también afectan futuras respuestas a estimulos ambientales. Por otro lado, las
diferencias regionales observadas para los efectos deletéreos de anfetamina, condicen con las
evidencias que proponen la susceptibilidad de areas corticales al desarrollo de eventos
neurodegenerativos. En este sentido, en CPF, la interaccion directa de terminales nerviosos con la
microvasculatura es particularmente elevada y altamente dependiente de la actividad
dopaminérgica, en comparacion con lo que se observa a nivel hipocampal. Ademas, es un area cuya
funcionalidad esta influenciada por el microambiente cerebral, en mayor medida que en otras areas,
y es la principal y primer estructura afectada en casos de alteraciones vasculares del SNC. Los
efectos deletéreos corticales inducidos por el psicoestimulante, se evidenciaron a nivel conductual
como déficit en la memoria de trabajo, en condiciones basales. Méas aun, los resultados obtenidos a
nivel hipocampal y de ABL, refuerzan la existencia de cambios regidn-especificos al no presentar

alteraciones estructurales ni conductuales en condiciones basales. Los cambios funcionales se
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evidenciaron ante un desafio, en concordancia con el fendmeno descripto para las

neuroadaptaciones inducidas por exposicion a psicoestimulantes.

El rol modulador del SRA cerebral, en diversas funciones del SNC, ha tomado relevancia en los
ultimos afios por estudios epidemioldgicos que resaltan los efectos neuroprotectores de los
bloqueantes de receptores de angiotensina Il. Este grupo farmacoldgico, ampliamente utilizado
como tratamiento para la hipertension arterial, ha sido relacionado con una menor incidencia de
trastornos neurodegenerativos y/o neuroinflamatorios, tales como depresion, Alzheimer, Parkinson,
esquizofrenia, hipertension arterial y envejecimiento. Estas evidencias dan lugar a numerosas lineas
de investigacion que relacionan el desarrollo de estos trastornos con el rol modulador de los
receptores AT, en la actividad catecolaminérgica, flujo sanguineo cerebro-vascular y respuestas
neuroinflamatorias. Nuestros resultados se suman y extienden este amplio cuerpo de evidencias,
identificando la participacion del receptor AT, en el desarrollo de respuestas neuroadaptativas y
vasculares inducidas por una noxa farmacoldgica como la anfetamina. Considerando las multiples
acciones de este receptor a nivel del SNC y la baja incidencia de efectos adversos e hipotensores (en
individuos normotensos) que presentan sus bloqueantes, los estudios mas recientes promueven
nuevos usos terapéuticos para este grupo farmacologico. El presente trabajo aporta evidencias de la
participacion de receptores AT; en las alteraciones regionales inflamatorias en la unidad
neurovascular, y sustenta su bloqueo como una potencial estrategia terapéutica en la prevencién del

desarrollo de patologias neuroinflamatorias.
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“No debemos olvidar que cuando se descubrio el
Radio nadie sabia que seria Util en los hospitales.
El trabajo era de ciencia pura. Esta es una
prueba de que el trabajo cientifico no debe ser
considerado desde el punto de vista de la utilidad
directa. Debe hacerse por si mismo, por la
belleza de la ciencia, y recién entonces porque
existe la posibilidad de que un descubrimiento
cientifico se convierta en un beneficio para la
humanidad”

Marie Curie (1921)




