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Resumen

La esquizofrenia es un desorden psiquidtrico crénico, desencadenado por la ocurrencia e interaccién de una
amplia variedad de factores de riesgo como alteraciones de diversos genes, infecciones prenatales, malnutricion
materna y consumo de drogas. En este sentido, el consumo de dosis elevadas de psicoestimulantes, como la d-
anfetamina, puede inducir estados de psicosis paranoide en individuos no esquizofrénicos y gatillar estos
sintomas en individuos esquizofrénicos tras su consumo en dosis bajas. De forma similar a lo observado en la
esquizofrenia, el consumo de anfetaminas se asocia frecuentemente con alteraciones en diversos dominios de la
memoria, como la memoria de trabajo y de corto plazo. Dada la similitud en las alteraciones comportamentales
inducidas por el consumo de anfetamina y la esquizofrenia, como asi también con otros fendmenos
neurobioldgicos asociados a esta patologia como la hiperreactividad dopaminérgica, alteraciones gliales y

vasculares; la exposicion a anfetamina en animales es utilizada como modelo preclinico de esquizofrenia.

A partir de su ubicuidad en el parénquima cerebral, el sistema renina-angiotensina cerebral regula un gran
numero de funciones cerebrales. Angiotensina II, el principal péptido activo de este sistema, modula la actividad
neuronal, glial y vascular; en gran medida a partir de su union a los receptores AT;. La activaciéon de estos
receptores altera la neurotransmision dopaminérgica, noradrenérgica, e induce efectos neuroinflamatorios y
troficos sobre la glia y la vasculatura cerebral. Dado que estos fendmenos son eventos claves para la generacion
de efectos deletéreos inducidos por anfetamina, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el rol de los
receptores AT, en las alteraciones conductuales, gliales y vasculares relacionadas con la exposicion repetida a

anfetamina y de relevancia en el estudio de la esquizofrenia.

Los resultados obtenidos indican que los receptores AT, participan en el desarrollo y mantenimiento de la
sensibilizacion conductual y neuroquimica a anfetamina. A su vez, el antagonismo de estos receptores
incrementd la recaptacion de dopamina en Caudado Putamen, un area cerebral clave para la generacion de
sensibilizacion. A su vez, se observd que los receptores AT, participan en el desarrollo y mantenimiento del
déficit de la memoria de trabajo inducido por la exposicién a anfetamina. En linea con estos hallazgos, se
observod que estos receptores participan en la generacion de estrés oxidativo, astrogliosis y microgliosis
inducidos por anfetamina en la corteza prefrontal prelimbica, la cudl es un area cerebral fundamental para la
generacion de la memoria de trabajo. El antagonismo de estos receptores indujo también fenémenos de

capilarizacion sobre la corteza prefrontal prelimbica.

Los resultados obtenidos evidencian un rol clave de los receptores AT, en el desarrollo y mantenimiento de
cambios neuroplasticos inducidos por la exposicion repetida a anfetamina que conducen a la sensibilizacion y al
deterioro de la memoria de trabajo. Estos receptores participan también en la induccion de alteraciones gliales y

vasculares en la corteza prefrontal inducidas por anfetamina.
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Abstract

Schizophrenia is a chronic psychiatric disorder triggered by the interaction of a wide range of risk factors such
as genetic alterations, prenatal infections, maternal malnutrition and drug use. Indeed, high-dose
psychostimulants exposure, such as d-amphetamine, can induce a state of paranoid psychosis in non-
schizophrenic individuals and trigger these symptoms in schizophrenic individuals after low-dose exposures. As
schizophrenia, amphetamine exposure is generally associated with deleterious effects on a variety of memory
domains, such as working memory and short-term memory. Similarities in behavioral alterations between
schizophrenia and amphetamine exposure, as well as other neurobiological phenomena such as dopaminergic
hyperresponsiveness, glial and vascular alterations, make amphetamine exposure a useful preclinical model of

schizophrenia.

The brain renin-angiotensin system regulates a wide range of brain functions. Angiotensin II, the main peptide
of the system, modulates neuronal, glial and vascular activity; mainly due to its binding to AT receptors. These
receptors modulate dopaminergic and noradrenergic neurotransmission and induce neuroinflammatory and
trophic effects on the glia and cerebral vasculature. Due to these phenomena are key events for the induction of
the deleterious effects of amphetamines, the present work aimed to evaluate the role of AT, receptors in
behavioral, glial and vascular alterations induced by repeated exposure to amphetamines that are relevant to the

study of schizophrenia.

The results showed that AT, receptors are involved in the development and maintenance of amphetamine-
induced behavioral and neurochemical sensitization. Furthermore, its antagonism increased dopamine reuptake
in Caudate Putamen, a brain area deeply involved amphetamines sensitization. Moreover, we observed that
these receptors are involved in the development and maintenance of working memory deficit induced by
amphetamine. In line with these findings, we observed that AT, receptors are involved in amphetamine-induced
oxidative stress, astrogliosis, and microgliosis in the prelimbic prefrontal cortex, which is a brain area deeply
involved with working memory performance. Antagonism of these receptors also induced capillarization in the

prelimbic prefrontal cortex.

The results of the present work show a key role of AT, receptors in the development and maintenance of
neuroplastic changes induced by repetitive amphetamine exposure that induce sensitization and working
memory deficits. In addition, these results suggest that AT, receptors are involved in amphetamine-induced glial

and vascular alterations in the prefrontal cortex.
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Introduccion

1 Enfermedades neuropsiquiatricas: un problema de la salud universal en

continuo crecimiento

La salud de los individuos se determina por tres dimensiones, altamente entrelazadas e interdependientes, que
incluyen el bienestar fisico, mental y social. Sin embargo, en la mayor parte del mundo los desérdenes mentales
son pobremente abordados, siendo largamente ignorados o negados '. Como resultado, existe un marcado
incremento de la carga de trastornos mentales desde 1990, el cual se estima que seguird en aumento los

proximos afios .

Las consecuencias de las enfermedades neuropsiquiatricas se diseminan en todas las dimensiones de la vida del
paciente. Este flagelo impacta en forma directa en la calidad de vida del enfermo a través de un gran numero de
sintomas e indirecta debido a la generacion de desempleo, exclusion y estigma. Estas enfermedades afectan a
una gran parte de la poblacion, estimandose que alrededor del 25% de la poblacion adulta sufre en algin

momento de la vida uno o mds trastornos psiquiatricos *.

Los trastornos mentales ocurren como resultado de procesos complejos que involucran la interaccion de
numerosos factores genéticos y ambientales. En consecuencia, la ectiopatologia de la mayoria de estas
enfermedades es pobremente entendida y las herramientas farmacologicas actualmente disponibles alivian s6lo

algunos sintomas >,
2 Esquizofrenia

La esquizofrenia (ESQ) es un desorden psiquiatrico cronico, de larga duracion y altamente debilitante. Se
desencadena como consecuencia de una amplia gama de factores de riesgo que interactuarian tempranamente en
el desarrollo, la nifiez y la adolescencia para finalmente generar la expresion de los sintomas psicéticos en la
edad adulta **. Esta patologia comprende un amplio espectro de manifestaciones clinicas y bioldgicas, cuyos
sintomas cardinales incluyen una profunda distorsién en el pensamiento, la percepcion, las emociones, el
lenguaje y el comportamiento. Es una enfermedad con una elevada prevalencia que afecta alrededor de 20

millones de personas a nivel mundial ©.
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La sintomatologia de la enfermedad se agrupa en 4 grandes clusteres, que incluyen los sintomas positivos,
negativos, alteraciones neurocognitivas y déficits en la cognicion social. Las alucinaciones y delirios forman
parte del claster de sintomas positivos, mientras que la anhedonia, amotivacion, asociabilidad, aplanamiento
afectivo son algunos de los sintomas negativos. A su vez, esta patologia se asocia con sintomas que afectan
multiples dominios cognitivos, alterando frecuentemente la memoria de trabajo, la memoria episddica y la
funcién ejecutiva entre otras. Los déficits en la cognicién social incluyen la alteracion en el entendimiento e
interpretacion de gestos, expresiones faciales asi como otros mecanismos verbales y no verbales de

comunicacion .

La sintomatologia de la ESQ es ampliamente variable, pudiendo manifestarse con predominio de sintomas
positivos, negativos o una sintomatologia mixta con diferentes matices entre los pacientes que la padecen. Este
trastorno es generalmente diagnosticado en la adultez temprana con el advenimiento del primer episodio
psicotico franco (alucinaciones y/o delirios). El periodo prodrémico ocurre durante la adolescencia y la nifiez,
con sintomas positivos generalmente ausentes pero con sintomas negativos y cognitivos prominentes. Luego del
primer episodio psicético, la remision de la enfermedad es rara y la mayoria de los pacientes padece episodios

psicoticos fluctuantes junto con sintomas negativos y cognitivos persistentes °.

Los intrincados patrones etiopatoldgicos y sintomatologicos asociados a la ESQ, hacen a esta patologia un
enigma no totalmente dilucidado hasta el presente. De hecho, mas de 100 afios después de su primera
descripcion por Kraepelin y otros psiquiatras, no existe actualmente una teoria que pueda explicar la totalidad de
sus caracteristicas fisiopatologicas y sus consiguientes sintomas. En este sentido, la ESQ seria resultado de la
interaccion a lo largo del neurodesarrollo de multiples factores genéticos y ambientales, que finalmente
desencadenarian el desbalance de numerosos sistemas de neurotransmision, llevando a la expresion de los

sintomas de la ESQ.

1 Esquizofrenia y vulnerabilidad genética

La valoracion de la contribucion genética a partir de estudios realizados en familias, hermanos gemelos y
adoptados muestra una alta heredabilidad de la ESQ . En este sentido, se han reportado tasas de heredabilidad
de alrededor del 80% en gemelos idénticos . A pesar de estos hallazgos, los diversos estudios de asociacion
genética arrojan resultados dispares, observandose asociacion con la ESQ en la mayoria de los 23 pares de
cromosomas y una poca reproducibilidad de la localizacion de los genes de interés hallados ”. Mas aln, es
frecuente la falta de asociacion entre genes candidatos y la localizacion cromosomal de regiones de interés .
Esta falta de replicabilidad puede deberse a diferentes causas como un tamafio de muestra inadecuado,
heterogeneidad genética, sesgos del reclutamiento y otros, pero puede también indicar que la vulnerabilidad

genética para el desarrollo de la ESQ no surge de la presencia de variaciones de unos cuantos genes, sino de

efectos aditivos o sinérgicos entre clusters especificos de genes .
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2 Esquizofrenia como enfermedad del neurodesarrollo

El modelo del neurodesarrollo postula que la expresion de la sintomatologia de la ESQ seria la consecuencia
final de multiples anomalias en el neurodesarrollo. Las mismas ocurririan tanto en etapas gestacionales, como
durante la nifiez y adolescencia °. Esta serie de eventos fisiopatologicos daria lugar a una génesis alterada de
espinas dendriticas durante la gestacion, junto con una excesiva apoptosis neuronal y poda sinaptica durante la
adolescencia, lo que finalmente llevaria a la pérdida de conectividad cerebral y sus consecuentes sintomas
psicoticos al inicio de la edad adulta 72, La ESQ se asocia con anomalias en el neurodesarrollo en numerosas
areas cerebrales, siendo la corteza prefrontal dorsolateral, el neoestriado y la formacién hipocampal, las mas
consistentemente implicadas en la fisiopatologia, tanto en estudios post-mortem como de neuroimagen >'°. De
esta forma, el desarrollo de la ESQ se ha vinculado con alargamiento ventricular, reduccion del volumen
cerebral (asociado a pérdida de elementos no neuronales), cambios en el grosor cortical, girificacion, déficits en

la migracidn neuronal y signos de pérdida de la conectividad neuronal entre otros .

Numerosos factores de riesgo prenatales y perinatales inducirian alteraciones en el neurodesarrollo
predisponentes de ESQ, sobre todo cuando estos factores se presentan durante el primer trimestre de embarazo.
Entre ellos, se encuentran las infecciones prenatales como influenza, toxoplasmosis, virus del herpes simple
tipo 2, rubéola y una variedad de infecciones bacterianas *''. Entre otras observaciones epidemiologicas que
sustentan esta hipotesis, se ha observado un incremento en las tasas de diagndstico por ESQ en individuos in
ttero al momento de la pandemia por influenza en 1918 (gripe espafiola) '2. A su vez, se ha reportado que los
hijos de madres con altos niveles de inmunoglobulinas contra el Toxoplasma gondii tienen un mayor riesgo de
sufrir ESQ, asi como los infantes que poseen niveles detectables de estos anticuerpos '*!*. Teniendo en cuenta la
diversidad en la etiologia infecciosa, el riesgo de sufrir ESQ probablemente se relacione con alteraciones ligadas
a la activacion inmune y no con mecanismos patogénicos especificos de cada microorganismo. En relacion con
el punto anterior, la estacion del afio en que se produce el nacimiento incidiria en el riesgo de sufrir ESQ, ya
que aquellos que nacen en invierno o a principios de la primavera presentan un mayor riesgo (observacion que
se asocia con la presencia de infecciones maternas) '°. A partir de estudios epidemioldgicos luego de hambrunas
en diversas poblaciones, se ha determinado que la malnutricién materna se asocia con un riesgo incrementado
de sufrir ESQ. En linea con esta aseveracion, se ha observado que aquellos hijos nacidos durante la hambruna
holandesa inducida por el bloqueo nazi de 1944 tenian un riesgo dos veces mayor de sufrir ESQ '"°. Este
resultado se ha replicado en otras poblaciones como en el caso hambrunas en poblaciones chinas . El estrés
psicosocial sufrido por madres que cursan el primer trimestre de embarazo aumentaria el riesgo de sufrir ESQ.
En este sentido, se ha reportado que eventos como la muerte o el diagndstico de una enfermedad grave de un

familiar incrementa el riesgo de sufrir la patologia en el hijo en gestacion '°.

Una amplia gama de
complicaciones obstétricas aumentarian el riesgo de sufrir ESQ, siendo algunos ejemplos el bajo peso al nacer,

la preeclampsia, la hipoxia perinatal y la incompatibilidad rhesus .

Durante la nifiez, se han propuesto varios factores de riesgo que podrian alterar el neurodesarrollo y que
posteriormente incrementarian el riesgo de sufrir enfermedades neuropsiquiatricas como la ESQ. En este

sentido, se ha observado un mayor riesgo de sufrir la patologia en niflos expuestos a estresores psicosociales
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como pérdidas parentales, interacciones materno-infantiles atipicas y abuso sexual °. También se ha sugerido
que factores de riesgo fisicos como traumatismos craneales podrian aumentar el riesgo de sufrir ESQ en la

adultez .

Durante la adolescencia y la adultez, existen numerosos factores que inciden en el desarrollo de ESQ entre
individuos de alto riesgo. El consumo de drogas como los psicoestimulantes (se detalla mas adelante en el
apartado de anfetaminas) y el cannabis son unos de los factores de riesgo asociados. Asi, numerosos estudios
reportan que la intoxicacion por cannabis gatilla la aparicion de episodios agudos de psicosis y empeora los
sintomas de individuos esquizofrénicos 7. Se ha observado una asociacion entre el desarrollo de ESQ y la
migracién con incrementos de hasta 7 veces en el riesgo de sufrir ESQ y/o otros desordenes psicoticos '°.
Aquellos individuos que viven en areas urbanas poseen mayor riesgo de padecer ESQ, con riesgos asociados a
la urbanicidad de entre 35 a 70% mayor al comparar areas densamente pobladas de aquellas con menor
densidad . En este sentido, se han propuesto numerosos factores de riesgo intermediarios que explicarian esta
asociacion como la exposicion a toxicos, infecciones, clase social y aglomeracion de la poblacion. El riesgo de
sufrir ESQ se ha asociado también a eventos sociales adversos como el aislamiento, el desempleo y otros,

siendo en estos casos dificil discernir si estos factores serian parte de las causas de la enfermedad o bien

ocurririan como consecuencia de la misma .

3 Esquizofrenia y alteraciones neuroquimicas

La fisiopatologia de la ESQ ha sido asociada con alteraciones en numerosos sistemas de neurotransmision. Entre
ellos, el desbalance dopaminérgico es la hipdtesis mas ampliamente aceptada *. Entre las numerosas
observaciones que sustentan esta hipotesis, se destaca el hecho de que todas las drogas antipsicéticas
comunmente utilizadas modulan los receptores dopaminérgicos D, (ya sea en forma de antagonistas o de
agonistas parciales) *. A su vez, se observa una correlacion lineal entre las concentraciones terapéuticas
necesarias y la afinidad del fArmaco por el receptor D, 2. A este respecto, se ha reportado que se ejerce un efecto
terapéutico al alcanzar un antagonismo de entre el 60 a 80% de los receptores D, *. En linea con estos
resultados, estudios de tomografia muestran una hiperdopaminergia estriatal, junto con una mayor ocupacion de
los receptores D, estriatales de pacientes esquizofrénicos, siendo sus niveles un predictor de la eficacia de los
antipsicoticos para el control de los sintomas positivos *%*. A su vez, existiria también un aumento en la
densidad de receptores D, a nivel estriatal >, Otra linea de evidencias que sustenta la teoria dopaminérgica de la
ESQ es la presencia de alucinaciones y delirios en individuos no esquizofrénicos tras el consumo de
psicoestimulantes como la anfetamina (ANF), como asi también la precipitacion de estos sintomas en individuos
esquizofrénicos tras el consumo de dosis subsicotogénicas de estas drogas *. A diferencia de la
hiperdopaminergia mesolimbica, estudios de tomografia de emision de positrones indican una menor liberacion
de dopamina en la corteza prefrontal de pacientes esquizofrénicos, que se corresponde con un desempeiio
alterado de la memoria de trabajo . En su conjunto, estos hallazgos son conceptualizados en la hipotesis
dopaminérgica de la ESQ, la cual sugiere que los sintomas negativos y cognitivos ocurren como consecuencia
de una actividad dopaminérgica anormalmente baja de la corteza prefrontal, lo que induce una excesiva

actividad dopaminérgica mesolimbica responsable de los sintomas positivos .
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La hipotesis dopaminérgica es complementada con las hipotesis que proponen cambios en la neurotransmision
serotoninérgica y glutamatérgica. Asi, la hipdtesis serotoninérgica sostiene que el antagonismo de los receptores
5-HT>a de los antipsicoticos atipicos reduciria la inhibicion serotoninérgica de la via dopaminérgica
mesocortical, contribuyendo por lo tanto en el restablecimiento de la hipodopaminergia mesocortical y la
subsiguiente hiperdopaminergia mesolimbica 2. Por otro lado, la teoria glutamatérgica sostiene que existiria una
disminucion de la neurotransmision glutamatérgica (junto con un aumento compensatorio de la expresion de
receptores NMDA), que contribuiria a la hipodopaminergia mesocortical y aumentaria la liberacion de

dopamina a nivel mesolimbico a través de la desinhibicion indirecta mediada por interneuronas colinérgicas .

4 Esquizofrenia y neuroinflamacion

Si bien no se considera a la ESQ una enfermedad neurodegenerativa, las diferentes etapas fisiopatologicas que
conducen a su desarrollo se encuentran atravesadas transversalmente por fendémenos neuroinflamatorios.
Teniendo en cuenta que variaciones en el complejo mayor de histocompatibilidad han sido consistentemente
asociados con una alta contribucion a la susceptibilidad de sufrir ESQ, parte de la vulnerabilidad genética a esta
patologia derivaria de variaciones en genes relacionados a la respuesta inmune *2. A su vez, se ha reportado la
asociacion entre niveles elevados de citoquinas proinflamatorias en mujeres gestantes y el riesgo de sufrir
ESQ ' Estos eventos inflamatorios, junto con las injurias tempranas descritas en el apartado anterior,
imprimirian marcas duraderas en la microglia y otras células del sistema inmune, induciendo los altos niveles de
citoquinas proinflamatorias, proteina C reactiva y productos de degradacion de sustancias inflamatorias
reportados en sangre, liquido cefalorraquideo y tejido cerebral de pacientes esquizofrénicos **¢. Esta
hiperactividad inmune durante el neurodesarrollo contribuiria al menor desarrollo de espinas dendriticas y
aumentaria la diferenciacién de progenitores mesencefilicos en neuronas dopaminérgicas, promoviendo
algunas de las caracteristicas fisiopatologicas de la ESQ, como la disrupcion de la conectividad cortical y la
hiperdopaminergia *’**. A su vez, la activacion prolongada del sistema inmune puede alterar la homeostasis de
serotonina y glutamato, a través de la disminucién de la supervivencia de neuronas serotoninérgicas (IL-6)
¥ 0 bien por la activacién de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa que incrementa los niveles de 4cido
quinurénico (antagonista parcial de receptores NMDA enddgeno) *'. A su vez, se ha reportado que los pacientes
esquizofrénicos no medicados muestran un patrén incrementado de citoquinas como IL-6 e IL-10, junto con
bajos niveles de interferon-gamma e IL-2, por lo que se ha postulado que en la ESQ existiria un desbalance
entre las respuestas inmunitarias tipo 1y 2 . Las citoquinas IL-1p, IL-6 y TGF-B podrian ser marcadores de
exacerbaciones agudas, ya que se ha observado un incremento de sus niveles durante crisis psicoticas que luego
retornan a valores normales con el tratamiento antipsicotico *'.Por otro lado, se ha observado un efecto
beneficioso de los antiinflamatorios no esteroideos en el tratamiento de sintomas cognitivos, positivos y
negativos de la ESQ, donde su mayor utilidad radicaria en la utilizacion en etapas tempranas luego del
diagnostico de la ESQ “**. Es sabido desde hace tiempo que el tratamiento con antipsicéticos induce efectos
antiinflamatorios e inmunomoduladores, reduciendo los niveles de citoquinas proinflamatorias como IL-1B e

interferon-gamma **,
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Las alteraciones en los niveles de citoquinas arriba mencionados, se acompaiian con cambios morfologicos y
funcionales en componentes del sistema inmune cerebral. A este respecto, los hallazgos sobre las alteraciones
microgliales son mas consistentes que los reportados los cambios astrogliales. El meta-analisis realizado por van
Kesteren y colaboradores en cerebros postmortem, muestra un incremento en la densidad microglial en
cerebros de pacientes esquizofrénicos, sobre todo en la corteza temporal **. Estos cambios morfoldgicos se
asociaron con incrementos en transcritos y niveles de proteinas de citoquinas proinflamatorias. Por el contrario,
estos autores no observaron cambios en la densidad de la macroglia (astrocitos y oligodendrocitos) . A su vez,
otro meta-andlisis realizado por Reis Marques y colaboradores, observd un aumento de la activacién
microglial en pacientes esquizofrénicos en estudios de tomografia por emision de positrones . Al analizar la
expresion de multiples genes, en un meta-analisis realizado por Bergon y colaboradores, se observd una
regulacion a la baja del receptor de citoquinas CX3CR1 en pacientes esquizofrénicos, el cual en el cerebro
se encuentra expresado fundamentalmente en las células de la microglia *. La asociacion entre astrogliosis y
ESQ parece ser menos evidente que la relacionada a la microgliosis, obteniéndose resultados inconsistentes
entre los diversos estudios. En este sentido, estudios iniciales reportan signos de astrogliosis regional,
usualmente asociados con la severidad y evolucion de la ESQ 2. A su vez, Arnold y colaboradores reportaron

la presencia de astrogliosis s6lo en un subgrupo de pacientes con alta prevalencia de deterioros cognitivos

5

severos . Por el contrario, estudios ulteriores reportaron una morfologia astroglial normal en pacientes
esquizofrénicos *77, o incluso reportaron una disminucién de marcadores astrogliales en pacientes
esquizofrénicos *2. Por el contrario, al analizar los perfiles de expresion de proteinas astrocitarias los

diferentes estudios muestran resultados consistentes, reportando un aumento en la expresion de la proteina
astrocitaria S100B en pacientes esquizofrénicos cuyos niveles no se modifican luego del tratamiento “ . En
linea con estos resultados, un meta-analisis realizado por Plitman y colaboradores reportd que los pacientes
esquizofrénicos poseian elevados niveles de acido quinurénico, el cual es un metabolito principalmente de los

astrocitos %.

5 Esquizofrenia y alteraciones vasculares

La amplia superficie de intercambio generada por la red microvascular, garantiza la provision continua de

oxigeno y nutrientes a todos los tejidos. A pesar de que el cerebro compone sélo un 2% de la masa corporal, su

actividad demanda alrededor del 20% del total de energia disponible en estado de reposo, requiriendo
67

aproximadamente del 17% del total del flujo sanguineo *.. A su vez, el flujo sanguineo cerebral se encuentra

altamente coordinado con la actividad neuronal, aumentando su magnitud frente a una mayor actividad cerebral

68.69

en un proceso denominado hiperemia ***. Esta coordinacion ocurre gracias a cambios inmediatos en el tono
vascular, asi como adaptaciones graduales de la morfologia microvascular. En este sentido, mientras que la
estructura de los grandes vasos se encuentra genéticamente determinada; el ntimero, la longitud y la
configuracion geométrica de los microvasos emerge como consecuencia de la angioadaptacion a las necesidades
tisulares (principalmente sus niveles de oxigenacion). Este proceso ocurre mediante la generacion de nuevos

vasos (angiogénesis) o la poda vascular (rarefaccion) ™. Luego de la vida embrionaria, la angiogénesis ocurre

fundamentalmente a través de la formacion de brotes en vasos preexistentes que proliferan dentro de la matriz
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extracelular (sprouting), o bien a través de la division de vasos primarios por medio de la formacion de pilares

internos (intususcepcion) .

En pacientes esquizofrénicos se ha reportado en forma consistente alteraciones hemodinadmicas regionales a

1 73.74

nivel cerebra . Los sintomas negativos y cognitivos se asocian generalmente con hipoperfusion de las

74.75

cortezas frontales, cingulada y temporal superior , mientras que los sintomas positivos se asocian con

hiperperfusion de areas tales como el giro temporal, cingulado y superior frontal y en algunas subareas del

hipocampo ™

. Mucho menos concluyente son las alteraciones a nivel microvascular halladas en pacientes
esquizofrénicos. Se ha reportado alteraciones de la microarquitectura frontocortical incluyendo una
angioarquitectura excesivamente simplificada (reduccion de la arborizacion de microvasos) y alteraciones
ultraestructurales como deformacion de la lamina basal de los capilares y vacuolizacion de células endoteliales
. Por otro lado, estudios realizados por Kreczmanski y colaboradores reportan resultados contrastantes con los
anteriores, al no observar diferencias en numerosos parametros de la microarquitectura vascular en regiones

corticales (corteza prefrontal y corteza cingulada anterior) y subcorticales (putamen, caudado, nucleo

accumbens entre otros) 57,

6 Abordaje terapéutico de la esquizofrenia

El caracter multifactorial de la ESQ y su heterogeneidad sintomatoldgica hacen que no exista un tratamiento
unico en todos los casos *2. El abordaje terapéutico se basa en la asociacién entre farmacos neurolépticos
(también llamados antipsicoticos) y la terapia psicosocial. La terapia farmacologica actualmente disponible es
parcialmente efectiva para el tratamiento de los sintomas positivos, observandose alrededor de un 20 a 30% de

pacientes refractarios &'

. El resto de los clusters de sintomas son pobremente abordados por estos farmacos. A
su vez, muchos de estos fairmacos pueden alterar el desempefio mnemotécnico de los pacientes, debido al
antagonismo de receptores dopaminérgicos, muscarinicos, histaminérgicos y adrenérgicos °. Los efectos
terapéuticos de los farmacos antipsicoticos derivan en gran medida de su antagonismo sobre los receptores
dopaminérgicos D, . En este sentido, se ha observado una relacion directamente proporcional entre la afinidad
de estos farmacos por los receptores D, y la concentracion plasmatica o en liquido cefalorraquideo necesaria
para alcanzar efectos terapéuticos 2. La amplia gama de drogas antipsicéticas disponible, es tradicionalmente
clasificada dentro de dos grandes grupos: los antipsicoticos tipicos y atipicos. Esta diferenciacion se cimenta en
el perfil de reacciones adversas, donde los antipsicoticos tipicos tienen una mayor tendencia a generar
reacciones extrapiramidales (distonias agudas, acatisia, parkinsonismo y discinesia tardia) y los atipicos tienden

a generar mayores alteraciones metabdlicas asociadas con aumento de peso y diabetes tipo 2 %%, Por otro lado,
no existen grandes diferencias en torno a la eficacia entre ambos grupos, aunque el antipsicdtico atipico
clozapina muestra una mayor eficacia en el control de ESQ resistente al tratamiento >3, A su vez, la baja
adhesion al tratamiento, repercute negativamente en la eficacia parcial de estos farmacos. A este respecto, el

analisis de la tasa de adhesion al tratamiento antipsicotico en un gran estudio multicéntrico, mostrd que entre el

64 al 82% de los pacientes descontinuaron el tratamiento cronico con estos fArmacos >.
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7 Modelos animales de esquizofrenia

Los modelos se entienden como representaciones simples de sistemas complejos. Los modelos animales
intentan representar uno o mas aspectos de procesos patologicos observados en humanos, para intentar reducir la
brecha entre la investigacion bésica y la clinica *. Se han propuesto numerosos criterios para validar los
modelos animales, destacandose por su simplicidad y amplia aceptacion la validez de constructo, similitud y

% La validez de constructo ocurre cuando el modelo posee una causa

prediccion postulados por Willner
etiologica conceptualmente relacionada con el origen del desorden humano. La validez de similitud ocurre
cuando el modelo exhibe un fenotipo conceptualmente andlogo al de los sintomas humanos. La validez de
prediccion se logra cuando el fenotipo del modelo responde al tratamiento clasico utilizado en humanos (éxito

de la prediccion que se formula en base al modelo).

Dada la multiplicidad de factores de riesgo asociados a la ESQ, su heterogeneidad sintomatologica y de
tratamiento; su estudio en modelos animales puede abordarse a partir de la introducciéon de diversas causas
etiologicas (segun los factores de riesgo) y de esa forma obtener distintos fenotipos y capacidades de prediccion
en los modelos. A partir de la limitacion que supone modelar una enfermedad psiquiatrica en animales, sélo
algunos de los sintomas de la ESQ pueden ser modelados, entre los que se encuentran: sintomas positivos
(actividad locomotora y estereotipia), anhedonia (preferencia a la sucrosa), asociabilidad (test de interaccion
social), memoria y atencion (inhibicion latente, Y-maze, reconocimiento de objetos, etc), flexibilidad cognitiva,
déficit sensoriomotor (inhibicion por prepulso) y comportamiento simil-ansioso (laberinto en cruz elevado, etc)
5_En base al factor introducido, los modelos animales de ESQ se clasifican en modelos genéticos, del desarrollo
e inducido por drogas. Los modelos genéticos se basan en animales transgénicos con modificaciones en genes
candidatos de ESQ como DISC 1, NRG1, disbindina y la deleccion en el cromosoma 22q11.2. . Los modelos
del neurodesarrollo introducen manipulaciones ambientales similares a los factores de riesgo pre y perinatales
asociados a la ESQ, como aislamiento maternal durante la gestaciéon e induccidon de la activacion inmunitaria
materna %, Los modelos inducidos por drogas se generan por la exposicion de los animales a estimulantes
dopaminérgicos (ANF y apomorfina) o a antagonistas del receptor NMDA (PCP y ketamina); utilizandose

82.86

también, aunque con menor frecuencia, los moduladores serotoninérgicos como LSD y psilocibina “*®. A través
de la exposicion a ANF, se modela la sensibilizaciéon comportamental, el deterioro sensoriomotor y las
alteraciones cognitivas; observandose la reversion de algunos de estos fenotipos con la administracion de
antipsicoticos, por lo que estos modelos animales de ESQ poseen validez de similitud y prediccion para los

sintomas positivos y cognitivos *>*"".

3 Anfetaminas

Las anfetaminas son sustancias psicoactivas que poseen propiedades estimulantes, euforicas, anoréxicas y
alucindgenas. Estas sustancias pueden ser obtenidas de fuentes naturales o a través de procesos de sintesis. A
este respecto, las anfetaminas de origen natural mas ampliamente utilizadas incluyen la catinona y la efedrina *.

A su vez, las sustituciones sintéticas en la molécula B-feniletilamina generan diferentes derivados anfetaminicos,
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con diferentes propiedades farmacologicas. La estructura comun a todas las anfetaminas es un nucleo de B-
feniletilamina, que se compone de una cadena alifatica de dos carbonos (o y ) y una amina terminal unida a
anillo aromatico. Las sustituciones, tanto en el anillo aromatico como en la cadena alifatica, generan una enorme
variedad de anfetaminas. A este respecto, los derivados que presentan sustituciones en el anillo aromatico tienen
efectos estimulantes débiles junto con efectos alucindgenos en algunos casos. Por otro lado, las sustituciones en
la cadena alifatica generan anfetaminas con potentes efectos estimulantes y anorexigenos . Este es el caso de la
d-ANF, la cual posee una sustitucion por un grupo o-metilo en la cadena alifatica, lo que incrementa su
capacidad de atravesar barreras biologicas y previene su degradacion por la monoaminooxidasa (MAO, su
principal enzima metabolizadora) 2. Dada la similaridad estructural con las catecolaminas, la d-ANF altera su
recaptacion, almacenamiento y metabolismo; induciendo un gran incremento del tono dopaminérgico y
noradrenérgico *. Este intensivo incremento de monoaminas, gatilla los efectos psicoestimulantes de d-ANF, asi

como muchos de sus efectos deletéreos.

1 Anfetamina: efectos agudos en los sistemas catecolaminérgicos

La similitud estructural con las catecolaminas, le permite a ANF actuar como falso sustrato de proteinas
relacionadas con la homeostasis de monoaminas. Por lo tanto, este psicoestimulante altera su recaptacion,
almacenamiento y catabolismo. Luego de su liberacion; dopamina, noradrenalina y serotonina son recicladas
gracias a su ingreso a la terminal presinaptica por medio de sus correspondientes transportadores de
monoaminas. Posteriormente, estos neurotransmisores son almacenados en vesiculas o catabolizadas
principalmente por la MAO. La ANF es reconocida por los transportadores de catecolaminas, lo que
desencadena su influjo a la terminal sinaptica, con la consecuente inhibicion competitiva de la recaptacion de
monoaminas. Existen notorias diferencias entre la sensibilidad de los diferentes transportadores a la inhibicion
de ANF, como asi también entre los enantiomeros del psicoestimulante. En este sentido, d-ANF es considerado
un inhibidor moderadamente potente del transportador de noradrenalina (K; = 40 - 50 nM), un inhibidor débil
del transportador de dopamina (DAT) (Ki = 100 nM) y un inhibidor muy débil del transportador de serotonina
(Ki = 1400 - 3800 nM) *. Por otro lado, /~-ANF es un inhibidor 1.8 veces menos potente del transportador de
noradrenalina, 3 a 7 veces menos potente del DAT y la potencia de inhibicion del transportador de serotonina es
tan baja que no es considerado un inhibidor de la recaptacion de serotonina **. Una vez dentro del terminal
presinaptico, ANF compite con el transportador vesicular de monoaminas 2 y con la MAO, lo que reduce el
almacenamiento y catabolizacion de las catecolaminas, aumentando sus niveles intracitoplasmaticos. Como
resultado de ambos procesos, el gradiente de monoaminas se ve alterado, lo que revierte la direccion de
transporte de los recaptadores y aumenta la liberacion de las catecolaminas a la hendidura sindptica *. A su vez,
ANF reduce la recaptacion de noradrenalina y dopamina, al inducir la internalizacion de sus transportadores *+%.
Como consecuencia de todos los efectos descritos, ANF induce un extensivo incremento del tono

dopaminérgico, noradrenérgico y serotoninérgico. Los efectos descritos se detallan en la figura 1.

20



2 Anfetamina: efectos a largo plazo

La exposicion a ANF en roedores induce un incremento progresivo y duradero en la respuesta locomotora a la
droga, ante una nueva exposicion al psicoestimulante. Este fendmeno, conocido como sensibilizacion
conductual, ocurre a consecuencia de cambios neuroadaptativos en el sistema dopaminérgico en dos fases
temporal y anatomicamente distintas, denominadas iniciacion y expresion. La iniciacion es un proceso
transiente, que comprende el incremento en la neurotransmision dopaminérgica y glutamatérgica en el area
tegmental ventral (VTA). Para que este proceso ocurra, es necesaria una adecuada funcion de la corteza
prefrontal (CxPF), ya que las lesiones en esta area cerebral o en las proyecciones mesocorticales previenen la
induccion de la sensibilizacion *%. La expresion ocurre luego de la reexposicion a la droga, como una respuesta
exacerbada al psicoestimulante. Este es un fendmeno duradero, que involucra el circuito de la motivacion y las
proyecciones de VTA , siendo claves areas cerebral como el caudado putamen (CPu) y el nicleo accumbens
(NAcc) #', Por otro lado, la CxPF y VTA no intervendrian en la expresion de la sensibilizacion .. A
consecuencia del incremento de la neurotransmision dopaminérgica mesolimbica se produce sensibilizacion

conductual, que se evidencia como hiperlocomocion y aumento de la autoadministracion de la droga ',

Teniendo en cuenta que la administracion cronica de ANF en humanos recrea los sintomas agudos de la psicosis
paranoide y que dosis subsicotogénicas pueden gatillar un estado psicético en pacientes esquizofrénicos, se
postula que la sensibilizacion comparte ciertos mecanismos neurobiologicos subyacentes con la psicosis
paranoide y la drogadiccion %, A su vez, se ha reportado que la exposicion a ANF puede inducir anhedonia y

alteraciones en la interaccion social, dos de los sintomas negativos observados en pacientes esquizofrénicos '

10

La vasta mayoria de las investigaciones en sensibilizacion a ANF, se han focalizado en los mecanismos
bioldgicos que desencadenan el desarrollo y expresion de la sensibilizacion . A este respecto, la
neurotransmision dopaminérgica y glutamatérgica juegan un rol clave en ambos procesos. El desarrollo de la
sensibilizacién ocurre como consecuencia de la excesiva activacion de receptores D, dopaminérgicos (R-D)) y

NMDA glutamatérgicos, mientras que la expresion es desencadenada por el aumento en la funcion de receptores

108-112

D, dopaminérgicos (R-D,) y AMPA glutamatérgicos . Por el contrario, la reversion de la sensibilizacion a
psicoestimulantes es un fenomeno exiguamente estudiado. Los reportes existentes en la literatura sugieren que
los agonistas dopaminérgicos y los moduladores serotoninérgicos revierten dicho proceso, mientras que los
antagonistas de receptores D; y D, (R-D; y R-D») serian inefectivos . De esta forma, se ha reportado que los
antagonistas de R-D,, como el antipsicéticos tipicos haloperidol y los antipsicoticos atipicos sulpirida y
risperidona, no son efectivos para revertir la sensibilizacion a psicoestimulantes *>'; mientras que si se ha
observado reversion de la sensibilizacion con antagonistas de los receptores serotoninérgicos 5-HT,s, 5-HT; y

los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina ',
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3 Anfetamina: memoria de trabajo y corteza prefrontal

La ANF junto al metilfenidato son actualmente los tratamientos mas comuinmente utilizados para tratar los
trastornos cognitivos del sindrome de déficit de atencién con hiperactividad . La mejora en funciones
cognitivas inducidas por estos estimulantes se produciria, al menos en parte, debido al aumento agudo de los
niveles dopaminérgicos en la CxPF . Por el contrario, con el uso continuado a dosis altas, como sucede en la
drogadiccion, se observan alteraciones en numerosos dominios cognitivos, tanto en animales como en humanos.
En este sentido, se ha reportado que la exposicion a ANF en monos rhesus, en dosis suficientes para generar
sensibilizacion, induce deterioro a largo plazo en la adquisicion de memoria de trabajo, a corto plazo y a largo
plazo en varias tareas cognitivas . A su vez, este deterioro fue asociado con una disminucion del recambio de
dopamina en CxPF y estriado. Similarmente, numerosos estudios reportan la asociacion entre el consumo de

metanfetamina en humanos y el deterioro de multiples dominios cognitivos evaluados durante el periodo de

116119

abstinencia, como la memoria de trabajo, la atencion y funciones ejecutivas entre otras . La alteracion de
estas funciones cognitivas inducida por ANF, ocurriria como consecuencia de cambios neuroadaptativos e
injurias inflamatorias y neurotdxicas en multiples areas cerebrales, donde la CxPF ocupa un rol clave. Existe
una relacion bidireccional entre la CxPF y VTA, ya que la CxPF recibe inervacion dopaminérgica de VTA y
envia proyecciones glutamatérgicas a esta area. La dopamina liberada en CxPF actiia de manera directa sobre
células piramidales o indirecta por modulacion gabaérgica local 2%, Estas caracteristicas topologicas sustentan
su rol funcional en el desarrollo de sensibilizacion a psicoestimulantes ‘2. Las neuroadaptaciones inducidas por
ANF, promueven hiperreactividad mesolimbica e hipoactividad cortical. La hipoactividad cortical explicaria el
déficit cognitivo que se evidencia como déficit atencional, de la memoria de trabajo y otras funciones durante la
abstinencia '*. La actividad catecolaminérgica cumple un rol preponderante sobre la memoria de trabajo, dado

que una actividad moderada de catecolaminas en CxPF es necesaria para el funcionamiento 6ptimo de la misma;

mientras que una hipofuncién o un exceso de dopamina y noradrenalina, serian responsables de una disfuncion

cortical y un déficit en la memoria de trabajo #1212,

4 Anfetamina: estrés oxidativo, alteraciones gliales y vasculares

La exposicion a ANF induce alteraciones duraderas en todos los componentes de la unidad neurovascular,

alterando el funcionamiento de neuronas, células gliales y vasos sanguineos. En consecuencia, se induce un

92,125-129

inadecuado acoplamiento entre la actividad neuronal y transporte de nutrientes . Las diferentes

alteraciones inducidas por ANF se esquematizan en la figura 1.
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VASOCONSTRICCION
ANGIOGENESIS

ASTROGLIOSIS ¢——

Figura 1. Neurotoxicidad y alteraci gliales inducidas por anfetamina. Se esquematiza algunas de las alteraciones neuronales y gliales inducidas por

anfetamina. ANF: anfetamina, DAT: transportador de dopamina, R-D: receptor de dopamina 1, R-NMDA: receptor de glutamato tipo NMDA, ROS: radicales

libres del oxigeno, RNS: radicales libres del nitrogeno, TH: tirosina hidroxilasa, TIR: tirosina.

La neurotoxicidad y activacion glial inducidas por ANF, ocurren a consecuencia de multiples mecanismos entre
los cuales el estrés oxidativo y la excitotoxicidad ejercen un rol fundamental °. El estrés oxidativo inducido por
ANF, ocurre principalmente debido al incremento en la produccion de radicales libres del oxigeno (ROS) y del
nitrogeno, los cuales oxidan y alteran el funcionamiento de numerosos componentes celulares como lipidos,
proteinas y acidos nucleicos. Teniendo en cuenta que las mitocondrias son la principal fuente de ROS, el
incremento de su funcionamiento es una de las principales vias por las cuales ANF promueve la generacion de

estrés oxidativo %

. Otra posible via de generacion de ROS incluye la oxidacion de DA mediada por la MAO
o0 bien la autooxidacion que producen peroxido de hidrogeno y anion superodxido, que reaccionan posteriormente
con iones metalicos y 6xido nitrico, generando radicales hidroxilo y peroxinitrito. A su vez, ANF promueve la
produccion de radicales libres del nitrogeno, estimulando el influjo de Ca*" y la actividad de la 6xido nitrico

sintetasa 2.

Al promover neurotoxicidad a través del dafio oxidativo y desbalance dopaminérgico, ANF induce la activacion

microglial. A través de sus procesos moviles, estas células del sistema inmune se encuentran continuamente

monitoreando el parénquima cerebral en biisqueda de sefiales de alarma. Asi, ante la liberacion de citoquinas, las

células microgliales se activan y retraen sus procesos, transformandose en una forma ameboide, para luego
133

migrar activamente al sitio de injuria cerebral e intentar resolver el dafio tisular . Esta actividad centinela de la

microglia, permite que la microgliosis sea considerada como un marcador de injuria cerebral *. A su vez, una
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excesiva activacion de estas células puede contribuir en la generacion de algunos de los efectos neurotoxicos

inducidos por ANF, como la degeneracion de terminales dopaminérgicas '3,

Tipicamente, la activacién microglial precede a la activacion astroglial **. Los astrocitos son el tipo celular mas
abundantes del sistema nervioso de mamiferos superiores y se encuentran en intimo contacto con neuronas y
vasos sanguineos, desarrollando funciones cruciales para su normal funcionamiento. De forma similar a las
células microgliales, los astrocitos liberan una variedad de citoquinas proinflamatorias y quimiocinas, que
participan en los procesos neuroinflamatorios y neurotoxicos inducidos por ANF ¥, Al activarse, los astrocitos
exhiben un fenotipo caracterizado por el engrosamiento de sus somas y sus finos procesos, gracias a la up
regulacion de varios filamentos de su citoesqueleto, entre los cuales el mas estudiado es la proteina acidica
fibrilar glial (GFAP) '*. Los astrocitos reactivos pueden cumplir funciones neuroprotectoras, o bien contribuir a
el esparcimiento del dafio neuronal. Estas células ejercen su rol neuroprotector mediante el aclaramiento del
glutamato extracelular y los radicales libres, mientras que en base a el esparcimiento de iones y metabolitos

nocivos por medio de sus uniones intercelulares, los astrocitos pueden extender el dafio neuroinflamatorio '*Z.

Los efectos proinflamatorios inducidos por ANF se extienden incluso a la microvasculatura cerebral. En este
sentido, 24 horas después de la exposicion a ANF se observa un incremento en la expresion de marcadores

proinflamatorios, proteinas de choque de calor y estrés oxidativo en la vasculatura asociada a meninges de

138

roedores . En linea con estos hallazgos, resultados previos de nuestro laboratorio muestran que la exposicion a
ANF induce una respuesta inflamatoria sensibilizada en la microvasculatura cerebral, luego de 7 dias de
abstinencia a la droga. Asi, ante la reexposicion al psicoestimulante se observa un incremento exacerbado del
estrés oxidativo y de la expresion de la proteina de golpe de calor 70 “°. A su vez, estas alteraciones
proinflamatorias vasculares, se asociaron con cambios regionales en la microarquitectura vascular. Luego de 7
dias de abstinencia a la droga se observo angiogénesis, acompafiado por una reducciéon de los puntos de
ramificacion y aumento de la tortuosidad, en los microvasos de la CxPF-PL y corteza somatosensorial de barril,
mientras que ninguno de estas alteraciones se observaron en el HPC y la amigdala basolateral %,

Estudios en roedores muestran que tras la exposicion a ANF se generan patrones regionales especificos de
activacion glial. En este sentido, en aquellas areas donde se encuentran los cuerpos neuronales dopaminérgicos,
se observa una baja sensibilidad a la activacion glial inducida por ANF, mientras que aquellas areas que poseen
terminales dopaminérgicas parecen ser mas vulnerables al psicoestimulante. De esta forma, a diferencia de VTA
y substancia nigra, en areas limbicas como CxPF, CPu, hipocampo (HPC) y amigdala es comtn la induccién de
reactividad glial tras la exposicion a ANF 2*. A su vez, se ha descrito un patron de sensibilidad regional
diferencial entre los roedores. En ratones, el CPu e HPC se encuentran frecuentemente alterados, mientras que
estas areas presentan una baja sensibilidad en ratas, siendo mas comun la reactividad glial en areas cerebrales
tales como la corteza parietal y el tilamo **. En linea con estas observaciones, resultados previos de nuestro
laboratorio muestran que luego de 7 dias de la ultima exposicion a ANF, se observa reactividad microglial y

astroglial en CxPF y corteza motora (CxM), sin cambios en éreas tales como el HPC y la amigdala =,

24



4 Sistema renina-angiotensina

1 Generalidades

El sistema renina-angiotensina (SRA) es una familia de péptidos bioactivos que se generan por medio de
clivajes enzimaticos sucesivos. Sus descripciones iniciales se remontan a 1898 cuando Tigerstedt y Bergman
describen la funcién presora de una proteina de la corteza renal, a la que denominaron renina **. En la década de
1930, Braun-Menéndez junto con otros miembros del Instituto de Fisiologia de la Universidad de Buenos Aires
liderado por Houssay, aislaron la sustancia responsable de la hipertension renal, al estimular su produccion por
isquemia renal y llamaron a dicha sustancia hipertensina. Propusieron también que la hipertensina (que
posteriormente se la denomind angiotensina II), se generaria por una reaccion enzima-sustrato con la renina,
hipotetizando la presencia de una sustancia precursora a la que llamaron hipertensinégeno (angiotensinégeno)
LI Afios mas tarde, se describe al SRA como un sistema humoral periférico encargado de la regulacion de la
homeostasis de la resistencia vascular periférica, asi como el volumen y la composicion electrolitica de los
fluidos corporales ™. En este modelo enddcrino inicial, el angiotensindgeno (péptido de origen hepatico) es
clivado a nivel yuxtaglomerular por la renina, para dar lugar a la angiotensina I. Este péptido inactivo es
subsecuentemente clivado por la enzima convertidora de angiotensina (ECA), generando angiotensina II (ANG
IT). La ECA es una enzima localizada preferentemente en las células endoteliales. En la actualidad, es sabido
que este sistema endocrino coexiste con un SRA paracrino, donde todos sus componentes estan presentes en una
variedad de tejidos tales como el cerebro, rifion, glandulas suprarrenales, vasos sanguineos, corazon y organos
reproductivos '*. En este sentido, se ha descrito SRA locales e independientes en numerosas éareas cerebrales
como el hipocampo, amigdala, talamo, hipotalamo y ganglios basales entre otros ¥, ANG II es considerado
el principal péptido activo del sistema y ejerce sus funciones a través de sus receptores de tipo 1 y 2 (R-AT, y R-
AT)>). El clivaje de ANG II a través de la aminopeptidasa A, da lugar a el heptapéptido ANG III que activa los
mismos receptores que su péptido precursor. Posteriormente ANG 111, sufre la accion de la aminopeptidasa N
dando lugar a ANG IV, la cual ejerce sus efectos uniéndose al receptor ATs. A su vez, ANG II puede ser
catabolizada en forma alternativa por accion de la ECA 1II, lo que genera ANG-(1-7), que se une a los receptores
de ensamblaje mitocondrial (MAS). Ademas de la cascada enzimatica descrita, existen vias alternativas de

formacion de los diversos péptidos del RAS que se grafican en la figura 2 ',
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Figura 2. Vias de biosintesis de angiotensi Las lineas continuas indican vias clasicas, mientras que las punteadas indican vias alternativas (AMP:

aminopeptidasa, CP: carboxipeptidasa).

En el cerebro, ¢l angiotensinégeno es producido en gran parte por los astrocitos. A su vez existe sintesis
neuronal, la cual se restringe a ciertas areas cerebrales como el nucleo supradptico y paraventricular *'*° Sin
bien inicialmente se habian detectado muy bajos niveles de renina cerebrales, actualmente es sabido que esta
enzima existe en el cerebro en forma tanto intra como extracelular, secretdndose esta ultima en forma inactiva o
activa (prorenina y renina respectivamente) **'*'. Se ha descrito extensamente la presencia de ACE cerebral, la
cual se encuentra en forma soluble o unida a membranas y su actividad se ha asociado con la catélisis de ANG I
y de otros péptidos como bradicinina '**'>'. A su vez, ANG II puede producirse por vias enzimaticas alternativas
a través de la catélisis por elastasa, proteinasa 3, catepsina G y tonina '*'. Se ha reportado también la presencia
de un SRA completo en microvasos cerebrales, donde sus efectos se relacionan fundamentalmente con

respuestas inflamatorias y vasoactivas ',

Los R-AT, se encuentran en multiples areas cerebrales, incluyendo los organos circunventriculares (6rgano

subfornical y 6rgano vascular de la lamina terminal), regiones del rombencéfalo (nucleo del tracto solitario y

médula ventrolateral caudal), hipotdlamo, amigdala, hipocampo y corteza cerebral “*°, Esta ubicuidad
anatomica, permite que la ANG 11, a través de los R-AT, ejerza funciones regulatorias sobre un gran numero de

funciones cerebrales, como la presion arterial y homeostasis de fluidos, temperatura corporal, respuesta al estrés,

153159

consumo de alcohol y cognicidn entre otras . Se ha reportado la expresion de R-AT; en neuronas, células
endoteliales, astrocitos y microglia. Su sintesis se ve estimulada bajo condiciones inflamatorias, lo que a su vez
puede desencadenar la astrogliosis, microgliosis y efectos vasocontractiles y proliferativos sobre la

microvasculatura cerebral 132160164,

26



Los R-AT, se encuentran fundamentalmente en tejidos fetales, observandose un decaimiento de su expresion
luego del nacimiento. Si bien los ratones knockout para R-AT, se desarrollan normalmente, en ellos se observa
una respuesta vasopresora a ANG II aumentada y alteraciones motoras '**'®°. La funcién de estos receptores en
la etapa adulta no se encuentra totalmente dilucidada, observandose funciones opuestas a los R-AT, en aquellos
tejidos en los que se expresan, asi como funciones en el crecimiento y la diferenciacion celular, el dolor
neuropatico y la regeneracion axonal =,

Actualmente, la modulacion farmacoldgica del SRA se utiliza para tratar la hipertension, mediante los
inhibidores de la ECA (IECA) y los antagonistas de R-AT; (ARBs). Al inhibir a la ECA, los IECA disminuyen
la accion de Ang II limitando la conversion de ANG I en ANG II. Sin embargo, estos compuestos no son
capaces de prevenir la formacion de Ang Il mediante vias enzimaticas alternativas e independientes de la
actividad de la ECA, como la degradacion producida por catepsina G y tonina. Considerando que la ECA
participa en la degradacion de multiples péptidos, su inhibicion puede aumentar los niveles de bradicinina y
otros péptidos, lo que se ha relacionado con varios de los efectos adversos asociados a los IECA . Los ARBs
son antagonistas competitivos de alta afinidad por el R-AT, y si bien su unién es competitiva, la mayoria
produce un bloqueo sostenido incluso con altos niveles de Ang II. Esta caracteristica se debe a varios
mecanismos que incluyen internalizacion, disociacion lenta y uniones sucesivas al receptor ‘>, Estos efectos
permiten que los ARBs produzcan un potente y prolongado antagonismo de los efectos biologicos de la ANG 11,
sin disminuir la presion arterial en pacientes normotensos y con baja frecuencia de efectos adversos. En este

sentido, la terapia con ARBs tiene una buena tolerabilidad (similar al placebo) y alta adherencia al tratamiento

(mejor que los IECA) 717,

2 Sistema renina-angiotensina y sensibilizacion a anfetamina

Dado el rol fundamental que ejerce la neurotransmision dopaminérgica en la sensibilizacion a ANF, aquellas
sustancias que modulan el sistema dopaminérgico tienen la potencialidad de estar implicadas en el desarrollo de
sensibilizacion. Existen numerosas evidencias que denotan una relacion ontogénica, anatomica y funcional entre
el sistema dopaminérgico y el SRA. En este sentido, durante el periodo embrionario ANG II promueve la
diferenciacion de precursores mesencefélicos en células dopaminérgicas '”. A su vez, existe una elevada
expresion de R-AT, en los cuerpos neuronales dopaminérgicos de la substancia nigra pars compacta ‘. Las
areas cerebrales con inervacion dopaminérgica, como el caso de CPu, también presentan una alta expresion de
R-AT), los cuales modulan positivamente la sintesis y liberacion tonica y evocada de DA "% En CPu de
roedores, se ha observado también la presencia de heterodimeros formados R-AT; y R-D,, en donde el
antagonismo de los R-AT; con ARBs induce la modulacion de la funcion de los R-D, 2. A su vez, se ha
reportado una relacion dindmica entre estos dos sistemas de neurotransmisién, donde la deplecion
dopaminérgica induce una regulacion al alza de R-AT), que se restablece cuando se alcanzan niveles normales

de dopamina '®,

En linea con las interacciones entre el sistema dopaminérgico y angiotensinérgico arriba descritas, estudios
previos de nuestro laboratorio muestran que los R-AT, juegan un rol importante en los cambios
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neuroadaptativos inducidos por ANF. En un protocolo de sensibilizacion a ANF de una unica exposicion a la
droga, observamos que ANF induce hiperreactividad neuronal en CPu y NAcc a través de los R-AT; .. Se
observo también que ANF, a través de los R-AT), induce liberacion excesiva de dopamina en CPu **. Estos
cambios neuroquimicos se acompaifiaron con fendmenos comportamentales, observandose que los R-AT,
participan en el desarrollo de sensibilizacion locomotora a ANF ', La exposicion a ANF indujo una regulacion
al alza de los R-AT, en CPuy NAcc y de angiotensindgenos en CPu, que se mantuvieron estables al menos 21

dias 126,

3 Modulacion de la funcion glial por el sistema renina-angiotensina

Las células gliales expresan varios de los componentes del SRA. El angiotensinégeno es producido
principalmente por astrocitos y en estas células los R-AT, se expresan constitutivamente y modulan su
actividad. En este sentido, luego de la activacion de los R-AT, se observa un incremento intracelular de Ca*" en
astrocitos, lo que induce la activacion de varias vias de sefializacion intracelular como fosforilacion de CREB,
JAK2/STAT3 y MAPK/ERK con la consiguiente induccion de transcripcion de genes '*'*¢, En linea con lo
anterior, estudios in vitro sefialan que el lipopolisacarido induce astrogliosis a través de los R-AT;, junto con

una regulacion al alza de ANG II, R-AT, y translocacion nuclear de NFk, produccion de ROS e IL-6 7,

En células de la microglia, la activacion de los R-AT; induce estrés oxidativo por medio de la activacion del
complejo nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa (NOX), mediado principalmente por PKC ‘%, La
activacion de NOX se amplifica por el propio estrés oxidativo inducido por la activacion de la enzima, ya que
durante este proceso se induce la produccion de superoxido, el cual a su vez estimula las vias de sefializacion de

NFkB y RhoA/Rho quinasa que luego activan a NOX via p38 MAPK %,

La respuesta inflamatoria es regulada por el SRA por diferentes vias que exceden a la sefializacion asociada a
ANG 1II y R-AT,. En este sentido, la prorenina estimularia la respuesta inflamatoria a través de efectos
dependientes e independientes de ANG II. Al unirse al receptor de prorenina, se induce un incremento de 4 a 5
veces de la capacidad de catalisis (tanto de la prorenina como de la renina) del angiotensindgeno, lo que

incrementa los niveles de ANG II y sus efectos. A su vez, al unirse a su receptor, la prorenina induce eventos

celulares independientes de ANG II pero que también promueven la respuesta inflamatoria “**. Por medio de la

activacion de los R-AT;, ANG III induce efectos proinflamatorios **°, mientras que la activacion de los R-

ATspor ANG 1V, induce la activacion de NFkP con el consiguiente aumento en la expresion de genes

proinflamatorios “*°. Por el contrario, la activacién de receptores MAS, por medio de ANG-(1-7), ejerce efectos

antiinflamatorios entre otras acciones biologicas como efectos antifibréticos, vasodilatadores e inhibidores del

crecimiento . A su vez, la activacion de los R-AT», por ANG II y ANG III, induce efectos antiinflamatorios

19

>
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4 Sistema renina-angiotensina y dinamica de la estructura microvascular

El SRA ejerce un control activo de la arquitectura microvascular, induciendo efectos agudos a través de la
modulacién del tono vascular y efectos a largo plazo a través de la modificaciéon de la densidad y arquitectura
microvascular. Tanto en sus efectos vasculares agudos como cronicos, los diferentes componentes del SRA

ejercen efectos contrapuestos de manera similar a lo descrito en la regulacion de la funcion glial.

La activacion de los R-AT; inducida por ANG II, induce vasoconstriccion y estrés oxidativo por medio de la
oxidacion del 6xido nitrico y la estimulacion de la NADPH oxidasa endotelial respectivamente; mientras que la
activacion de los receptores MAS y AT, inducidos por ANG-(1-7) y ANG II, se contrapone a los efectos
anteriores generando vasodilatacion y reduccion del estrés oxidativo, a través de la induccion de la 6xido nitrico

sintasa endotelial e inhibiendo a la NADPH oxidasa respectivamente ',

Con respecto a los cambios en la microarquitectura vascular, el SRA ejerce efectos angiogénicos y también
rarefaccion (degeneracion estructural de los microvasos). La estimulacion de los R-AT, desencadena efectos
angiogénicos a partir de la regulacion al alza del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, principal
mediador angiogénico) y de su receptor VEGFR2 . A su vez, los R-AT, inducen angiogénesis indirectamente
por medio de la generacion de estrés oxidativo y la consiguiente estimulacion del factor inducible por hipoxia 1
(HIF-1). Ademas de estos efectos, los R-AT,; estimulan la produccion de otros factores angiogénicos claves
como el factor de crecimiento similar a insulina 1, el factor de crecimiento derivado de plaquetas, el factor de
crecimiento de fibroblastos 2, angiopoyetina 2 y la actividad de metaloproteinasas . Por el contrario, la

activacion de los R-AT, y receptores MAS induce efectos antiangiogénicos por medio del bloqueo de la

activacion de MAP quinasas y la estimulacion de la generacion de 6xido nitrico respectivamente ',

Teniendo en cuenta los efectos proangiogénicos de la activacion de los R-AT,, resulta plausible hipotetizar que
su bloqueo inducido por los ARBs inducira efectos antiangiogénicos. Si bien esta aproximacion se corrobora en
varias situaciones patologicas, como en diversos tipos de céncer, en retinopatias y en enfermedades arteriales
periféricas; existen otras situaciones fisiopatoldgicas en que la administracion de ARBs induce angiogénesis,
como en el infarto agudo de miocardio y en la isquemia cerebral . En estos casos se ha hipotetizado que el
efecto final de los ARBs sobre la angiogénesis dependera del ambiente celular, pudiendo ser factor influyente el
grado de presion sanguinea y el aumento de los niveles de ANG II asociados al tratamiento con ARBs, que en el
ultimo caso podria llevar a una eventual estimulacion de otros receptores del SRA como los R-AT,, R-AT,y

MAS ™.
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Hipétesis y Objetivos

1 Hipotesis

Los receptores AT, de angiotensina II participan en el desarrollo y mantenimiento de alteraciones conductuales,

gliales y vasculares inducidas por la exposicion repetida a ANF.
2 Objetivo general

Estudiar el rol de los receptores AT, en las alteraciones conductuales, gliales y vasculares relacionadas con la

exposicion repetida a anfetamina y de relevancia en el estudio de la ESQ.

3 Objetivos especificos

1 Objetivo 1

Evaluar el rol de los receptores AT, en alteraciones conductuales inducidas por la exposicion repetida a

anfetamina.

1 Evaluar la participacion de los receptores AT, en el desarrollo y mantenimiento de la sensibilizacion

conductual inducida por exposicion repetida a anfetamina.

2 Determinar el efecto de la exposicion repetida a la anfetamina en la interaccidn social y la participacion

de los receptores AT en dicho efecto.

3 Estudiar la participacion de los receptores AT, en el desarrollo de alteraciones en la memoria a corto

plazo inducida por la exposicion repetida a anfetamina.

4  Evaluar la participacion de los receptores AT; en el desarrollo y mantenimiento de la alteracion en la

memoria de trabajo inducida por la exposicion repetida a anfetamina.
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2 Objetivo 2

Evaluar la participacién de los receptores AT, en la sensibilizaciéon neuroquimica inducida por exposicion

repetida a anfetamina.

1 Estudiar la participacion de los receptores AT, en la reversion de la sensibilizacion neuroquimica

inducida por exposicion repetida a anfetamina.

2 Determinar los cambios en la cinética de recaptacion de dopamina in vitro inducidos por el bloqueo de

receptores AT, y por anfetamina.

3 Objetivo 3

Analizar la participacion de los receptores AT, en alteraciones gliales, oxidativas y vasculares inducidas por la

exposicion repetida a anfetamina.

1 Evaluar el rol de los receptores AT, en la reactividad astroglial y microglial inducida por exposicion

repetida a anfetamina en areas cerebrales relevantes para la memoria de trabajo.

2 Estudiar la participacion de los receptores AT, en la produccion de estrés oxidativo inducido por la

exposicion repetida a anfetamina.

3 Estudiar el rol de los receptores AT, en los cambios angioplasticos inducidos por exposicion repetida a

anfetamina, en areas cerebrales relevantes para la memoria de trabajo.
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Materiales y métodos

1 Animales

Los experimentos fueron realizados en ratas macho de la cepa Wistar de 60 dias de edad (200 - 280 gramos),
criadas en el bioterio del Departamento de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina. Una semana antes del inicio del protocolo, los animales fueron divididos al
azar en los distintos grupos experimentales y se mantuvieron en grupos de 2 a 3 animales por caja con libre

acceso a comida y agua.

Los animales fueron mantenidos en condiciones estandar de laboratorio con temperatura de entre 21 a 23 °C y

bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 hs, comenzando a las 7:00 hs el horario de luz.

Todos los experimentos fueron realizados seglin la reglamentacion establecida por el Comité de Cuidado y Uso
de Animales de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba, 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 quimicas Res. No 46/2015.

2 Drogas y reactivos

Los animales recibieron las drogas en una habitacion diferente a en la que se dispuso su caja hogar y de donde
se realizaron los experimentos comportamentales e inmediatamente después de ser administrados con las drogas

fueron retornados a su caja hogar.

Sulfato de d-anfetamina (Sigma Chemical Co.) disuelto en soluciéon fisioldgica (cloruro de sodio 0.9%)
inmediatamente antes de utilizar. Las dosis fueron elegidas segun trabajos previos de nuestro laboratorio 2317

y de otros autores ‘%,

Candesartan cilexetilo (CAND, Laboratorios Phoenix) disuelto en una solucién de bicarbonato de sodio 0.1 N
(Vehiculo; VEH) inmediatamente antes de utilizar. La dosis fue elegida seglin trabajos previos de nuestro

laboratorio 12132197,
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Aripiprazol (ARI; Laboratorios Roemmers, Buenos Aires, Argentina) disuelto en una solucion de bicarbonato

de sodio 0,1N (VEH) inmediatamente antes de utilizar. La dosis fue elegida seglin trabajos previos *-.
Reactivos para los experimentos de electroquimica:
® Dopamina (Sigma Aldrich, MO, USA).

® Nanotubos de carbono de pared multiple (didmetro de 20 a 50 nm, longitud de 5 a 20 Im; Nano-Lab,
USA) funcionalizados con polietilenimina (P-3143; Sigma Aldrich, MO, USA).

® FEl resto de reactivos quimicos fueron de grado reactivo y usados sin futuras purificaciones.

® Se utilizd agua ultrapura (q = 18 MX; sistema Milipore-MiliQ) para la preparacion de todas las

soluciones.
3 Disefio experimental
1 Protocolo experimental 1

Con el objetivo de evaluar el rol de los R-AT, en el desarrollo de la sensibilizacion a ANF y las posibles
alteraciones conductuales, gliales y vasculares asociadas, los animales recibieron VEH o CAND (3 mg/kg) una
vez por dia durante 5 dias por via oral (gavage) y del dia 6 al 10 recibieron una administracion diaria conjunta
de VEH o CAND y SAL o ANF (2.5 mg/kg, i.p.) obteniéndose 4 grupos experimentales (VEH-SAL, VEH-
ANF, CAND-SAL y ANF- CAND). Posteriormente, los animales permanecieron en sus cajas hogar por un
periodo de abstinencia de 21 dias (dia 11 al 31). El dia 31 se realizaron los test conductuales y se extrajeron las
muestras de tejido cerebral para la posterior evaluacion de la reactividad glial y morfologia vascular. Dicho

protocolo experimental se grafica en la figura 3.

Grupos
SAL/AN F TE ST experimentales
DIAS VEH - SAL
E 10 I3 l'— VEH - ANF
CAND - SAL
VEH/CAND CAND - ANF

Figura 3. Protocolo experimental 1. VEH: vehiculo, CAND: candesartan, SAL: salina y ANF: anfetamina.

2 Protocolo experimental 2

Con el objetivo de evaluar la posible reversion de alteraciones conductuales asociadas a la exposicion a ANF a
través del bloqueo de R-AT, o ARI, los animales recibieron SAL o ANF (2.5 mg/kg, i.p.) una vez al dia durante

5 dias. Posteriormente, permanecieron en sus cajas hogar por un periodo de abstinencia de 21 dias (dia 6 al 26).
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A su vez, entre los dias 19 a 23 los animales recibieron VEH (1 ml/kg), CAND (3 mg/kg) o ARI (1 mg/kg) una
vez por dia durante 5 dias por via oral (gavage) obteniéndose 6 grupos experimentales (SAL-VEH, ANF-VEH,
SAL-CAND, ANF-CAND, SAL-ARI y ANF-ARI). El dia 26 se realizaron los test conductuales. Dicho

protocolo experimental se grafica en la figura 4.

Grupos

SAL/AN F TEST experimentales

| saL-ved
ANF - VEH
| saL-cawp
ANF - CAND

VEH/CAND/ARI | sALAR

ANF - ARI

Figura 4. Protocolo experimental 2. VEH: vehiculo, CAND: candesartan, ARI: aripiprazol, SAL: salina y ANF: anfetamina.

3 Protocolo experimental 3

A fin de evaluar los posibles cambios en la cinética de recaptacion de dopamina inducidos por el antagonismo
de los R-AT, in vivo y por la exposicion de ANF in vitro, los animales recibieron VEH (1 ml/kg) o CAND (3
mg/kg) por via oral (gavage) una vez por dia durante 5 dias. Posteriormente, en el dia 6 u 8 (protocolos
experimentales 3a y 3b, respectivamente) los animales fueron sacrificados por decapitacion y el tejido fue
preparado para realizar el estudio de la cinética de recaptacion de dopamina midiéndose luego la desaparicion de
un pulso de DA, en homogenato de CPu, en condiciones basales y en presencia de ANF (0.4 uM). De esta forma
se obtuvieron 8 grupos experimentales: VEH-BASAL-1ABS (1 dia de abstinencia), VEH-BASAL-3ABS,
CAND-BASAL-1ABS, CAND-BASAL-3ABS, VEH-ANF-1ABS, VEH-ANF-3ABS, CAND-ANF-1ABS y
CAND-ANF-3ABS. Dicho protocolo experimental se grafica en la figura 5.

TEST Grupos
DiAS E experimentales
VEH-BASAL-1ABS
VEH/CAND VEH-BASAL-3ABS

CAND-BASAL-1ABS
TEST CAND-BASAL-3ABS

, VEH-ANF-1ABS
%B I:I 8 VEH-ANF-3ABS

L CAND-ANF-1ABS

VEH/CAND CAND-ANF-3ABS

Figura 5. Protocolo experimental 3. VEH-1D: vehiculo, CAND: candesartan, SAL: salina y ANF: anfetamina.
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4 Protocolo experimental 4

Con el objetivo de evaluar el rol de los R-AT, en el estrés oxidativo inducido por ANF, los animales recibieron
VEH (1 ml/kg) o CAND (3 mg/kg) una vez por dia durante 5 dias por via oral (gavage) y del dia 6 al 10
recibieron una administracion diaria conjunta de VEH o CAND y SAL o ANF (2.5 mg/kg, i.p.) obteniéndose 4
grupos experimentales (VEH-SAL, VEH-ANF, CAND-SAL y ANF-CAND). El dia 10, los animales recibieron
la dosis diaria de VEH o CAND y 60 minutos mas tarde la dosis de SAL o ANF. A los 30 minutos posteriores
fueron sacrificados por decapitacion extrayéndose los cerebros cuyas muestras de tejidos fueron preparadas para
la evaluacion del estrés oxidativo medido a través de peroxidacion lipidica y proteica. Dicho protocolo

experimental se grafica en la figura 6.

Grupos
SAL/AMPH CAND  ANF OXIDATNO , experimentales
DiAS CUANTIFICACION VEH - SAL
6 - 0 30 90 .
1 10 DE LA PEROXIDACION VEH - ANF
VEH/CAND | l I | LIPIDICA YPROTEICA CAND - SAL
MNDTOS__ CAND - ANF

Figura 6. Protocolo experimental 4. VEH: vehiculo, CAND: candesartan, SAL: salina y ANF: anfetamina.

5 Protocolo experimental 5

Luego de una inyeccion i.p. del colorante Azul de Evans, éste es absorbido hacia la circulacién en donde se une
a las proteinas séricas formando un marcador de alto peso molecular que genera contraste entre los vasos
sanguineos y los tejidos circundantes . Por lo tanto, para evaluar los posibles cambios agudos en la
microarquitectura vascular producidos por ANF y CAND, evaluamos la morfologia de los microvasos de la

CxPF a través de la autofluorescencia de Azul de Evans en un protocolo adaptado de Wang et al. y Cavaglia et

al, 200201

Los animales recibieron VEH (1 ml/kg) o CAND (3 mg/kg) una vez por dia durante 5 dias por via oral (gavage)
y del dia 6 al 9 recibieron una administracion diaria conjunta de VEH o CAND y SAL o ANF (2.5 mg/kg, i.p.)
obteniéndose 4 grupos experimentales (VEH-SAL, VEH-ANF, CAND-SAL y ANF-CAND). El dia 10, los
animales recibieron una inyeccion del colorante Azul de Evans (80 mg/kg i.p.). A los 30 minutos posteriores, los
animales recibieron una dosis de VEH o CAND via oral (3 mg/kg, gavage), de acuerdo al grupo experimental al
que hayan pertenecido, seguido de una dosis de SAL o ANF 90 minutos después de la inyeccion de Azul de
Evans. A los 120 minutos de la inyeccion del colorante, los animales fueron sacrificados por decapitacion
extrayéndose los cerebros cuyas muestras de tejidos fueron preparadas para la evaluacion de Ila
microarquitectura vascular por autofluorescencia de Azul de Evans. Dicho protocolo experimental se grafica en

la figura 7.
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Grupos
SAL/AMPH EBD_Y=H opl sacrifice ‘ experimentales
DiAS EVALUACION DE LA VEH - SAL
1 6 10+ 90 120 § MICROARQUITECTURA
VEH - ANF
VASCULAR
VEH/CAND CAND - SAL
MINUTES CAND - ANF

Figura 7. Protocolo experimental 5. VEH: vehiculo, CAND: candesartan, SAL: salina y ANF: anfetamina.

4 Toma de muestras

1 Perfusion

Los animales fueron anestesiados con uretano (100 mg/kg; i.p.) y preparados para perfusion intracardiaca. Una
vez obtenida una anestesia profunda, se expuso la cavidad toracica de los animales y se obstruyd el flujo
sanguineo bloqueando la aorta descendente. Se perfundio inicialmente con 100 ml de solucion fisiologica
(cloruro de sodio 0.9%) adicionada con heparina 500 U/l, seguido de 200 ml de solucién fijadora de
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1 M (pH 7.4). Una vez finalizada la perfusion se extrajeron los
cerebros y fueron colocados en una solucidn crioprotectora de sucrosa al 30% en buffer 0.1 M 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).

2 Fijacion por inmersion y preparacion de las muestras para el analisis de la

autofluorescencia del colorante Azul de Evans

Una vez concluido el protocolo de inyeccion del colorante Azul de Evans detallado en la seccidon de protocolo
experimental 5, se procedid a sacrificar a los animales por decapitacion y los cerebros fueron inmediatamente
sumergidos en solucion fijadora de paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1 M (pH 7.4) y mantenidos a 4
°C al abrigo de la luz por 48 hs. Posteriormente fueron colocados en una solucién crioprotectora de sucrosa al
30% en buffer 0.1 M y mantenidos a 4 °C hasta realizarse el procedimiento para el analisis de la

microarquitectura vascular por autofluorescencia de Azul de Evans.

El dia del experimento los cerebros fueron adheridos a un soporte con medio para congelamiento tisular
(Biopack) y conservados durante 30 minutos a -20 °C. Posteriormente se obtuvieron cortes coronales seriados
de 40 um de espesor de la muestra utilizando un cridstato Leica CM1510S que se recogieron en una solucion de
buffer fosfato 0.01 M. Luego los cortes fueron montados en portaobjetos gelatinizados (5 g/l) dejandose secar a
4 °C durante una noche protegidos de la luz. Finalmente fueron cubiertos con medio de montaje Fluorsave

(Sigma-Aldrich, USA) y cubreobjetos para su posterior visualizacion.
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5 Inmunohistoquimica

El dia del experimento los cerebros fueron adheridos a un soporte con medio para congelamiento tisular
(Biopack) y conservados durante 30 minutos a -20 °C. Posteriormente se obtuvieron cortes coronales seriados
de la muestra utilizando un criostato Leica CM1510S. Los cortes de tejido fijado fueron incubados a
temperatura ambiente por 2 hs con una solucién de metanol 10% y peroxido de hidrogeno 10% (30 volumenes)
en agua destilada (2 hs) con el objetivo de inducir el agotamiento de la actividad de la peroxidasa enddgena.
Luego se realizaron 3 lavados de 5 minutos con buffer fosfato 0.01 M. A continuacion se realiz6 el bloqueo de
las uniones inespecificas a través de la inmersion de los cortes por 2 hs en suero normal de cabra (NATOCOR)
al 10% en buffer fosfato 0.1M (pH 7.4) a temperatura ambiente. Posteriormente se realizo la incubacion durante
la noche a temperatura ambiente con el anticuerpo primario correspondiente en una solucion que contuvo 2% de
suero normal de cabra (NATOCOR) y 0,3% de Triton X-100 (Fluka Analytical) en buffer fosfato 0.1 M (pH
7.4). Al dia siguiente, se realizaron tres lavados de 5 minutos con buffer fosfato 0.01 M y luego se incubaron los
cortes durante 2 hs a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado correspondiente a fin de
amplificar la sefial. A continuacion los cortes fueron lavados 3 veces durante 5 minutos con buffer fosfato 0.01
M, incubandose luego durante 2 hs a temperatura ambiente con el complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (Vector
Laboratories Inc.) en buffer fosfato 0.1M (pH 7.4) con 2% suero normal de cabra (NATOCOR), lo que permite
una nueva amplificacion de la sefial y lleva a su vez la enzima peroxidasa que participa en la reaccion de
revelado. Luego de 3 lavados de 5 minutos con buffer fosfato 0.01 M se procedié al revelado de la sefial
mediante la incubacion de los cortes durante 5 minutos con una solucién compuesta por el cromdgeno
diaminobencidina (0.5 mg/ml; Sigma Chemical Co.) y peroxido de hidrogeno. La reaccion fue intensificada con
solucion de cloruro de cobalto 1% y de sulfato de niquel 1%, que se agregaron al medio de revelado,
obteniéndose una marca de color violeta oscuro. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 minutos con buffer
fosfato 0.01 M y los cortes fueron montados en portaobjetos gelatinizados (5 g/l) dejandose secar a temperatura
ambiente. Finalmente fueron aclarados con xilol, cubiertos con medio de montaje DPX (Fluka Analytical) y

cubreobjetos para su posterior visualizacion.

1 Inmunomarcacion de Proteina Acidica Fibrilar Glial

Se obtuvieron muestras por perfusion y se recogieron cortes de 20 um de espesor en buffer fosfato 0.01 M.
Posteriormente se realizd el procedimiento general de inmunomarcacion detallado anteriormente
inmunomarcando la Proteina Acidica Fibrilar Glial (GFAP) con el anticuerpo primario monoclonal hecho en
ratén anti-GFAP (Sigma-Aldrich) en una dilucién 1:1000, y el anticuerpo secundario biotinilado hecho en cabra

anti-raton (Jackson immunoResearch Laboratories Inc, USA) en una dilucion de 1:3000.

2 Inmunomarcacion de la integrina CD11b

Se obtuvieron muestras por perfusion y se recogieron cortes de 20 um de espesor en buffer fosfato 0.01 M.

Posteriormente se realizd el procedimiento general de inmunomarcacion detallado anteriormente
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inmunomarcando la integrina CD11b con el anticuerpo primario monoclonal hecho en raton anti-CD11b
(Millipore) en una dilucion 1:1000, y el anticuerpo secundario biotinilado hecho en cabra anti-raton (Jackson

immunoResearch Laboratories Inc, USA) en una dilucién de 1:2000.

3 Inmunomarcacion del gen de expresion temprana c-FOS

Se obtuvieron muestras por perfusion y se recogieron cortes de 40 um de espesor en buffer fosfato 0.01 M.
Posteriormente se realizo el procedimiento general de inmunomarcacion detallado anteriormente
inmunomarcando el gen de expresion temprana con el anticuerpo primario monoclonal hecho en conejo anti-c-
FOS (Abcam) en una diluciéon 1:10000, y el anticuerpo secundario biotinilado hecho en cabra anti-conejo

(Jackson immunoResearch Laboratories Inc, USA) en una dilucién de 1:3000.

6 Obtencion y analisis de imagenes

El analisis se realizdo mediante un microscopio Leica DM 4000B acoplado con una camara digital Leica DFC.
Las imagenes fueron guardadas en formato TIFF (1392 x 1040 pixeles) y procesadas con el programa ImageJ
(version 1.53c) . Las mediciones fueron realizadas en forma bilateral en dos secciones y el valor final se
calculd como el promedio de las 4 secciones contadas. La cuantificacion de las imagenes fue realizada en la
corteza prefrontal subdivision prelimbica (CxPF-PL) y subdivision infralimbica (CxPF-IL) (Bregma: 3.20 mm),
en Caudado Putamen (CPu) y Nucleo Accumbens (NAcc) (Bregma: 1.6) la cuales fueron identificadas y
delimitadas de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (2009). Para asegurar la obtencion de resultados objetivos

el analisis se realizé a ciego al momento del estudio.

1 Analisis de la microarquitectura vascular por inmunohistoquimica del factor de

von Willebrand

El analisis de la microarquitectura vascular se realiz6 a partir de la visualizacién de microvasos cerebrales por la
marcacion del antigeno endotelial factor de von Willebrand (FvW) por inmunohistoquimica. Se obtuvieron
imagenes a 200x y se realizd un trazado manual del contorno vascular procediéndose luego al rellenado

automatico de los vasos y la obtencion de imagenes en formato RGB a partir del siguiente procedimiento:
1 Sustraer el background en 15 pixeles a través de la herramienta “Rolling ball radius”.
2 Generar imagenes binarias a través de la herramienta “Make Binary”.
3 Rellenar los vasos contorneados a través de la herramienta “Fill Holes”.

4  Transformar el formato de imagenes a 8 bits e invertir su color.
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5 Transformar en formato RGB.Se cuantificé el area vascular (densidad vascular) y el diametro vascular

utilizando el plugin “Vessels Analysis” del software ImageJ .

A partir de la imagen de densidad vascular obtenida en el punto anterior se calcularon los puntos de

ramificacion por area vascular y la tortuosidad (cociente entre la distancia real entre dos segmentos vasculares y

la distancia mas corta entre ellos) seglin trabajos previos '213%204203

1 Esqueletonizacion de iméagenes binarias mediante la herramienta “Skeletonize”.

2 Analisis de las imdgenes esqueletonizadas mediante la herramienta “Analyze Skeleton (2D/3D)”.

mediante el siguiente procedimiento:

3 De los resultados obtenidos en el punto anterior se calcula el nimero de puntos de ramificacion

sumando la cantidad de pixeles “Junction” (indican los puntos de interseccion entre 3 segmentos

vasculares) divididos por el area vascular.

4  Se calcula la tortuosidad a partir de los resultados del analisis de imagenes esqueletonizadas por medio

de la division entre el valor de la longitud vascular de cada seccion “Branch Length” por su distancia

Euclidea “Euclidean Distance”).

El procedimiento arriba descrito se esquematiza en la figura 8.

SAL/ANF

Vasos
VEH/CAND

100 pm

Area vascular (%)

18% L;\ /

s O  Puntosde raminficacion
/—— Distancia real

—— Distancia euclidea

Figura 8. Representacion del analisis vascular a través de la inmunomarcacién de von Willebrand.
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2 Analisis de la reactividad astrocitaria

Se obtuvieron imagenes a un aumento de 400x y se cuantifico el area inmunopositiva para GFAP, definiendo
umbral de grises en 140-180. Los resultados se expresaron como la proporcion en porcentaje del area GFAP+ en

relacion al area total (figura 9).

3 Analisis de la reactividad microglial

Se obtuvieron imagenes a un aumento de 400x y se cuantificé el area inmunopositiva para la integrina CD11b
(area CD11b+), definiendo umbral de grises en 130-150. Los resultados se expresaron como la proporcion en

porcentaje del area inmunopositiva en relacion al area total (figura 9).

SAL/ANF Astroglia
DIAS 10 3 m—
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Figura 9. Representacion del analisis de la reactividad glial.
4 Analisis de la actividad neuronal

Se obtuvieron imagenes a un aumento de 400x y se definié un umbral de grises entre 190-210. Posteriormente
se cuantificé el nimero de células c-FOS positivas (c-FOS+) en forma automatica mediante la herramienta
“Analyze Particles” sumando aquellas particulas que poseian un tamafio entre 14 a 38 pixeles® y una

circularidad entre 0.2-1.0.

5 Analisis de la microarquitectura vascular por medio de la autofluorescencia del

colorante Azul de Evans

El analisis de la microarquitectura vascular se realizo a partir de la visualizacion de microvasos cerebrales por

autofluorescencia del colorante de Azul de Evans. Se obtuvieron imagenes a 400x y las sefiales fluorescentes
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resultantes de la autofluorescencia del colorante Azul de Evans fueron obtenidas por excitacion a 620 nm y

emision a 680 nm. Los distintos grupos experimentales fueron procesados al mismo tiempo y al momento de la

captura de imagenes se mantuvieron constantes la intensidad de la lampara (55%), el tiempo de exposicion (1 s)

y los parametros del histograma obtenido.

Luego se procesaron las imagenes para su posterior analisis mediante el siguiente procedimiento:

Transformar el formato de imdgenes a 8 bits.

Sustraer el background en 50 pixeles a través de la herramienta “Rolling ball radius”.
Fijar el umbral de grises y generar imagenes binarias.

Rellenar los vasos contorneados a través de la herramienta “Fill Holes”.

Eliminar marcas especificas mediante dos ciclos de 20 pasos de eliminacion de particulas con un radio

menor a 1 y 2 pixeles respectivamente a través del siguiente codigo escrito en el lenguaje 1J1 Macro:
for (1= 0;1<20; i++) {run("Remove Outliers...", "radius=1 threshold=50 which=Bright");}
for (1= 0;1<20; i++) {run("Remove Outliers...", "radius=2 threshold=50 which=Bright");}

Eliminar aquellas particulas menores a 1000 pixeles® y que tengan una circularidad superior a 0.6

mediante la herramienta “Analyze particles”.

Transformar el formato de imagenes a RGB colour.

Una vez procesadas las imagenes, se procedid al analisis de la microarquitectura vascular utilizando el plugin

“Vessels Analysis” del software ImageJ **. Los parametros evaluados fueron:

Proporcidn del area vascular expresada como porcentaje.
Didmetro vascular.

Proporcién de area ocupada por capilares y vasos de didmetro medio. De acuerdo a lo publicado
previamente por Xiong y colaboradores, aquellos vasos que tuvieran un didmetro vascular promedio
menor o igual a 8§ um fueron considerados capilares y aquellos con un diametro entre 8 a 20 pm fueron

considerados vasos de didmetro medio 2.

Analisis de la cinética de recaptacion de dopamina

La cinética de recaptacion de DA fue cuantificada por medio de mediciones amperométricas con un electrodo de

carbono vitreo modificado con una dispersion de nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados con

polietilamina, via ultrasonicacion, hacia la deteccion ultrasensible y selectiva de DA. La sefal analitica fue
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obtenida midiendo la corriente de oxidacion de DA a lo largo del tiempo aplicando un potencial de trabajo de

250 mV en condiciones hidrodindamicas. Las condiciones experimentales se basaron en estudios previos 2°"2%,

Los animales recibieron VEH o CAND segun los protocolos experimentales 3a y 3b por 5 dias ilustrados en la
figura 4. Posteriormente, en el dia 6 u 8 fueron sacrificados por decapitacion y el tejido estriatal fue obtenido por
rapida diseccidn del cerebro en vidrio reloj enfriado sobre una superficie de hielo. El tejido estriatal (~40 mg de
peso humedo) fue chopeado a mano con bisturi y homogeneizado 3 veces en 1000 pl de buffer fisiologico a pH
7.4 compuesto de NaCl 3.00 mM, KCI 1.24 mM, KH,PO,, 1.30 mM MgSO,, 2.50 mM CaCl,, 26.0 mM
NaHCO; y 10.0 mM glucosa saturado con una mezcla de 95% O, y 5% CO,. Luego se adicionaron 2000 pl de
buffer fisioldgico a la suspension estriatal y se dividid la muestra en 3 repeticiones del mismo volumen (~1000
ml) que se mantuvieron a 4 °C hasta la realizacion de las mediciones. En el momento de la medicion cada
repeticion de muestra se incubd a 37 °C en la celda de vidrio de incubacion a la que se le adiciono 2000 ml de
buffer fisiologico e inmediatamente después se procedio a la cuantificacion de la cinética de recaptacion de DA
en condiciones basales (2 repeticiones) o en presencia de ANF 0.4 uM (1 repeticion). Se evalud la velocidad de
recaptacion de DA en condiciones basales (Rg) midiendo la velocidad de desaparicion de un pulso instantaneo
de 1500 pmoles de DA. La velocidad de recaptacion de DA en presencia de ANF (Ranr)fue evaluada
adicionando 400 pmoles de ANF a la suspension de tejido estriatal 5 minutos antes de la medicion de
desaparicion del pulso de DA (la cantidad de ANF fue calculada para obtener 20 pmoles de ANF por mg de
tejido humedo y de esa forma obtener un porcentaje de inhibicion de la recaptacion de DA de ~50%, similar a lo
reportado por Wayment et al. **. El indice de inhibicion de la recaptacion de DA (Ianr) fue calculado de la

siguiente forma:

RANF
I =1 R,
8 Estrés oxidativo

Siguiendo el protocolo experimental 4 ilustrado en la figura 5, en el dia 10 los animales recibieron la dosis diaria
de VEH o CAND y 60 minutos mas tarde la dosis de SAL o ANF. A los 30 minutos posteriores fueron
sacrificados por decapitacion e inmediatamente se obtuvo la CxPF (incluyendo las subdivisiones PL, IL y
cingulada), CPu, CxM ¢ HPC por rapida diseccion del cerebro en vidrio reloj enfriado sobre una superficie de
hielo que se homogeneizaron en buffer fosfato 0.1M obteniéndose los homogenatos de las distintas estructuras
cerebrales. Posteriormente se procedié a la evaluacion del estrés oxidativo medido a través de peroxidacion

lipidica y proteica.
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1 Peroxidacion lipidica

Inicialmente se cuantificd el contenido proteico por colorimetria a través del método de Bradford a una
absorbancia de 595 nm. Subsecuentemente se realizé la cuantificacion de la peroxidacion lipidica por

espectrofotometria a partir de la adaptacion del protocolo descrito por Avci et al. 2™,

Se colocaron 100 pl de homogenato de las estructuras cerebrales en un eppendorf junto con 250 pl de acido
tricloroacético y 250 pl de acido tiobarbiturico. Inmediatamente después, las muestras fueron mantenidas en
bafio termostatizado a 100 °C por 10 minutos. Luego, las muestras fueron centrifugadas a 129 G por 10 minutos
para eliminar el precipitado y se procedio a cuantificar la absorbancia a 532 nm. Las sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico fueron cuantificadas utilizando un coeficiente de extincion de 1.56 x 10° (M x cm ) y se
expresaron como nM de malondialdehido (MDA) por mg de proteinas. Todas las muestras fueron analizadas por

duplicado.

2 Cuantificacion de los productos proteicos de oxidacion avanzados

Inicialmente se cuantificé el contenido proteico por colorimetria a través del método de Bradford a una
absorbancia de 595 nm. Subsecuentemente se realizo la cuantificacion de los productos proteicos de oxidacioén

avanzados (PPOA) por espectrofotometria a partir de la adaptacion del protocolo descrito por Witko-Sarsat et al.

211

Se colocaron 100 ul de homogenato de las estructuras cerebrales en una placa microtituladora y se adicionaron
10 pl de ioduro de potasio (1.16 M) y 20 pl de acido acético glacial y se procedié a la medicion de la
absorbancia de la muestra a 340 nm. La curva de calibracion fue construida en base a la absorbancia obtenida de
una solucion de cloramina T a distintas concentracion como solucion estandar y 200 pl de buffer fosfato 0.1 M
como blanco. La concentracion de PPOA fue expresada como unidades equivalentes de cloramina (pM) por

miligramo de proteinas. Todas las muestras fueron analizadas por duplicado.

9 Test conductuales

Todos los test conductuales fueron realizados en una habitacion diferente de la cual fueron alojados en la jaula
hogar y también de la habitacioén en que recibieron las diferentes drogas. Cada animal fue utilizado para sélo un

unico test conductual, el cual se realizo entre las 9 y las 18 hs bajo luz tenue y en ausencia de ruidos.

1 Actividad locomotora

Los animales fueron colocados en arenas de plastico translicidas (52 cm x 37 cm x 31 cm, figura 10)
localizadas sobre un fondo oscuro para aumentar el contraste entre el animal y el fondo (permite un

reconocimiento 6ptimo del animal por el software utilizado). De manera similar a trabajos previos, la expresion
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de la sensibilizacion fue analizada midiendo la actividad locomotora unicamente durante el periodo de
abstinencia '***'>?83, De manera similar a lo reportado por Beyaert et al. ', los animales fueron colocados
individualmente en la arena y habituados por un periodo de 1 h. Posteriormente recibieron una inyeccion de
SAL (1 ml/kg i.p.) y se midi6 su locomocion por 1 h. Luego recibieron una dosis desafio de ANF (0.5 mg/kg
i.p.) y se midié su locomocion por un periodo de 1 h. Todas las sesiones fueron grabadas por medio de una
camara posicionada sobre la arena y los videos fueron posteriormente analizados con el software Etho
Watcher® *. Dicho software detecta el punto central del animal (relativo al contraste del fondo) y realiza un
seguimiento de su movimiento registrando las coordenadas en los diferentes puntos del tiempo. La frecuencia de

fotogramas de los videos fue estandarizada a 6 fotogramas por segundo.

a b C

. DESAFIO DESAFIO
HABITUACION  SAL ANF
SALINA ANFETAMINA

l l
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Figura 10. Test de actividad locomotora. Esquema representativo de la arena (a). Esquema temporal (b). Imagen representativa (c).

2 Interaccion social

El disefio general del test fue adaptado de trabajos previos de otros autores '**'*%21321® 1,05 animales fueron
colocados en una arena de melamina negra (100 cm x 100 cm x 40 cm, figura 11) y habituados por 5 minutos el
dia previo al test. En el dia del test, se colocaron en la arena dos ratas desconocidas entre ellas y pertenecientes
al mismo grupo experimental y se monitorizd6 su movimiento por 5 minutos con una camara colocada por
encima de la arena. Posteriormente los videos fueron analizados a través del software Tracker video analysis
modelling tool®. Se registrd el tiempo total de interaccion social para cada par de animales y se calculd el
tiempo de interaccidn pasiva (proximidad a menos de 20 cm) y tiempo de interaccion positiva (comportamientos

asociados a olfateo, seguimiento, acicalamiento y agresividad) de manera similar a trabajos previos 2'*?"7,

a b
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Figura 11. Test de interaccion social. Esquema representativo de la arena (a). Imagen representativa (b).

3 Memoria de trabajo: laberinto en Y elevado

La memoria de trabajo fue evaluada a partir del paradigma de laberinto en Y elevado adaptado de trabajos
previos %220 T 0s animales fueron colocados en el centro de un laberinto en forma de Y con tres brazos
iguales (50 cm x 10 cm x 39 cm en angulos de 120°) y se les permitio explorar libremente por 8 minutos (figura
12). El test fue monitorizado a través de una camara de video situada arriba del laberinto en Y y se cuantificaron
el nimero de alternaciones espontaneas (% AE) y entradas a los brazos. La entrada a un brazo fue considerada
cuando las 4 patas del animal se encontraron simultdneamente dentro del brazo. Las AE se definieron como la
eleccion consecutiva de 3 brazos distintos. El resultado fue expresado como el cociente porcentual entre las AE
y el numero total de alternaciones posibles (se obtiene restando por 2 al niimero total de entradas) representado
en la formula X. En este paradigma comportamental la alteracion de la memoria de trabajo se refleja como un
menor porcentaje de AE. Aquellos animales que mostraron un periodo de inmovilidad mayor a 2 minutos entre

los brazos fueron excluidos del analisis.

o AE= n ° alternaciones <100

(n°entradas - 2)

5
B >

50 cm

N

(23

Figura 12. Test de laberinto en Y elevado Esquema representativo de la arena.

4 Memoria a corto plazo: test de reconocimiento de objetos nuevos

La memoria a corto plazo fue evaluada en el paradigma de reconocimiento de objetos nuevos adaptado a partir
de trabajos previos 2'*%2'22 E] dia previo al test, los animales fueron habituados individualmente en dos sesiones
de 5 minutos separadas por 2 hs a la arena vacia, que consistio en una caja de plexiglas negra (60 cm x 60 cm x
40 cm, Figura 13). En la sesion de entrenamiento, en el dia del experimento, se les permiti6 a los animales
explorar libremente por 5 minutos la arena que tuvo 2 objetos idénticos alineados a 10 cm en forma aleatoria a
una de las paredes (Figura 13). 2 hs después en la sesion de test, los animales fueron colocados en la misma
arena en la cual uno de los objetos fue reemplazado en forma aleatoria por uno nuevo de diferente textura y
forma (Figura 13) y se les permitid explorar libremente por 5 minutos. Ambas sesiones fueron monitorizadas a

través de una camara de video posicionada arriba de la arena y se cuantifico el tiempo de contacto con cada

45



objeto. Los resultados fueron expresados como indice de preferencia (IP) del objeto nuevo en la sesion de test e

IP del objeto mas explorado en la sesion de entrenamiento que se calculd con la siguiente formula:

P = exploracion del objeto nuevo ( s )
" (exploracién objeto nuevo +exploracién del objeto viejo) \ s
P _ exploracion del objeto mds frecuente ( N )
entrenamiento | oxploracion objeto 1+ exploraciéndel objeto 2 |\ s

40 cm

© S

60 cry

Figura 13. Imagen representativa del test de reconocimiento de objetos nuevos. Sesion de entrenamiento (a) y sesion de test (b).

Un valor de IP mayor a 0.5 en la sesion de test es indicativo de una mayor preferencia en la exploracion por el
objeto nuevo y por lo tanto de una buena performance de la memoria a corto plazo debido al reconocimiento del
objeto viejo presentado previamente en la sesidn de entrenamiento. Un IP cercano a 0.5 en la sesién de

entrenamiento es indicativo de la ausencia de sesgos en el entrenamiento.

10 Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados utilizando ANOVA de dos vias (protocolo experimental 1, 2, 4, y 5), ANOVA
de tres vias (protocolo experimental 3) o t-test (protocolo experimental 3) y reportado como la media + SEM.
Para el analisis de ANOVA de dos vias se consider6 a VEH/CAND o VEH/CAND/ARI como el factor
tratamiento y SAL/ANF como el factor droga. Para el andlisis de ANOVA de tres vias se considerd a
VEH/CAND como el factor tratamiento, a 1ABS/3ABS (1 y 3 dias de abstinencia respectivamente) como el
factor abstinencia y a BASAL/ANF (recaptacion en condiciones basales o en presencia de ANF 0.4 uM
respectivamente) como el factor desafio. En el caso de observar un efecto significativo de la interaccion se
realizaron comparaciones multiples corrigiendo los p-valor por medio del test a posteriori de Tukey. Se
consideré como estadisticamente significativo aquellos valores de probabilidad menores a 0.05. El analisis

estadistico se realizo utilizando el software Graphpad Prism® 8.02.
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Resultados

1 Los receptores AT, participan en el desarrollo de la sensibilizacion conductual

a anfetamina

Objetivo 1: evaluar el rol de los receptores AT, en alteraciones conductuales inducidas por la exposicion repetida a anfetamina
Objetivo 1.1: evaluar la participacion de los receptores AT, en el desarrollo y mantenimiento de la sensibilizacion conductual inducida por

exposicion repetida a anfetamina.

A fin de evaluar si el protocolo de exposicion a ANF utilizado en el presente trabajo induce
sensibilizacion conductual y si los R-AT, participan en el desarrollo de este fendmeno, se evalud la
actividad locomotora de los animales en respuesta a una reexposicion a ANF en una dosis desafio (0.5
mg/kg) en los 4 grupos experimentales (VEH-SAL, VEH-ANF, CAND-SAL y CAND-ANF) generados
con el protocolo experimental 1. Se evalud también la locomocion de los animales en respuesta a una
dosis desafio de SAL (1 ml/kg) a fin de evaluar respuestas diferenciales al estrés inducidas por el

tratamiento previo.

La exposicion a ANF indujo sensibilizacién conductual evaluada como hiperlocomocion en respuesta a una
reexposicion a la droga luego de 21 dias de abstinencia (protocolo experimental 1). A su vez, el bloqueo de R-

AT, previno la sensibilizacion al psicoestimulante.

La administracién de una dosis desafio de ANF (0.5 mg/kg) indujo hiperlocomocion en el grupo VEH-ANF al
ser comparado con el resto de los grupos (Figura 14, tabla 1). A su vez, no se observaron diferencias estadisticas

entre el grupo CAND-ANF y los grupos controles VEH-SAL y CAND-SAL.

Luego de la administracion de una dosis desafio de SAL (1 ml/kg) no se observaron diferencias en la distancia

recorrida entre los 4 grupos experimentales (inset figura 14).
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Figura 14. Los R-AT; participan en el desarrollo de sensibilizacion a ANF. El grafico muestra la distancia recorrida en el test de actividad locomotora en los
cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1. La figura principal muestra la locomocion en respuesta a una dosis desafio de ANF (0.5 mg/kg). La
figura insertada muestra la actividad locomotora en respuesta a una dosis desafio de SAL (1 ml/kg). Los valores se expresan como la media + desviacion

estandar de la media (DEM), * diferente del resto de los grupos (p < 0.05); n=10 - 14.

ANOVA 2-vias Distancia recorrida (desafio salina) Distancia recorrida (desafio anfetamina)
Interaccion F 1.49=0.216 p=0.644 F (1,45 =4.607 *p =0.037
tratamiento F (1,49 =2.151 p=0.150 F (1.459=3.800 p=0.058

droga F (.49=2.613 p=0.113 F (1,45 =13.88 *p <0.001

VEH-SAL VEH-ANF - VEH-SAL VEH-ANF *p <0.001

VEH-SAL CAND-SAL - VEH-SAL CAND-SAL p=0.999

Comparaciones VEH-SAL CAND-ANF - VEH-SAL CAND-ANF p=0.584
multiples con test a

posteriori de Tukey VEH-ANF CAND-SAL - VEH-ANF CAND-SAL *p =0.002

VEH-ANF CAND-ANF - VEH-ANF CAND-ANF *p =0.046

CAND-SAL CAND-ANF - CAND-SAL CAND-ANF p=0.672

Tabla 1. Los R-AT), participan en el desarrollo de sensibilizacion a ANF. La tabla muestra los parametros estadisticos obtenidos en el analisis de la distancia

recorrida en el test de actividad locomotora en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1. *p < 0.05.
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2 Los receptores AT, participan en el mantenimiento de la sensibilizacion

conductual a anfetamina

Con el objetivo de evaluar si los R-AT, participan en el mantenimiento de la sensibilizacion conductual a
ANF y la validez de prediccion del modelo (reversion de la sensibilizacion con el antipsicotico ARI), se
evalu6 la actividad locomotora de los animales en respuesta a una reexposicion a ANF con una dosis
desafio (0.5 mg/kg) en los 6 grupos experimentales (SAL-VEH, ANF-VEH, SAL-CAND, ANF-CAND,
SAL-ARI y ANF-ARI) generados con el protocolo experimental 2. Se evalué también la locomocion de
los animales en respuesta a una dosis desafio de SAL (1 ml/kg) a fin de evaluar respuestas diferenciales

al estrés inducidas por el tratamiento previo.

La exposicion a ANF promovi6 la sensibilizaciéon conductual evaluada como hiperlocomocion en respuesta a
una reexposicion a la droga luego de 21 dias de abstinencia (protocolo experimental 2). A su vez, el

antagonismo de R-AT, y la administracion de ARI revirtieron la sensibilizacion al psicoestimulante.

La administracion de una dosis desafio de ANF (0.5 mg/kg) indujo una respuesta locomotora significativamente
mayor en el grupo ANF-VEH comparado con el resto de los grupos excepto el grupo ANF-ARI (figura 15, tabla
2). El antagonismo de los R-AT, durante el periodo de abstinencia revirtio la sensibilizacion a ANF ya que no se
observaron diferencias significativas entre el grupo ANF-CAND y SAL-CAND. A su vez, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos ANF-ARI y SAL-ARI, por lo que la administracion
de ARI durante el periodo de abstinencia también revirtid la sensibilizacién conductual a ANF. No se
observaron diferencias significativas entre los grupos controles (SAL-VEH, SAL-CAND y SAL-ARI) ni
tampoco al comparar los grupos controles con los grupos ANF-CAND y ANF-ARI.

Luego de la administracion de una dosis desafio de SAL (1 ml/kg) no se observaron diferencias en la distancia

recorrida entre los 6 grupos experimentales (inset figura 15).
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Figura 15. Los R-AT; participan en el mantenimient

de la

ibilizacion a ANF. El grafico muestra la distancia recorrida en el test de actividad

locomotora en los seis grupos experimentales del protocolo experimental 2. El grafico principal muestra la locomocion en respuesta a una dosis desafio de ANF

(0.5 mg/kg). La figura insertada muestra la locomocion en respuesta a una dosis desafio de SAL (1 ml/kg). Los valores se expresan como la media + DEM, #

diferente del resto de los grupos excepto ANF-ARI (p <0.05); n=10- 17.

ANOVA 2-vias

Distancia recorrida (desafio salina)

Distancia recorrida (desafio anfetamina)

Interaccion F (2.60)=0.060 p=0.942 F .69 =3.667 *p =0.031
tratamiento F 2.60) = 1.360 p=0.263 F 2.60) = 1.817 p=0.162
droga F 2.60) = 0.057 p=0.812 F 2,60) = 16.16 *p <0.001
Comparaciones SAL-VEH ANF-VEH SAL-VEH ANF-VEH *p <0.001
multiples con test a
posteriori de Tukey SAL-VEH SAL-CAND SAL-VEH SAL-CAND p=0.999
SAL-VEH ANF-CAND SAL-VEH ANF-CAND p=0.797
SAL-VEH SAL-ARI SAL-VEH SAL-ARI p=0.978
SAL-VEH ANF-ARI SAL-VEH ANF-ARI p=0.196
ANF-VEH SAL-CAND ANF-VEH SAL-CAND *p <0.001
ANF-VEH ANF-CAND ANF-VEH ANF-CAND *p =0.026
ANF-VEH SAL-ARI ANF-VEH SAL-ARI *p =0.002
ANF-VEH ANF-ARI ANF-VEH ANF-ARI p=0.146
SAL-CAND ANF-CAND SAL-CAND ANF-CAND p=0.945
SAL-CAND SAL-ARI SAL-CAND SAL-ARI p=0.999
SAL-CAND ANF-ARI SAL-CAND ANF-ARI p=0.430
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ANF-CAND SAL-ARI - ANF-CAND SAL-ARI p=10.992

ANF-CAND ANF-ARI - ANF-CAND ANF-ARI p=0.946

SAL-ARI ANF-ARI - SAL-ARI ANF-ARI p=0.616

Tabla 2. Los R-AT, participan en el mantenimiento de la sensibilizacion a ANF. La tabla muestra los parametros estadisticos obtenidos en el analisis de la

distancia recorrida en el test de actividad locomotora en los seis grupos experimentales del protocolo experimental 2. *p < 0.05.

3 La interaccion social no es afectada por la exposicion a anfetamina o por el

bloqueo de los R-AT;

Objetivo 1.2. Determinar el efecto de la exposicion repetida a la anfetamina en la interaccion social y la participacion de los

receptores AT, en dicho efecto.

A fin de evaluar si la exposicion a ANF o el bloqueo de los R-AT) alteran la interaccion social, se evalud
el tiempo de interaccion social pasiva y activa en condiciones basales en los 4 grupos experimentales

(VEH-SAL, VEH-ANF, CAND-SAL y CAND-ANF) generados con el protocolo experimental 1.

No se observaron cambios significativos tanto en la interaccion social pasiva como activa relacionados con la
exposicion a ANF o el bloqueo de R-AT,; 21 dias después de la ultima exposicion a las drogas (protocolo
experimental 1). En este sentido, no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al analizar la
influencia de los factores “droga”, “tratamiento” e “interaccidon” en el tiempo de interaccion social tanto en la

interaccion social pasiva como en la activa (figura 16, tabla 3).

Al analizar la distancia recorrida durante el test, se obtuvo un efecto significativo del factor “droga”
observandose valores de locomocion significativamente menores en los grupos experimentales que previamente
recibieron ANF (figura 16, tabla 3). No se observaron diferencias significativas en la locomocion inducidas por

el factor “tratamiento” ni por el factor “interaccion”.
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Figura 16. La interaccién social no es afectada por la exposicion a ANF o por el bloqueo de los R-AT . El grafico muestra los parametros analizados en el
test de interaccion social en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1. Tiempo de interaccion pasiva (a). Tiempo de interaccion activa (b).

Distancia recorrida (c). Los valores se expresan como la media + DEM, * diferentes de VEH-SAL y VEH-ANF (p < 0.05); n = 14 - 20.

ANOVA 2-vias Interaccion social pasiva (s) Interaccion social activa (s) Distancia recorrida (m)
Interaccion F (.30 = 0.004 p=0.952 F (1.30=0.170 p=0.683 F (.69=0.224 p=0.638
tratamiento F (1,30 =0.262 p=0.613 F (1.30=0.056 p=0.814 F.on=1417 p=0.238

droga F (1,30 =0.607 p=0.442 F (1,30 =0.300 p=0.588 F 1,69 =10.22 *p =0.002

Tabla 3. La interaccion social no es afectada por la exposicion a ANF o por el bloqueo de los R-AT. La tabla muestra los pardmetros estadisticos obtenidos

en el analisis de interaccion social en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1. *indica p < 0.05.

4 La memoria a corto plazo no es afectada por la exposicion a anfetamina o por el
bloqueo de los R-AT;
Objetivo 1.3. Estudiar la participacion de los receptores AT1 en el desarrollo de alteraciones en la memoria a corto plazo inducida

por la exposicion repetida a anfetamina.

Con el objetivo de evaluar si la exposicion a ANF o el bloqueo de los R-AT, alteran la memoria a corto
plazo, se evalu6 la memoria declarativa en el paradigma de reconocimiento del objeto nuevo en
condiciones basales en los 4 grupos experimentales (VEH-SAL, VEH-ANF, CAND-SAL y CAND-
ANF) generados con el protocolo experimental 1. Se analiz6 también el desempefio durante la sesion de
entrenamiento a fin de evaluar la presencia de sesgos en los resultados relacionados con la sesion de

entrenamiento.

La exposicion a ANF o el bloqueo de R-AT, no generaron cambios significativos en el desempefio de la
memoria a corto plazo declarativa evaluada 21 dias después de la ultima exposicion a las drogas en el paradigma

del reconocimiento del reconocimiento del objeto nuevo (protocolo experimental 1). En este sentido, todos los
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grupos experimentales mostraron mayor preferencia por el objeto nuevo en la sesion test (indices de preferencia

por el objeto nuevo superiores a 0.5) sin diferencias estadisticamente significativas al analizar la influencia de

los factores “droga”, “tratamiento” e “interaccion” (figura 17, tabla 4). Adicionalmente, se observaron valores

del indice de preferencia en la sesion de entrenamiento cercanos a 0.5 en todos los grupos experimentales lo que

sugiere que no existieron sesgos de preferencia durante el entrenamiento.
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Figura 17. La memoria a corto plazo no es afectada por la exposiciéon a ANF o por el bloqueo de los R-AT ;. El grafico muestra los parametros analizados

en el test de reconocimiento de objetos nuevos en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1. Indice de preferencia en la sesién de

entrenamiento (a). Indice de preferencia en la sesion test (b). Los valores se expresan como la media + DEM; n=7 - 9.

ANOVA 2-vias

Sesion de entrenamiento

Sesion test

Sesion de entrenamiento

Interaccion F3=0.113 p=0.739
tratamiento F (1,33 =0.062 p=0.806
droga F (33 =3.765 p=0.061

F 33 =0.113
F (1,33 = 0.062
F 133 =3.765

p=0.739

p=0.806

p=0.061

F,33=0.113 p=0.739
F (1,33=0.062 p=0.806
F 133 =3.765 p=0.061

Tabla 4. La memoria a corto plazo no es afectada por la exposicion a ANF o por el bloqueo de los R-AT . La tabla muestra los parametros estadisticos

obtenidos en el analisis del test de reconocimiento de objetos nuevos en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1.

Objetivo 1.4.

trabajo inducida por la exposicion repetida a anfetamina.

A fin de evaluar si el protocolo de exposicion a ANF utilizado en el presente trabajo induce alteracion de
la memoria de trabajo y si los R-AT, participan en el desarrollo de este fenomeno, se evaluo el
desempefio en el laberinto en Y elevado en condiciones basales en los animales de los 4 grupos
experimentales (VEH-SAL, VEH-ANF, CAND-SAL y CAND-ANF) generados con el protocolo

experimental 1. Se evalué también la locomocion de los animales durante el test a fin de evaluar la

Los R-AT; participan en el desarrollo de la alteracion de la memoria de trabajo

inducida por anfetamina

Evaluar la participacion de los receptores AT, en el desarrollo y mantenimiento de la alteracion en la memoria de
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presencia de sesgos en los resultados relacionados con alteraciones en la locomocion debido a los

tratamientos experimentales

La exposicion a ANF promovi6 la alteracion de la memoria de trabajo espacial evaluada como una disminucion
del porcentaje de alternaciones en el laberinto en Y elevado en condiciones basales 21 dias después de la tltima
exposicion a la droga (protocolo experimental 1). A su vez, el antagonismo de R-AT, previno el efecto deletéreo

sobre la memoria de trabajo inducido por ANF.

Se observo una significativa disminucion del porcentaje de alternaciones en el laberinto en Y elevado en el
grupo VEH-ANF comparado con el resto de los grupos (figura 18, tabla 5). El previo antagonismo de los R-AT}
previno la alteracion en la memoria de trabajo inducida por ANF, ya que no se observaron diferencias
significativas entre los grupos controles (VEH-SAL y CAND-SAL) y el grupo CAND-ANF. No se observaron

diferencias significativas entre los grupos controles.

Adicionalmente, no se observaron diferencias significativas en la actividad locomotora total (cuantificada como

la suma de entradas a los brazos) descartando diferencias motoras entre los 4 grupos (inset figura 18, tabla 5).
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Figura 18. Los R-AT; participan en el desarrollo de la alteracion de la memoria de trabajo inducida por ANF. El grafico muestra los parametros
analizados en el test de laberinto en Y elevado en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1. La figura principal muestra el porcentaje de
alternaciones. La figura insertada muestra la locomocion durante el test. Los valores se expresan como la media = DEM, *diferente del resto de los grupos (p <

0.05);n=11-13.

ANOVA 2-vias Alternaciones (%) Entradas (n)
Interaccion F (1,45 =9.024 *p =0.004 F (1,45 = 0.031 p=0.861
tratamiento F (1,45 = 6.848 *p=0.012 F (1,45=3.675 p=0.062
droga F (1,45 =16.81 *p <0.001 F 1,45 =0.123 p=0.723
Comparaciones VEH-SAL VEH-ANF *p <0.001 VEH-SAL VEH-ANF -
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VEH-SAL CAND-SAL p>0.999 VEH-SAL CAND-SAL -

VEH-SAL CAND-ANF p>0.999 VEH-SAL CAND-ANF -
multiples con test a
posteriori de Tukey
VEH-ANF CAND-SAL *p <0.001 VEH-ANF CAND-SAL -
VEH-ANF CAND-ANF *p =0.002 VEH-ANF CAND-ANF -
CAND-SAL CAND-ANF p>0.999 CAND-SAL CAND-ANF -

Tabla 5. Los R-AT, participan en el desarrollo de la alteracion de la memoria de trabajo inducida por ANF. La tabla muestra los pardmetros estadisticos

obtenidos en el analisis del test de laberinto en Y elevado en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1. *p <0.05.

6 Los R-AT, participan en el mantenimiento de la alteracion de la memoria de

trabajo inducida por anfetamina

Con el objetivo de evaluar si los R-AT); participan en el mantenimiento de la alteracion de la memoria de
trabajo inducida por exposicion a ANF, se evalud el desempeiio en el laberinto en Y elevado en
condiciones basales en los animales de los 4 grupos experimentales (SAL-VEH, ANF-VEH, SAL-CAND
y ANF-CAND) generados con el protocolo experimental 2. Se cuantificé también la locomocion de los
animales durante el test a fin de evaluar la presencia de sesgos en los resultados relacionados con

alteraciones en la locomocion debido a los tratamientos experimentales.

La exposicion a ANF promovio la alteracion de la memoria de trabajo espacial evaluada como una disminucion
del porcentaje de alternaciones en el laberinto en Y elevado en condiciones basales 21 dias después de la Gltima
exposicion a la droga (protocolo experimental 2). A su vez, el antagonismo de R-AT, durante el periodo de

abstinencia revirtio el efecto deletéreo sobre la memoria de trabajo inducido por ANF.

Se observo una significativa disminucion del porcentaje de alternaciones en el laberinto en Y elevado en el
grupo ANF-VEH comparado con su grupo control (SAL-VEH) (figura 19, tabla 6). El antagonismo de los R-
AT, revirti6 la alteracion en la memoria de trabajo inducida por ANF, ya que no se observaron diferencias
significativas entre los grupos controles (SAL-VEH y SAL-CAND) y el grupo ANF-CAND. No se observaron

diferencias significativas entre los grupos controles.

Adicionalmente, no se observaron diferencias significativas en la actividad locomotora total (cuantificada como

la suma de entradas a los brazos) descartando diferencias motoras entre los 4 grupos (inset figura 19, tabla 6).
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Figura 19. Los R-AT; participan en el mantenimiento de la alteracion de la memoria de trabajo inducida por ANF. El grafico muestra los parametros
analizados en el test de laberinto en Y elevado en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 2. La figura principal muestra el porcentaje de
alternaciones. La figura insertada muestra la locomocion durante el test. Los valores se expresan como la media = DEM, # diferente al grupo SAL-VEH (p <

0.05);n=8-9.

ANOVA 2-vias Alternaciones (%) Entradas (n)
Interaccion F (1,29 =4.774 *p =0.037 F (1,2090=0.802 p=0378
tratamiento F (1,290=0.090 p=0.766 F (1,29=0.384 p=0.540
droga F (1,2 =5.572 *p =0.025 F (1,29 = 1.068 p=0.310
SAL-VEH ANF-VEH *p=10.014 SAL-VEH ANF-VEH -
SAL-VEH SAL-CAND p=10.562 SAL-VEH SAL-CAND -
Comparaciones SAL-VEH ANF-CAND p=10.488 SAL-VEH ANF-CAND -
multiples con test a
posteriori de Tukey ANF-VEH SAL-CAND p=0.246 ANF-VEH SAL-CAND -
ANF-VEH ANF-CAND p=0.302 ANF-VEH ANF-CAND -
SAL-CAND ANF-CAND p=0.999 SAL-CAND ANF-CAND -

Tabla 6. Los R-AT, participan en el mantenimiento de la alteracién de la memoria de trabajo inducida por ANF. La tabla muestra los pardmetros

estadisticos obtenidos en el anlisis del test de laberinto en Y elevado en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 2. *p < 0.05.

7 Los R-AT, participan en el mantenimiento de la sensibilizacion neuroquimica

inducida por anfetamina

Objetivo 2. Evaluar la participacion de los receptores AT; en la sensibilizacion neuroquimica inducida por exposicion repetida a
anfetamina.
Objetivo 2.1. Estudiar la participacion de los receptores AT, en la reversion de la sensibilizaciéon neuroquimica inducida por

exposicion repetida a anfetamina.
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A fin de evaluar si el antagonismo de los R-AT, revierte la sensibilizacion neuroquimica inducida por
exposicion a ANF y por lo tanto participan activamente en el mantenimiento de la sensibilizacion, se
cuantifico la actividad cerebral regional mediante la inmunomarcacion del gen de activacion temprana c-
FOS luego de una dosis desafio de ANF en animales previamente expuestos a SAL o ANF que luego en

el periodo de abstinencia recibieron VEH o CAND segtn el protocolo experimental 2.

La exposicion previa a ANF indujo sensibilizacion neuroquimica en Cpu, en respuesta a la reexposicion al
psicoestimulante, evaluada como un aumento del numero de células reactivas a c-Fos (marcador ampliamente
reconocido de la actividad neuronal). El antagonismo de los R-AT, durante el periodo de abstinencia revirtid
dicha sensibilizacion neuroquimica en CPu, lo que sugiere que estos receptores participan activamente en el
mantenimiento de la sensibilizacion. Por otro lado, en las subdivisiones PL e IL de la CxPF la reexposicion a

ANF no indujo respuestas diferenciales entre los 4 grupos experimentales.

Luego de una administracion desafio de ANF, se observd una hiperactivacién neuronal en CPu en el grupo
ANF-VEH al ser comparado con el resto de los grupos experimentales (figura 20; tabla 7). No se observaron
diferencias significativas entre los grupos controles (SAL-VEH y SAL-CAND) y el grupo ANF-CAND. No se

observaron diferencias significativas entre los grupos controles.

La exposicion previa a ANF o el bloqueo de R-AT, no generaron cambios significativos en la activacion
neuronal de CxPF-PL y en CxPF-IL entre los cuatro grupos experimentales luego de una reexposicion a ANF.
En este sentido, no se observaron diferencias estadisticamente significativas al analizar la influencia de los

.

factores “droga”, “tratamiento” e “interaccion” (figura 20, tabla 7).

ANOVA 2-vias Caudado Putamen Corteza Prefrontal Prelimbica Corteza Prefrontal Infralimbica
Interaccion F 1,15 =13.82 *p =0.002 F (1.19)=0.596 p=0.450 F (1.19)=0.089 p=10.769
tratamiento F (.1 =0.256 p=0.619 F (1,199=1.207 p=0.286 F (.19 = 1.460 p=0.242

droga F ,1=13.53 *p = 0.002 F (1.199=0.127 p=0.726 F (1,19=0.089 p=0.769
SAL-VEH ANF-VEH *p <0.001 SAL-VEH ANF-VEH - SAL-VEH ANF-VEH -
SAL-VEH SAL-CAND p=0.142 SAL-VEH SAL-CAND - SAL-VEH SAL-CAND -

Comparaciones
SAL-VEH ANF-CAND p=0.150 SAL-VEH ANF-CAND - SAL-VEH ANF-CAND -
multiples con test a
posteriori de
Tuk ANF-VEH SAL-CAND *p =0.038 ANF-VEH SAL-CAND ANF-VEH SAL-CAND -
ukey

ANF-VEH ANF-CAND *p =0.036 ANF-VEH ANF-CAND ANF-VEH ANF-CAND -
SAL-CAND ANF-CAND p>0.999 SAL-CAND ANF-CAND SAL-CAND ANF-CAND -
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Tabla 7. Los R-AT, participan en el mantenimiento de la sensibilizacién neuroquimica inducida por ANF. La tabla muestra los parametros estadisticos

obtenidos en la inmunohistoquimica de cFOS en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 2. *p < 0.05.
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inducida por ANF. El grafico muestra los parametros analizados

en la inmunohistoquimica de c-FOS en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 2. Figura representativa de la activacion neuronal en CPu

(a). Numero de células cFos+ en CPu (b). Numero de células cFos+ en CxPF-PL(c). Numero de células cFos+ en CxPF-IL(d).Los valores se expresan como la

media = DEM, *diferente del resto de los grupos (p <0.05);n=75 - 6.

8 El antagonismo de los R-AT; induce un incremento transiente de la velocidad

de recaptacion de dopamina estriatal

Objetivo 2.2.

bloqueo de receptores AT, y por anfetamina.

Con el objetivo de evaluar si el antagonismo de los R-AT; modula la cinética de recaptacion de DA en
CPu, se cuantifico la velocidad de desaparicion de un pulso de DA en homogenato estriatal 1 y 3 dias
después de la ultima administracion de VEH o CAND en condiciones basales y en presencia de ANF (0.4
uM) segtin los protocolos experimentales 3a y 3b. Ademas se calculd el proporcion de inhibicion de la

velocidad de recaptacion de DA por la presencia de ANF (Ianr) en los grupos experimentales VEH y

CAND luego de 1 dia de abstinencia.

Determinar los cambios en la cinética de recaptacion de dopamina in vitro inducidos por el
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El antagonismo de R-AT; gener6 un aumento de la velocidad de recaptacion 1 dia después de la ultima
administracion de VEH o CAND, tanto en condiciones basales como en presencia de ANF. Por otro lado,
CAND no indujo cambios significativos en la cinética de recaptacion de DA luego de 3 dias de la Gltima
administracion al ser comparado con su grupo control, lo que sugiere un aumento transiente en la velocidad de
recaptacion de DA inducido por el antagonismo de R-AT,. No se observaron cambios significativos inducidos

por la administracion de VEH o CAND en la proporcion de inhibicion de la velocidad de recaptacion de DA en

presencia de ANF.

La administracion de una dosis desafio de ANF (0.4 uM) indujo una significativa reduccion de la velocidad de
recaptacion de DA (figura 21, tabla 8). Se observd una interaccion estadisticamente significativa entre los
factores abstinencia, desafio y tratamiento; donde el antagonismo previo de los R-AT; luego de 1 dia de
abstinencia (grupo experimental: CAND-BASAL-1ABS) indujo un significativo incremento en la velocidad de
recaptacion, de aproximadamente el doble, observandose diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo CAND-BASAL-1ABS vy el resto de los grupos. Luego de 1 dia de abstinencia, el pretratamiento con
CAND previno la reduccion de la recaptacion de DA inducida por el desafio de ANF (0.4 uM), dado que no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos VEH-BASAL-1ABS y CAND-ANF-
1ABS. Por el contrario, luego de 3 dias de abstinencia el pretratamiento con CAND no atenu6 la disminucion de
la velocidad de recaptacion de DA inducida por la dosis desafio de DA ya que el grupo CAND-ANF-3ABS
mostr6 una significativa reduccion de la velocidad de recaptacion de DA al ser comparado con el grupo CAND-

BASAL-3ABS. Luego de 3 dias de abstinencia, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
CAND-BASAL-3ABS y CAND-BASAL-3ABS.

No se observaron diferencias en la proporcion de inhibicion de la velocidad de recaptacion de DA por la
presencia de ANF entre los grupos VEH y CAND luego de 1 dia de la Gltima administracion (p=0.366 (t-test);
figura 21, tabla 8).
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Figura 21. El antagonismo de los R-AT, incrementa la velocidad de recaptacion de dopamina estriatal. El grafico muestra el porcentaje de recaptacion de

DA en los ocho grupos experimentales de los protocolos 3a y 3b. Imagen representativa de la velocidad de recaptacion de DA vs tiempo en ausencia y presencia

de tejido (a). Porcentaje de recaptacion (b). Figura insertada en b muestran la inhibicion de la velocidad de recaptacion. Los valores se expresan como la media +

DEM, *diferente del resto de los grupos, #diferente de los grupos VEH-BASAL-1ABS, CAND-BASAL-1ABS, VEH-BASAL-3ABS y CAND-BASAL-3ABS

(p<0.05);n=4-7.

ANOVA 3-vias

Velocidad de desaparicion de dopamina (%)

Abstinencia

Desafio

Tratamiento

Abstinencia * Desafio

Abstinencia * Tratamiento

Desafio * Tratamiento

Abstinencia * Desafio * Tratamiento

F 1,36) = 17.74

F .39 =139.9

F (1,3 =27.47

F (1,39 =13.63

F 1,36) = 25.68

F 1,36) = 7.186

F (1,36 = 8.047

*p <0.001

*p <0.001

#p <0.001

#p <0.001

*p <0.001

*p=0.011

*p = 0.007

Comparaciones multiples con test a posteriori de

Tukey

VEH-BASAL-1Abs

VEH-BASAL-1ABS

VEH-BASAL-1ABS

VEH-BASAL-1ABS

VEH-BASAL-1ABS

VEH-BASAL-1ABS

VEH-BASAL-1ABS

CAND-BASAL-1ABS

CAND-BASAL-1ABS

CAND-BASAL-1ABS

CAND-BASAL-1ABS

CAND-BASAL-1ABS

CAND-BASAL-1ABS

VEH-ANF-1ABS

VEH-ANF-1ABS

VEH-ANF-1ABS

CAND-BASAL-1ABS

VEH-ANF-1ABS

CAND-ANF-1ABS

CAND-BASAL-3ABS

CAND-BASAL-3ABS

VEH-ANF-3ABS

CAND-ANF-3ABS

VEH-ANF-1ABS

CAND-ANF-1ABS

CAND-BASAL-3ABS

CAND-BASAL-3ABS

VEH-ANF-3ABS

CAND - ANF 0.4 3Abs

CAND-ANF-1ABS

CAND-BASAL-3ABS

CAND-BASAL-3ABS

*p <0.001

*p <0.001

p=0275

p>0.999

p>0.999

*p =0.002

*p =0.006

*p <0.001

*p <0.001

#p < 0.001

#p < 0.001

*p <0.001

*p <0.001

p=0375

*p <0.001

*p <0.001
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VEH-ANF-1ABS VEH-ANF-3ABS p=0.984
VEH-ANF-1ABS CAND-ANF-3ABS p=0.965
CAND-ANF-1ABS CAND-BASAL-3ABS p=0.203
CAND-ANF-1ABS CAND-BASAL-3ABS p=0.229
CAND-ANF-1ABS VEH-ANF-3ABS p=0.795
CAND-ANF-1ABS CAND-ANF-3ABS p=10.888
CAND-BASAL-3ABS CAND-BASAL-3ABS p>0.999
CAND-BASAL-3ABS VEH-ANF-3ABS *p <0.001
CAND-BASAL-3ABS CAND-ANF-3ABS *p =0.002
CAND-BASAL-3ABS VEH-ANF-3ABS *p=0.001
CAND-BASAL-3ABS CAND-ANF-3ABS *p=0.003
VEH-ANF-3ABS CAND-ANF-3ABS p>0.999

Tabla 8. El antagonismo de los R-AT,; incrementa la velocidad de recaptacién de dopamina estriatal. La tabla muestra los parametros estadisticos
obtenidos en cuantificacion de la velocidad de recaptacion de DA en CPu en los ocho grupos experimentales de los protocolos experimentales 3a y 3b. *p <
0.05.

9 Los R-AT) participan en la gliosis cortical inducida por anfetamina

Objetivo 3. Analizar la participacion de los receptores AT, en alteraciones gliales, oxidativas y vasculares
inducidas por la exposicion repetida a anfetamina.
Objetivo 3.1. Evaluar el rol de los receptores AT, en la reactividad astroglial y microglial inducida por

exposicion repetida a anfetamina en 4reas cerebrales relevantes para la memoria de trabajo.

A fin de evaluar si los R-AT, participan en la reactividad glial inducida por la exposicion a ANF, se
cuantifico la inmunomarcacion de GFAP y CDI11b como marcadores de reactividad astroglial y
microglial en condiciones basales 21 dias después de la tltima exposicion ANF en la CxPF-PL, CxPF-IL,

CPu y NAcc segtn el protocolo experimental 1.

ANF indujo un aumento significativo de la reactividad astroglial y microglial en la CxPF-PL mientras que no se
observaron diferencias en otras areas cerebrales como la CxPF-IL, CPu y NAcc. El aumento en la reactividad
glial inducida por ANF en la CxPF-PL fue prevenida por la administracion de CAND, lo que indica que los R-

AT, participan en la generacion de estas alteraciones.
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Se observo un aumento significativo del area ocupada por GFAP en la CxPF-PL del grupo VEH-ANF cuando se
compard con los grupos VEH-SAL y CAND-ANF (figura 22, tabla 9). No se observaron diferencias
significativas al comparar el area ocupada por GFAP del grupo CAND-ANF y los grupos controles.
Similarmente, el grupo VEH-ANF presentd un aumento significativo del area ocupada por CDI11b al ser
comparado con el grupo VEH-SAL. No se observaron diferencias significativas entre el grupo VEH-ANF y
CAND-ANF y entre el grupo CAND-ANF y CAND-SAL.

Al comparar el area ocupada por GFAP y CDI11b en la CxPF-IL, CPu y NAcc, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos en las areas cerebrales analizadas con ninguna de las dos inmunomarcaciones

realizadas (figura 23, tabla 10).
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Figura 22. Los R-AT, participan en la gliosis cortical inducida por ANF. El grafico muestra los parametros analizados en la inmunohistoquimica de GFAP y
CD11b en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1 en CxPF-PL e IL. Porcentaje de expresion de GFAP en CxPF-PL (izquierda-arriba).
Porcentaje de expresion de GFAP en CxPF-IL (derecha-arriba). Porcentaje de expresion de CD11b en CxPF-PL (izquierda-abajo). Porcentaje de expresion de
CDl11b en CxPF-IL (derecha-abajo). Los valores se expresan como la media + DEM, *diferente al resto de los grupos, #diferente al grupo SAL-VEH (p <
0.05);n=5-9.
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Figura 23. Inmunohistoquimica de GFAP en CxPF-PL. Microfotografias (400X) representativas de los 4 grupos experimentales.

Figura 24. Inmunohistoquimica de CD11b en CxPF-PL. Microfotografias (400X) representativas de los 4 grupos experimentales.

ANOVA

2 vias

% area GFAP+ (CxPF-PL)

% area GFAP+ (CxPF-IL)

% 4rea CD11b+ (CxPF-PL)

% area CD11b+ (CxPF-IL)

VEH
SAL

VEH
ANF

CAND

1.465 £ 0.130 (n=8)

2.093 % 0.170 (n=6)

1.524 +0.182 (n=9)

1.376 £ 0.206 (n=8)

1.480 + 0.256 (n=6)

1.401 £ 0.194 (n=8)

3308 = 0.335 (n=9)

4.853 % 0.400 (n=6)

3.546 £0.241 (n=9)

4.270 £ 0.578 (n=6)

6.108 = 0.905 (n=5)

4460 £ 0.294 (n=7)
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SAL

CAND
1.421 + 0.088 (n=9) 1.220 + 0.136 (n=7) 3.741+0.318 (n=8) 5.277+0.327 (n=7)
ANF
Int. F (1,2 =6.122 *p=0.020 F (1,25 =10.501 p=0.486 F ,20=4.375 *p=0.046 Fa.2=0.972 p=0.335
Trat. F (1,28 =4.294 *p=0.048 F(1,25=0.343 p=0.563 F,29=1.828 p=0.187 F.2=0.542 p=0.542
Droga F (1,28 =3.152 p=0.087 F (.25 =0.037 p=0.849 F (,28)=7.254 *p=0.012 F 4,2)=6.573 *p=0.018
VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH
*p=0.041 - *p=0.018 -
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
p=0.991 - p=0.942 -
SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
Tukey p=0.996 - p=0.757 -
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
post-
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
hoc p=0.064 - *p=0.048 -
ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
*p=0.022 - p=0.126 -
ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF
CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND
p=0.951 - p=0.970 -
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF

Tabla 9. Los R-AT, participan en la gliosis cortical inducida por ANF. La tabla muestra los parametros estadisticos obtenidos en la inmunohistoquimica de

GFAP y CD11b en CxPF-PL e IL en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1. *p < 0.05.
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Figura 25. ANF no induce cambios en la expresion de GFAP y CD11b en CPu y NAcc. El grafico muestra los parametros analizados en la

inmunohistoquimica de GFAP y CD11b en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1 en CPu y NAcc. Porcentaje de expresion de GFAP en

CPu (izquierda-arriba). Porcentaje de expresion de GFAP en NAcc (derecha-arriba). Porcentaje de expresion de CD11b en CPu (izquierda-abajo). Porcentaje de

expresion de CD11b en NAcc (derecha-abajo). Los valores se expresan como la media £+ DEM, *diferente al resto de los grupos, #diferente al grupo SAL-VEH

(p<0.05);n=4-9.

ANOVA
% area GFAP+ (CPu) % area GFAP+ (NAcc) % area CD11b+ (CPu) % area CD11b+ (NAcc)
2 vias
VEH
1.470 +0.112 (n=9) 1.036 + 0.201 (n=9) 3.493 +£0.354 (n=4) 3.680 + 0.686 (n=6)
SAL
VEH
1.451+0.210 (n=9) 1.184 +0.228 (n=8) 3.759 +0.275 (n=7) 3.430 +0.222 (n=6)
ANF
CAND
SAL 1.382+0.257 (n=9) 1.143 £ 0.213 (n=8) 3.743 £ 0.317 (n=7) 3.667 + 0.524 (n=6)
CAND
1.041 £ 0.156 (n=9) 0.918 +0.170 (n=9) 3.817 +0.487 (n=7) 4.175 + 0.444 (n=6)
ANF
Int. F (,32=0.707 p=0.407 F (1.30=0.846 p=0.365 F (1,31,=0.060 p=0.808 F (1,2 = 0.580 p=0.455
Trat. F (1.3 =1.687 p=0.203 F 1.30=0.154 p=0.698 Fsn=0.157 p=0.692 F (1.200=0.540 p=0.471
Droga F (1.3 =0.883 p=0.355 F (1,30 =0.036 p=0.852 F 1.3,=0.190 p=0.667 F (1.20=0.067 p=0.798
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Tabla 10. ANF no induce cambios en la expresion de GFAP y CD11b en CPu y NAcc. La tabla muestra los parametros estadisticos obtenidos en la

inmunohistoquimica de GFAP y CD11b en CPu y Nacc en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1.

10 El antagonismo de los R-AT, previene el estrés oxidativo inducido por
anfetamina
Objetivo 3.2. Estudiar la participacion de los receptores AT, en la produccion de estrés oxidativo inducido por la exposicion

repetida a anfetamina.

A fin de evaluar si los R-AT, participan en el estrés oxidativo inducido por ANF, se cuantificd la
peroxidacion lipidica y proteica 30 minutos después de la ultima exposicion a SAL o ANF en CxPF,

CPu, HPC y CxM segun el protocolo experimental 4.

ANF indujo un extensivo aumento de la peroxidacion tanto proteica como lipidica en las 4 areas cerebrales
estudiadas. La administracion de CAND antes y durante las exposiciones al psicoestimulante previno la
peroxidacion en aquellos animales expuestos a ANF lo que indica que los R-AT) participan activamente en este

proceso.

Se observo incremento significativo de la peroxidacion proteica y lipidica en el grupo VEH-ANF en las 4 areas
cerebrales estudiadas (CxPF, CPu, CxM e HPC), evaluada por medio de la cuantificacion de MDA y AOPP
respectivamente, cuando se compard con el resto de los grupos (figuras 24 y 25, tablas 11 y 12). No se

observaron diferencias entre el grupo CAND-ANF y los grupos controles.
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Figura 26. El antagonismo de los R-AT; previene el estrés oxidativo inducido por ANF en CxPF y CPu. El grafico muestra los parametros analizados en la

medicion del estrés oxidativo en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 4 en CxPF y CPu. Cuantificacion de cloramina T en CxPF

(izquierda-arriba). Cuantificacion de cloramina T en CPu (derecha-arriba). Cuantificacion de MDA en CxPF (izquierda-abajo). Cuantificacion de MDA en CPu

(derecha-abajo). Los valores se expresan como la media + DEM, *diferente al resto de los grupos, (p < 0.05); n=4.

Peroxidacion lipidica: MDA/prot (nM/mg)

ANOVA
2 vias
PFC CPu CxM HPC
VEH
GAL 0.192 +0.021 (n=4) 0.198 £ 0.017 (n=4) 0.167 £ 0.034 (n=4) 0.182 £ 0.010 (n=4)
VEH
ANF 1.549 £ 0.153 (n=4) 1.528 £0.119 (n=4) 1.552 + 0.064 (n=4) 1.565 + 0.190 (n=4)
CAND
SAL 0.181 £ 0.012 (n=4) 0.196 £ 0.015 (n=4) 0.202 £ 0.009 (n=4) 0.180 £ 0.013 (n=4)
CAND
0.210 + 0.024 (n=4) 0.191 £ 0.021 (n=4) 0.200 + 0.006 (n=4) 0.202 +0.017 (n=4)
ANF
Int. Fan=71.75 *p<0.001 Fam=118.9 *p<0.001 F .12 = 360.0 *p<0.001 F a1 = 50.65 *p<0.001
Trat. F 4,12 =74.09 *p<0.001 F 4,1=119.6 *p<0.001 F ,12=324.1 *p<0.001 F 1,12 =50.91 *p<0.001
Droga F 4,12 =78.15 *p<0.001 F 4,1=116.9 *p<0.001 F ,12=357.9 *p<0.001 F 1,15 =54.02 *p<0.001
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VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH
#p<0.001 *p<0.001 #p<0.001 #p<0.001
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
p>0.999 p>0.999 p=0.900 >0.999
SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
Tukey p=0.998 p>0.999 p=0.914 p=0.999
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
post-
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
hoc *p<0.001 #p<0.001 #p<0.001 #p<0.001
ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
*p<0.001 *p<0.001 *p<0.001 #p<0.001
ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF
CAND  CAND CAND  CAND CAND  CAND CAND  CAND
p=0.993 p>0.999 p>0.999 p=0.998
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF

Tabla 11. El antagonismo de los R-AT; previene el estrés oxidativo inducido por ANF en CxPF y CPu. La tabla muestra los parametros estadisticos

obtenidos en la cuantificacion del estrés oxidativo en CxPF-PL e IL en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 4. *p < 0.05.
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Figura 27. El antagonismo de los R-AT, previene el estrés oxidativo inducido por ANF en CxM e HPC. El grafico muestra los parametros analizados en la

medicion del estrés oxidativo en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 4 en CxM y HPC. Cuantificacion de cloramina T en CxM

(izquierda-arriba). Cuantificacion de cloramina T en HPC (derecha-arriba). Cuantificacion de MDA en CxM (izquierda-abajo). Cuantificacion de MDA en HPC

(derecha-abajo). Los valores se expresan como la media + DEM, *diferente al resto de los grupos, (p <0.05);n=3 - 4.

Peroxidacion Proteica: Cloramina T/prot (mM/mg)

ANOVA
2 vias
PFC: CPu CxM HPC
VEH
SAL 11.38 +2.787 (n=4) 21.67 £ 6.742 (n=4) 13.38 +3.888 (n=3) 16.80 + 4.750 (n=4)
VEH
ANF 158.91 +£9.809 (n=4) 157.71 £9.015 (n=4) 157.68 + 3.562(n=4) 141.05 +2.364 (n=4)
CAND
SAL 10.66 = 3.200 (n=4) 17.94 +3.651 (n=4) 15.84 + 4.049 (n=4) 17.60 £ 5.722 (n=4)
CAND
24.80 £ 8.061 (n=4) 28.42 +7.820 (n=4) 27.58 +9.002 (n=4) 27.44 £ 8.332 (n=4)
ANF
Int. F 1,12=99.29 *p<0.001 F (1,12 =78.35 *p<0.001 F,1=126.3 *p<0.001 F 4,12 =100.4 *p<0.001
Trat. F q,1=101.4 *p<0.001 F o,12=87.94 *p<0.001 Fam=117.2 *p<0.001 F 4,12 =97.66 *p<0.001
Droga F g,1=145.5 *p<0.001 F 1,12 =106.7 *p<0.001 F q,m=175.1 *p<0.001 F 4,1 =138.0 *p<0.001
VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH
#p<0.001 #p<0.001 #p<0.001 *p<0.001
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
p>0.999 p=0.982 p=0.992 p>0.999
SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
Tukey p=0.512 p=0.905 p=0.397 p=0.570
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
post-
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
hoc #p<0.001 #p<0.001 #p<0.001 #p<0.001
ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
*p<0.001 *p<0.001 *p<0.001 *p<0.001
ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF
CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND
p=0.470 p=0.728 p=0.488 p=0.627
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF

Tabla 12. El antagonismo de los R-AT, previene el estrés oxidativo inducido por ANF en CxM e HPC. La tabla muestra los parametros estadisticos

obtenidos en la cuantificacion del estrés oxidativo en CxM e HPC en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 4. *p < 0.05.
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11 Los R-AT,; participan en los cambios angioplasticos corticales inducidos por

.
anfetamina
Objetivo 3.3. Estudiar el rol de los receptores AT, en los cambios angioplasticos inducidos por exposicion
repetida a anfetamina, en areas cerebrales relevantes para la memoria de trabajo.

A fin de evaluar si la exposicion a ANF induce cambios angioplasticos corticales y si los R-AT;
participan de éstas alteraciones, se estudio la morfologia microvascular mediante la inmunomarcacion del
FvW 21 dias después de la ultima exposicion a ANF en la CxPF-PL y la CxPF-IL segln el protocolo
experimental 1. Se cuantificd el area ocupada por microvasos, el diametro vascular, los puntos de

ramificacion y la tortuosidad vascular.

La exposicion a ANF incrementé la ramificacion de la microarquitectura vascular en la CxPF-IL y la
administracion previa de CAND previno esta alteracion, lo que indica que los R-AT, participan en este
fenomeno angioplastico inducido por ANF. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el resto

de los parametros vasculares analizados ni en la CxPF-IL ni en la CxPF-PL.

En la CxPF-IL se observé un aumento de los puntos de ramificacion en el grupo VEH-ANF cuando se compar6
con el resto de los grupos experimentales (figura 27, tabla 14), mientras que no se observaron diferencias
significativas entre el grupo CAND-ANF y los grupos controles. Por otro lado, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el resto de los parametros analizados entre los 4 grupos experimentales, tanto

en la CxPL-IL como en la CxPF-PL (figuras 26 y 27, tablas 13 y 14).
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Figura 28. Cuantificacion del area y diametro vascular en CxPF-PL e IL. El grafico muestra la cuantificacion del area y el diametro vascular en los cuatro
grupos experimentales del protocolo experimental 1 en CxPF-PL e IL. Cuantificacion del area vascular en CXxPF-PL (izquierda-arriba). Cuantificacion del area
vascular en CxPF-IL (derecha-arriba). Cuantificacion del diametro vascular en CxPF-PL (izquierda-abajo). Cuantificacion del diametro vascular en CxPF-IL

(derecha-abajo). Los valores se expresan como la media £ DEM; n=6 - 9.

ANOVA CxPF-PL CxPF-IL CxPF-PL CxPF-IL
2 vias Area von Willebrand+ (%) Area von Willebrand+ (%) Diametro (mm) Diametro (mm)
VEH
SAL 8.57 +1.089 (n=9) 11.48 £0.785 (n=9) 13.73£0.715 (n=9) 14.68 £ 0.747 (n=7)
VEH
ANF 10.54 + 1.308 (n=8) 11.44 £ 1.130 (n=8) 14.19 + 1.248 (n=8) 13.55 +1.926 (n=5)
CAND
SAL 9.76 £ 1.435 (n=8) 11.28 £ 1.225 (n=8) 14.80 + 1.257 (n=8) 15.02 + 1.478 (n=6)
CAND
7.95 £ 0.529 (n=9) 9.65 £ 1.172 (n=9) 15.06 + 0.889 (n=9) 15.97 £ 1.104 (n=6)
ANF
Int. F,30=2.872 p=0.100 F (1,30=0.543 p=0.467 F (1,3=0.009 p=0.924 F (1,20 = 0.640 p=0.433
Trat. F (1,3=0.399 p=0.532 F (1.30=0.840 p=0.367 F (1.3,=0.899 p=0.350 F (1.20=1.141 p=0.298
Droga F (1.30=0.005 p=0.945 F (1.30=0.600 p=0.444 F.3,=0.123 p=0.728 F (1,200 = 0.005 p=0.945
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Tabla 13. Cuantificacion del area y diametro vascular en CxPF-PL e IL. La tabla muestra los parametros estadisticos obtenidos en la cuantificacion del area

y diametro vascular en CxPF-PL e IL en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 5.
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Figura 29. Cuantificacion de los puntos de ramificacion y el indice de tortuosidad en CxPF-PL e IL. El grafico muestra la cuantificacion de los puntos de
ramificacion y el indice de tortuosidad en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 1 en CxPF-PL e IL. Cuantificacion de los puntos de
ramificacion en CxPF-PL (izquierda-arriba). Cuantificacion de los puntos de ramificacion en CxPF-IL (derecha-arriba). Cuantificacion del indice de tortuosidad
en CxPF-PL (izquierda-abajo). Cuantificacion del indice de tortuosidad en CxPF-IL (derecha-abajo). Los valores se expresan como la media + DEM,

*diferente al resto de los grupos experimentales (p < 0.05); n=35-9.

Figura 30. Inmunohistoquimica de von Willebrand en CxPF-IL. Microfotografias (200X) representativas de los 4 grupos experimentales.
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ANOVA CxPF-PL CxPF-IL CxPF-PL CxPF-IL
2 vias Puntos de ramificacion/Area Puntos de ramificacion/Area indice de tortuosidad Indice de tortuosidad
VEH
SAL 2.67 +0.289 (n=9) 3.84%0.170 (n=6) 1.068 + 0.004 (n=7) 14.68 = 0.747 (n=7)
VEH
ANF 2.86 +0.371 (n=8) 5.26 + 0.469 (n=5) 1.077 £ 0.006 (n=5) 13.55 + 1.926 (n=5)
CAND
SAL 2.36 +0.457 (n=8) 3.62 % 0.147 (n=5) 1.080  0.003 (n=6) 15.02 + 1.478 (n=6)
CAND
2.09 £ 0.308 (n=9) 3.39 +0.233 (n=6) 1.074 £ 0.002 (n=6) 15.97 + 1.104 (n=6)
ANF
Int. F (.30 = 0.426 p=0.519 F a,19 = 9.101 *p=0.007 Faa=4133 p=0.056 F 0= 1.043 p=0319
Trat. F 1,30 =2.326 p=0.138 F 0,1 = 14.53 *p=0.001 F o =1.629 p=0.216 F 1,20 = 0.962 p=0.338
Droga F 1,30 =0.011 p=0.918 F 1,1 =4.787 *p=0.042 F o,3,=0.105 p=0.750 F (.20 = 0.237 p=0.632
VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH
#p=0.010
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
p>0.999
SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
Tukey p>0.999
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
Post-
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
hoc *p=0.004
ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
*p<0.001
ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF
CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND
p>0.999
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF

Tabla 14. Cuantificacién de los puntos de ramificacion y el indice de tortuosidad en CxPF-PL e IL. La tabla muestra los parametros estadisticos obtenidos

en la cuantificacion de los puntos de ramificacion y el indice de tortuosidad en CxPF-PL e IL en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 5.

#p<0.05.
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12 El antagonismo de los R-AT,; induce capilarizacion en la corteza prefrontal

prelimbica

Con el objetivo de evaluar posibles cambios angioplasticos corticales inducidos por ANF o CAND
inmediatamente después de la ultima administracion de ambas drogas, se analizd la microarquitectura
vascular por medio de la autofluorescencia de Azul de Evans en la CxPF-PL y la CxPF-IL segun el
protocolo experimental 5, cuantificandose el area ocupada por microvasos y el didmetro vascular.
Posteriormente se cuantifico en forma diferenciada ambos parametros en capilares (diametro vascular < 8

um) y vasos medios (diametro vascular > 8 pum).

En la CxPF-PL, CAND indujo una reduccion del didmetro vascular sin generar cambios en el area ocupada por
microvasos. Por el contrario, no se observaron efectos del tratamiento con CAND o ANF al analizar el area

ocupada por microvasos y el diametro vascular en la CxPL-IL.

Al analizar el diametro vascular en la CxPL-PL, el analisis de ANOVA a dos vias revel6 un efecto significativo
del factor tratamiento mostrando que los grupos tratados con CAND (CAND-SAL y CAND-ANF) tuvieron una
reduccion del diametro vascular estadisticamente significativo al ser comparados con los grupos tratados con
VEH (VEH-SAL y VEH-ANF) (figura 28, tabla 15). No hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los 4 grupos experimentales al analizar el area vascular ocupada en la CxPF-PL. Se observo un efecto
significativo del factor interaccion al analizar el area vascular ocupada por microvasos en la CxPF-IL (figura 29,
tabla 15) pero no se observaron diferencias entre ningun grupo experimental al realizar el andlisis post-hoc de
Tukey. Por otro lado, en la CxPF-IL no se observaron diferencias significativas entre los 4 grupos

experimentales en el diametro vascular (figura 29, tabla 15).
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Figura 31. CAND disminuye el diametro vascular en CxPF-PL. El grafico muestra la cuantificacion del area y diametro vascular en los cuatro grupos
experimentales del protocolo experimental 5 en CxPF-PL. La figura principal muestra el la cuantificacion del diametro vascular en CxPF-PL. La figura insertada
muestra la cuantificacion del area vascular en CxPF-PL. Los valores se expresan como la media + DEM, #diferente de los grupos VEH-SAL y VEH-ANF (p <

0.05); n=4.

Figura 32. Autofluorescencia de Azul de Evans en CxPF-PL. Microfotografias (400X) representativas de los 4 grupos experimentales.
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Figura 33. CAND no induce cambios en el drea y diametro vascular en CxPF-IL. El grafico muestra la cuantificacion del 4rea y diametro vascular en los
cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 5 en CxPF-IL. La figura principal muestra el la cuantificacion del diametro vascular en CxPF-IL. La

figura insertada muestra la cuantificacion del area vascular en CxPF-IL. Los valores se expresan como la media £ DEM; n = 4.

ANOVA CxPF-PL CxPF-IL CxPF-PL CxPF-IL
2 vias Diametro vascular (mm) Diametro vascular (mm) Area vascular (%) Area vascular (%)
VEH
AL 6.80+0.161 (n=4) 6.81+0.307 (n=4) 13.03 + 1.191 (n=4) 11.70 + 1.202 (n=4)
Al
VEH 6.72 £ 0.206 (n=4) 6.54+0.171 (n=4) 10.79 £ 0.651 (n=4) 9.97 £0.225 (n=4)
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ANF
CAND
SAL 5.88+£0.243 (n=4) 5.76 + 0.385 (n=4) 10.30 + 0.798 (n=4) 9.29 £ 0.474 (n=4)
CAND
5.79 £ 0.236 (n=4) 6.67 £0.293 (n=4) 9.56 + 1.852 (n=4) 11.28 £ 0.906 (n=4)
ANF
Int. F (.12 =0.001 p=0.977 F,12=3.944 p=0.070 F 1,12 =0.381 p=0.549 F (1,1 =5.476 *p=0.037
Trat. F 4,12 =18.69 *p=0.001 F (.12=0.481 p=0.149 F,12=2.648 p=0.123 F ,12)=0.481 p=0.501
Droga F 1,12 =0.136 p=0.719 F.12=10.876 p=0.304 F1y=1498 p=0.244 F,12=0.876 p=0.876
VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH
- - - p=0.445
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
- - - p=0.194
SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
Tukey - - - p=0.981
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
Post-
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
hoc - - - p=0.929
ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
- - - p=0.659
ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF
CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND
- - - p=0.334
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF

Tabla 15. CAND reduce el diametro vascular en la CxPF-PL. La tabla muestra los parametros estadisticos obtenidos en la cuantificacion del 4rea y didmetro

vascular en la CxPF-PL e IL en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 5. *p<0.05.

El analisis diferenciado de capilares y vasos medios mostré que en la CxPF-PL, CAND indujo un aumento del
area ocupada por capilares a expensas de una disminucion del area ocupada por vasos medios. Por otro lado, en
la CxPF-IL no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los 4 grupos experimentales al

analizar el area ocupada por capilares y vasos medios.

Al analizar el area ocupada por capilares y vasos medios en la CxPL-PL, el analisis de ANOVA a dos vias
revel6 un efecto del factor tratamiento, mostrando que los grupos tratados con CAND (CAND-SAL y CAND-
ANF) tuvieron un aumento del area ocupada por capilares y una reduccion del area ocupada por vasos medios
estadisticamente significativo al ser comparados con los grupos tratados con VEH (VEH-SAL y VEH-ANF)
(figura 30, tabla 16). Al analizar el area ocupada por vasos medios en la CxPF-IL se observd un efecto

significativo del factor interaccion pero al realizar las comparaciones multiples no se observo diferencias
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significativas entre ninguno de los grupos analizados. No se observaron diferencias significativas entre los 4

grupos experimentales al analizar el area ocupada por capilares en la CxPF-IL (figura 30, tabla 16).
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Figura 34. CAND induce capilarizacion en CxPF-PL. El grafico muestra la cuantificacion del area de capilares y vasos medios en los cuatro grupos
experimentales del protocolo experimental 5 en CxPF-PL e IL. Porcentaje de area ocupada por capilares en CxPF-PL (izquierda-arriba). Porcentaje de area
ocupada por capilares en CxPF-IL (derecha-arriba). Porcentaje de area ocupada por vasos medios en CxPF-PL (izquierda-abajo). Porcentaje de area ocupada por

vasos medios en CxPF-IL (derecha-abajo). Los valores se expresan como la media = DEM, #diferente de los grupos VEH-SAL y VEH-ANF; n = 4.

ANOVA CxPF-PL CxPF-IL CxPF-PL CxPF-IL
2 vias Area capilares (%) Area capilares (%) Area vasos medios (%) Area vasos medios (%)
VEH
SAL 69.82 +3.130 (n=4) 65.20 + 6.175 (n=4) 4.10 £ 0.743 (n=4) 429 +1.107 (n=4)
VEH
ANF 71.24 £ 3.183 (n=4) 71.02 £ 3.029 (n=4) 3.65 £ 0.510 (n=4) 3.01 £0.339 (n=4)
CAND
SAL 82.66 + 3.153 (n=4) 84.38 + 5.674 (n=4) 1.79 + 0.364 (n=4) 1,65+ 0.617 (n=4)
CAND
81.85 + 3.763 (n=4) 69.22 +4.061 (n=4) 2.10 + 0.530 (n=4) 3.76 +0.758 (n=4)
ANF
Int. Fauin=0114 p=0.742 Faim=4.583 p=0.054 F 12 =0.462 p=0.501 F 0.1 = 5.002 *p=0.045
Trat. F a1 = 12.49 *p=0.004 F .1 =3.146 p=0.102 F o= 1219 *p=0.004 F .= 1566 p=0.235



Droga F 1,12=0.008 p=0.927 F 4,12=0.909 p=0.359 F,12=0.017 p=0.900 F.12=0.299 p=0.594
VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH VEH
- - - p=0.642
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
- - - p=0.117
SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
Tukey - - - p=0.958
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF
Post-
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
hoc - - - p=0.596
ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL
VEH CAND VEH CAND VEH CAND VEH CAND
- - - p=0.896
ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF ANF
CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND CAND
- - - p=0.252
SAL ANF SAL ANF SAL ANF SAL ANF

Tabla 16. CAND induce capilarizacién en la CxPF-PL. La tabla muestra los parametros estadisticos obtenidos en la cuantificacion del area y diametro

vascular en capilares y vasos medios de la CxPF-PL e IL en los cuatro grupos experimentales del protocolo experimental 5. *p<0.05.
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Discusion

1 La exposicion repetida a anfetamina como modelo animal de esquizofrenia

El caracter multifactorial de la ESQ permite su modelado en animales a través de multiples abordajes
experimentales segun los diferentes factores de riesgo que contribuyen a su desarrollo. En este sentido, la
exposicion a ANF constituye un modelo animal ampliamente utilizado para reproducir algunos de los sintomas
de la ESQ en animales **. En el presente trabajo observamos que el protocolo de exposicién a ANF utilizado
genera hiperreactividad dopaminérgica, evaluada a partir de la sensibilizacion conductual a ANF, y déficit en la
memoria de trabajo permitiendo recrear parte de los clusters de sintomas positivos y cognitivos de la ESQ
respectivamente 7%, Estas observaciones muestran que la administracion del psicoestimulante en el régimen
utilizado posee validez de similitud como modelo animal para los sintomas positivos y cognitivos de la ESQ.
Mas alin, observamos que la administracion ulterior del antipsicotico atipico ARI revierte la sensibilizacion
conductual lo que indica que el protocolo utilizado también posee validez de prediccion para los sintomas
positivos. Por otro lado, el protocolo de exposicion a ANF utilizado no recred las alteraciones en la interaccion
social y la memoria a corto plazo, otros dos importantes sintomas pertenecientes a los clusters de sintomas

negativos y cognitivos de la ESQ respectivamente.
1 Sensibilizacion a anfetamina y su reversion con aripiprazol

La sensibilizacion a psicoestimulantes es un fendmeno ampliamente descrito y reproducido, tanto en animales
como en humanos, incluso ante innumerables variaciones reportadas en el disefio experimental segun la dosis, el
periodo de abstinencia, la asociacion contextual, entre otros. En este sentido, se ha reportado que el mismo
esquema de exposicion a ANF utilizado en el presente trabajo (2.5 mg/kg por 5 dias) induce sensibilizacion en

226

ratones luego de 5 dias de abstinencia “*°. Mas aun, se ha reportado la generacion de sensibilizacion conductual

con el mismo periodo de abstinencia pero con diferentes dosis y cantidad de exposiciones a ANF que los

utilizados en este trabajo '**'*,
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La administracion repetida de ARI durante el periodo de abstinencia previno la generacion de hiperlocomocion
producida por una dosis desafio de ANF en animales sensibilizados. Este resultado sugiere que ARI podria
revertir la sensibilizacion comportamental establecida por la exposiciéon a ANF. En linea con este resultado,
Futamura y cols. reportaron que la administracion de ARI durante el periodo de abstinencia a metanfetamina
revierte la sensibilizacién conductual en ratones '°. A su vez, dichos autores observaron que la reversion de la
sensibilizacion inducida por ARI es bloqueada si se antagoniza previamente los receptores serotoninérgicos 5-
HTi4 ', Otros reportes muestran que la administracion de antagonistas 5-HT 24, 5-HT; o inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina también revierten la sensibilizacion a psicoestimulantes **'%. Estas
observaciones sugieren que la desregulacion de la neurotransmision serotoninérgica posee un rol importante en
los eventos neuronales que conducen al mantenimiento de la sensibilizacion a anfetaminas. En este sentido se ha
postulado que el agonismo sobre receptores 5-HT 14 o el antagonismo sobre receptores 5-HT.a podria revertir la
sensibilizacion a través de la atenuacion de la liberacion de serotonina en la CxPF . Dado que el agonismo
sobre receptores D, y D, también puede revertir la sensibilizacion comportamental, parte de la capacidad para
revertir la sensibilizacion a psicoestimulantes de ARI podria deberse a su propiedades como agonista parcial de

estos receptores ',

2 Anfetamina y deterioro cognitivo

En el presente trabajo se observo que el régimen de exposicion a ANF utilizado indujo alteracion de la memoria
de trabajo espacial, evaluada a través del paradigma de laberinto en Y elevado, luego de 21 dias de abstinencia.
Por el contrario, no se observaron efectos deletéreos de ANF en la memoria a corto plazo evaluada a partir del
test de reconocimiento de objetos. De manera similar, Tamijani et al. reportaron que la administracion de
metanfetamina a ratas Wistar, en 3 regimenes distintos con 7 dias de abstinencia, indujo alteraciéon de la
memoria de trabajo espacial (laberinto en Y elevado) junto con alteracion de la memoria de reconocimiento a
largo plazo (reconocimiento del objeto nuevo), pero no generé cambios sobre la memoria de reconocimiento a
corto plazo (reconocimiento del objeto nuevo) evaluada 90 minutos luego de la fase de entrenamiento *'.
Resultados similares fueron observados en ratones, observandose un déficit del desempefio en el laberinto en Y

elevado pero no en el reconocimiento de objetos nuevos tras 5 dias de abstinencia al analogo anfetaminico o-

pyrrolidinopropiofenona *2,

La alteracion diferencial de la memoria de trabajo inducida por ANF puede ser consecuencia de diferencias en la
susceptibilidad al dafio anfetaminico entre las diversas areas cerebrales. En este sentido, en el presente trabajo
hemos observado un aumento de la reactividad astrocitaria y microglial en la CxPF-PL cuyo funcionamiento
juega un rol critico en la generacién de una memoria de trabajo apropiada. Por otro lado, no se observaron
cambios en la reactividad glial en otras areas cerebrales como la CxPF-IL, NAcc y CPu. Dada su funcion
centinela, el aumento de la reactividad de astrocitos y microglia es un signo de perturbacion cerebral indicando
posibles disrupciones de la funcion de la CxPF-PL que podrian ulteriormente contribuir al deterioro de la
memoria de trabajo observado. A su vez, la activacion glial sostenida podria generar un escenario
neuroinflamatorio sinergizando el propio dafio anfetaminico y perturbando atin mas la disfuncion de la CxPF-

PL.
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3 Anfetamina e interaccion social

Diversos autores han reportado la existencia de sintomas como déficit en la interaccion social, anhedonia,
amotivacion, ansiedad y depresion durante el periodo de abstinencia a ANF tanto en roedores como en humanos
#3239 Fgtas alteraciones comportamentales se asemejan al cluster de sintomas negativos de la ESQ. Al evaluar
la interaccion social en animales con 21 dias de abstinencia a ANF, en el presente trabajo no observamos
alteraciones tanto en la interaccion social pasiva como activa. La expresion de comportamientos similares a los
sintomas negativos de la ESQ parece ser altamente dependiente del tiempo de abstinencia a ANF en que se
realiza el andlisis. En este sentido, estos déficits comportamentales son frecuentemente observados al ser
evaluado en los primeros dias de abstinencia a ANF '7#728240 A] evaluar el curso temporal del comportamiento
simil depresivo en roedores (analizado a través de la hipoactividad nocturna) durante el periodo de abstinencia a
ANF, Paulson y colaboradores observaron que este comportamiento se evidencia durante los primeros 7 dias de

%7 A su vez, estos cambios

abstinencia retornando a valores normales hacia el dia 28 de abstinencia
comportamentales temporales se correlacionaron positivamente con cambios en la dindmica y recambio de DA
en CPu dorsal, observando bajos valores de DA y sus metabolitos en el dia 3 de abstinencia que retornan a
valores normales en el dia 28 de abstinencia **’. Estas observaciones no son totalmente concluyentes ya que

existen investigaciones que reportan deterioro de la interaccion social luego de 21 dias de abstinencia a ANF '*,

2 Rol de los R-AT; de angiotensina II en la sensibilizacion conductual y

neuroquimica a anfetamina

1 Receptores AT,y desarrollo de sensibilizacion a anfetamina

En el presente trabajo hemos observado que los R-AT) participan activamente en el desarrollo de sensibilizacion
conductual a ANF, ya que la hiperlocomocion inducida por una dosis desafio del psicoestimulante fue prevenida
con el antagonismo de los R-AT, mediado por la administracion de CAND. En investigaciones previas de
nuestro laboratorio se obtuvieron hallazgos similares, donde la administracion previa de CAND previno la
sensibilizacion conductual inducida por una Unica administracion de ANF a una dosis dos veces superior a la
utilizada en el presente trabajo (5 mg/kg) '*. Ademas, en dicho trabajo se observd que los R-AT, participan en
el desarrollo de la sensibilizacion neuroquimica a ANF, ya que su bloqueo previo previno la hiperreactividad
dopaminérgica inducida por la exposicion a ANF en NAcc y CPu '*. En este sentido, Jiang y colaboradores
reportaron que el antagonista de R-AT; telmisartan previene la induccién de sensibilizacion conductual a

241

metanfetamina **'. Mdas atn, dichos autores encontraron que la sensibilizacion a metanfetamina es atenuada en

2

ratones knockout para los R-AT; **!. A diferencia de telmisartdn, losartdin no previno el desarrollo de

sensibilizacién conductual, fenomeno que los autores atribuyen a la baja tasa de paso a través de la barrera

241

hematoencefalica de losartan “*'. Utilizando un protocolo de sensibilizaciéon a ANF similar al presente trabajo (2

mg/kg x 7 dias), Gomez Souza y colaboradores reportaron la prevencion de la sensibilizacion conductual
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mediante el pretratamiento o el tratamiento concomitante con dosis incluso 30 veces menores de CAND a las

utilizadas en el presente trabajo ***.

Dado el rol fundamental de la dopamina en la induccion y expresion de la sensibilizacion a ANF, aquellos
elementos que modulan el sistema dopaminérgico pueden estar también implicados en la sensibilizacion a ANF.
Siguiendo esta linea de pensamiento, los hallazgos arriba descritos pueden ser explicados en parte a través de la
intensa relacion entre el sistema dopaminérgico y angiotensinérgico. En este sentido, existe un interjuego mutuo
entre ambos sistemas de neurotransmision, donde la alteracion en los componentes de uno de ellos genera
posteriormente cambios en el otro. Hallazgos previos de nuestro laboratorio y de otros autores muestran que la
exposicion a ANF induce cambios duraderos en diversos componentes del sistema renina-angiotensina. De esta
forma, hemos reportado que la exposicion a ANF induce una alteracion duradera de la expresion de
angiotensindgeno y de R-AT; en CPu y NAcc '**. Ademas de los cambios en la expresion de los receptores, la
exposicion a ANF también induce cambios en la funcionalidad de los R-AT, ya que se observan respuestas
alteradas al administrar angiotensina II por via intracerebroventricular **. En linea con estos hallazgos, Jiang y
colaboradores observaron que la exposicion a metanfetamina induce un aumento en la expresion de R-AT; y
angiotensina Il en CPu ?*'. A su vez, metanfetamina alter¢ la expresion de diversos receptores dopaminérgicos
reportandose una disminucion de la expresion de receptores Ds, fendmeno que no se observd en aquellos

animales knockout de los R-AT; que fueron expuestos a metanfetamina **!

. Més atin, en trabajos previos hemos
observado que los R-AT; ejercen un rol fundamental en la hiperreactividad dopaminérgica estriatal, ya que el
antagonismo previo de estos receptores mediante la administracion de losartdn en CPu previene la liberacion
excesiva de dopamina '*. En el presente trabajo hemos observado que el antagonismo de R-AT, aumenta la
velocidad de recaptacion de dopamina en CPu tanto en ausencia como en presencia de ANF. Esta propiedad
podria contribuir a la inhibicion de la sensibilizacion conductual a ANF disminuyendo el tiempo de permanencia
de la dopamina en la hendidura sinaptica y por lo tanto reduciendo sus efectos. Los cambios en la cinética de
recaptacion de dopamina son generalmente asociados a modificaciones en la expresion DAT en superficie por
trafico intracelular, aunque se ha reportado también una regulacion de la funcion del DAT independiente de
trafico ***. Dado que la proporcion de inhibicion de la velocidad de recaptacion de dopamina inducida por
ANF fue similar entre los animales expuestos a VEH y expuestos a CAND, una posible hipdtesis en cuanto al
aumento de la cinética de recaptacion de DA es que la cantidad de moléculas de DAT inhibidas sea similar entre
ambos grupos y que la mayor recaptacion de DA sea debido a un aumento en la eficacia de recaptacion de
dopamina siguiendo una regulacion del DAT independiente del trafico. Sin embargo, para contrastar esta

hipotesis son necesarios estudios de expresion de DAT en superficie.

De manera interesante, el aumento de la cinética de recaptacion de dopamina se observd 1 dia después de la
ultima administracion de CAND pero no luego de 3 dias. Esta diferencia puede ser producto de un efecto agudo
de CAND, que se mantiene por lo menos hasta 24 hs después, posiblemente gracias a la baja velocidad de

disociacion de los R-AT;, lo que induce un bloqueo practicamente irreversible del receptor 2*.
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2 Receptores AT,y mantenimiento de sensibilizacion a anfetamina

Nuestros resultados muestran que el bloqueo de R-AT, revierte la sensibilizaciéon locomotora y la hiper-
reactividad neuronal en CPu (medida a través de la inmunohistoquimica de c-FOS) en respuesta a una dosis
desafio de ANF. Esta evidencia denota el rol clave de dichos receptores en el mantenimiento de la
sensibilizacion conductual y neuroquimica a ANF. De manera similar a lo expuesto en la seccion anterior, estos
hallazgos podrian basarse en la interrelaciéon que existe entre el sistema dopaminérgico y angiotensinérgico '*.
En este sentido, durante la sensibilizacién a ANF se genera un desbalance de varios componentes del sistema
renina-angiotensina que posteriormente podrian contribuir a la expresion de la sensibilizacion. De esta forma, el
bloqueo sostenido de los R-AT; durante el periodo de abstinencia podria restablecer el equilibrio en el sistema
angiotensinérgico y revertir el fenomeno de sensibilizacion a ANF. En linea con lo anteriormente expuesto,
resultados previos de nuestro laboratorio y de otros autores muestran que la exposicion a ANF o metanfetamina
induce un aumento en la expresion de R-AT, en CPu. A su vez, estos receptores desempefian un rol fundamental
en la expresion de la sensibilizacién a ANF, ya que su bloqueo intraestriatal bloquea dicha expresion '%**!,

Si bien el sistema dopaminérgico junto con el glutamatérgico son ampliamente reconocidos como los
principales sistemas de neurotransmision involucrados en los cambios a largo plazo inducidos por ANF, el
sistema serotoninérgico pareceria tener una mayor implicancia en el mantenimiento de la sensibilizaciéon a ANF
1% A diferencia de la ineficacia de los antagonistas de receptores dopaminérgico, se ha reportado que el
antagonismo de los receptores 5-HT2a y 5-HTs; revierte la sensibilizacion a ANF '©2472% En este sentido, se ha
postulado que el mantenimiento de la sensibilizacion a metanfetamina se produce, en parte gracias al aumento
del tono serotoninérgico en la CxPF y que los antagonistas de receptores 5-HT»4 revierten la sensibilizacion al

20 En linea con este razonamiento, la reversion de la sensibilizacién inducida por el

modular este efecto
bloqueo de R-AT; podria radicar en los efectos que estos receptores ejercen sobre el sistema serotoninérgico ya
que estos receptores ejercen efectos modulatorios en la tasa de recambio y liberacion de serotonina en CPu y

corteza frontal 2>,

3 Rol de los receptores AT, en el deterioro de la memoria de trabajo inducido por
anfetamina

En el presente trabajo hemos observado que el antagonismo de los R-AT; previene el deterioro en la memoria de
trabajo inducido por ANF. Mas aun, el antagonismo de estos receptores durante el periodo de abstinencia
revierte dicho déficit cognitivo. Ambos hallazgos indican que los R-AT, estan implicados tanto en el desarrollo
como en el mantenimiento de las alteraciones que producen el deterioro de la memoria trabajo por exposicion a
ANF. Estos hallazgos estan en linea con resultados previos de nuestro laboratorio que denotan el rol clave de los
R-AT, en el desarrollo del déficit de la memoria de trabajo inducida por la exposiciéon a ANF. Dichos resultados
muestran que la exposicion a ANF en un esquema de sensibilizacion igual al utilizado en el presente trabajo
genera un déficit de la memoria de trabajo evaluada luego de 7 dias de abstinencia a la droga en el paradigma
del laberinto en Y elevado y del campo perforado '*°. De manera similar, de Souza Gomez y colaboradores

observaron que el deterioro en la memoria de trabajo inducida por ANF fue prevenido al bloquear los R-AT; en
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forma previa o concomitante con la exposicion al psicoestimulante **2. En referencia a lo Gltimo descripto,
resulta importante destacar que la prevencion del déficit cognitivo se obtuvo con la administracion de CAND a

dosis 10 veces inferiores a las utilizadas en el presente trabajo (0.3 mg/kg).

Dado que estos receptores forman parte tanto de neuronas como de astrocitos, microglia y vasos sanguineos
cerebrales, surgen multiples hipdtesis por las cuéles estos hallazgos pueden tener lugar. A continuacion se
procederd a describir estas posibles hipdtesis tomando como centro la CxPF-PL dado que es una de las

principales 4reas cerebrales encargadas de regular esta tarea cognitiva »*'.

1 Sensibilizacion a anfetamina: cambios neuroplasticos en corteza prefrontal y

receptores AT,

Un amplio cuerpo de evidencia recabada tanto en consumidores de sustancias de tipo anfetaminica como en
primates no humanos y roedores sefiala la coexistencia entre la sensibilizacion a psicoestimulantes y la
generacion de hipofuncién de la CxPF 2> Dado que la inervacion dopaminérgica del circuito mesocortical
desempefia un rol fundamental en la integridad de las funciones de la CxPF, los cambios neuroplasticos que
ocurren a lo largo de este circuito durante el proceso de sensibilizacion a ANF pueden a su vez estar asociados
con reorganizaciones sindpticas y disrupciones funcionales de la CxPF 22, En este sentido, la sefializacion
dopaminérgica via receptores D, ejerceria efectos en forma de U invertida sobre la memoria de trabajo en esta
area cerebral 2% Por lo que una insuficiente estimulacion de los receptores D, resultaria en un estado hipo-

22 En linea con estas aseveraciones,

dopaminérgico lo que induciria el déficit de la memoria de trabajo
resultados previos de nuestro laboratorio muestran que una dosis desafio de ANF revierte el déficit de la
memoria de trabajo inducido por un esquema de sensibilizacion a ANF igual al utilizado en el presente trabajo y

evaluado luego de 7 dias de abstinencia '*.

Siguiendo la linea de razonamiento arriba descrita, la prevencion y reversion de la sensibilizacion a ANF
asociada al bloqueo de R-AT, observada en el presente trabajo podria a su vez ejercer efectos preventivos o
revertir la alteracion de la funcion de la CxPF asociada a la exposicion a ANF y por consiguiente el deterioro de

la memoria de trabajo.

2 Rol de los receptores AT, en la reactividad glial y estrés oxidativo inducidos por

anfetamina

En el presente trabajo hemos observado que ANF induce un extensivo incremento del estrés oxidativo en forma
aguda en areas cerebrales como la CxPF, CxM, CPu e HPC. La génesis de ese estrés oxidativo es altamente
dependiente de los R-AT), ya que el antagonismo previo de estos receptores con CAND previno totalmente su
desarrollo en todas las areas cerebrales. Parte de este efecto puede resultar de la modulacion que estos receptores
ejercen sobre el funcionamiento mitocondrial y la actividad del complejo nicotinamida adenina dinucledtido

fosfato (NADPH) oxidasa, las dos principales fuentes de ROS celulares **'. Recientemente, Valenzuela y
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colaboradores mostraron que los R-AT, estan presentes en mitocondrias de células dopaminérgicas y su
activacion incrementa la actividad mitocondrial con la consiguiente produccion de superoxido a través de la
induccion de la actividad del complejo NADPH oxidasa % Los R-AT, inducen también la actividad de la
NADPH oxidasa microglial, generando altas concentraciones de ROS lo que induce un ambiente oxidativo

26 Existen también otras posibles fuentes que podrian contribuir a

regional al ser liberados al medio extracelular
la generacion de radicales libres por ANF via R-AT; como es el caso de la oxidacion de dopamina y el aumento
de la actividad de la 6xido nitrico sintetasa '*2. Dichas alteraciones oxidativas formarian parte de un ciclo por el
cual bajas concentraciones intraneuronales de ROS, generados por via R-AT,, actuarian como segundos
mensajeros gatillando respuestas inflamatorias con la consiguiente migracion y activacion de células
inflamatorias como la microglia. Ante la activacion microglial se generarian bajos niveles intracelulares de ROS
que generarian una auto-exacerbacion de su activacion, junto con la produccion de altos niveles de radicales
libres que serian expulsados al medio extracelular induciendo un ambiente oxidativo e inflamatorio asociado a

dafio neuronal "***%*_ Los dafios de los componentes celulares y el ambiente oxidativo e inflamatorio pueden a su

vez exacerbar la respuesta inflamatoria potenciando aun mas la injuria regional.

Aunque todas las areas cerebrales analizadas exhibieron un extensivo aumento del estrés oxidativo, inicamente
en la CxPF-PL se correlacion6 este fendmeno con un aumento de la reactividad microglial y astroglial. Estos
hallazgos sugieren que existe una susceptibilidad incrementada de la CxPF-PL a la injuria anfetaminica y el
estrés oxidativo. Resultados similares se reportaron en estudios previos de nuestro laboratorio en donde se
observo un aumento de la reactividad astroglial y microglial luego de 7 dias de abstinencia a ANF en CxPF-PL,
pero no en CxPF-IL ¢ HPC '¥. En linea con estos resultados, al analizar la reactividad astroglial durante la
abstinencia a alcohol, Bull y colaboradores reportaron un patrén similar a los hallazgos anteriormente descritos,
observandose reactividad astrocitaria en la CxPF-PL pero no en la subdivision infralimbica . Por lo tanto la

susceptibilidad de la CxPF-PL pareceria exceder al dafio anfetaminico.

3 Rol de los R-AT; en los cambios angioplasticos corticales inducidos por

anfetamina

En estudios previos hemos observado que ANF, via R-AT, induce angiogénesis en la CxPF-PL luego de 7 dias
de abstinencia, evaluado como un aumento de la densidad microvascular. A su vez, se observd alteraciones de
parametros morfologicos de la microvasculatura como la disminucion de los puntos de ramificacion y un
aumento de la tortuosidad (los cambios en los pardmetros microvasculares se esquematizan en la figura 31) '*°.
En el presente trabajo, al evaluar la microarquitectura vascular utilizando el mismo protocolo de exposicién a
ANF pero luego de 21 dias de abstinencia, no observamos cambios en ninguno de los pardmetros anteriormente
descritos en la CxPF-PL. En su conjunto estos resultados sugieren que la exposicion a ANF, via R-AT,, induce
un escenario angiogénico transiente en la CxPF-PL, el cual es evidente luego de 7 dias de abstinencia pero que
gradualmente se normaliza en ausencia del psicoestimulante hasta alcanzar parametros similares a los controles
luego de 21 dias de abstinencia. Por otro lado, luego de 7 dias de abstinencia a ANF hemos observado un

incremento de tortuosidad de los microvasos de la CxPF-IL dependiente de los R-AT, pero sin cambios en la
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densidad vascular y la cantidad de puntos de ramificacion *°. Luego de 21 dias de abstinencia, estos cambios en
la tortuosidad en la CxPF-IL desaparecen, pero en los animales expuestos a ANF se observa un incremento en la
cantidad de los puntos de ramificacion que depende de los R-AT;. Dado que a diferencia de la CxPL-PL no se
observaron cambios en la densidad vascular a lo largo de 21 dias de abstinencia en la CxPF-IL y que se
considera que el incremento en la tortuosidad corresponde a un estadio temprano en la neovascularizacion **, en
conjunto los resultados expuestos podrian indicar un efecto angiogénico transiente inducido por ANF, a través
de los R-AT), en ambas subdivisiones de la CPF pero con curvas de tiempo y magnitudes diferenciales (los
cambios descritos se esquematizan en la figura 31). Teniendo en cuenta que los mediadores inflamatorios
promueven la angiogénesis en forma directa e indirecta 2, la mayor gliosis inducida por ANF en la CxPF-PL
podria llegar a explicar la mayor magnitud del efecto angiogénico observado en esta area cerebral. Por otro lado,
la mayor superficie vascular puede incrementar la liberacion de mediadores proinflamatorios, el transporte de
células y el aporte de nutrientes necesarios para la generacion de los eventos que llevan a la generacion de

26 por lo que la mayor gliosis en CxPF-PL podria resultar de un mayor efecto

gliosis y neuroinflamacion
angiogénico en esta region. En resumen, existe una codependecia entre estos dos fenomenos que tiende a la

autoperpetuacion de ambos.
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Figura 35. Esquema hipotético de los cambios angioplasticos inducidos por ANF. La figura esquematiza los cambios en la microarquitectura vascular
inducidos por la exposicion a ANF que ocurren en la CxPF a lo largo de 21 dias de abstinencia. ANF induce un aumento de tortuosidad luego de 7 dias de la
ultima exposicion, lo que genera vasos de mayor longitud y menos ramificados, lo que aumenta el area vascular; a los 21 dias de abstinencia los parametros
vuelven a valores normales. Esquema grafico (a). Esquema de cambios vs tiempo en CxPF-PL (b). Esquema grafico (a). Esquema de cambios vs tiempo en

CxPF-IL (c).

La angiogénesis microvascular es principalmente regulada a partir de los niveles de oxigeno tisular. En este
sentido, se han reportado resultados similares a los arriba descritos cuando se expone a los roedores a
condiciones hipodxicas, lo que induce angiogénesis de los microvasos cerebrales que luego retornan a
condiciones basales cuando los animales retornan a un ambiente normdxico *’. En este sentido, utilizando un
protocolo de exposicion a ANF similar al del presente trabajo en ratas Wistar (2 mg/kg i.p. x 4 dias), Chu et al.
reportaron un incremento de la expresion de HIF-1 (el principal mediador de la sefializacion angiogénica) en
hipotdlamo **. A su vez, luego de una administracién aguda de metanfetamina, Kousik et al. observaron un
incremento de la expresion de HIF-1 en CPu, el cual se asocié con una hipoperfusion regional debido a una

disminucién del didmetro microvascular >

% A partir de estas evidencias, es razonable hipotetizar que la
angiogénesis transiente en la CxPF sea producto de la estimulacion de sefiales angiogénicas inducidas por ANF
incluso en condiciones normoxicas. En linea con este razonamiento, la extensiva induccion de estrés oxidativo
inducido por ANF, via R-AT,, observada en el presente trabajo podria contribuir al efecto angiogénico
observado, debido a que los ROS son inductores de la regulacion positiva de HIF-1. Se ha reportado que los

ROS estabilizan HIF-1 via inactivacion de prolil-hidroxilasas y aumentan su transcripcion y transactivacion

270,271

4 El antagonismo de los R-AT, induce capilarizacion en la corteza prefrontal

En el presente trabajo hemos observado una reduccion del diametro vascular inducido por el antagonismo de R-
AT, en la CxPF-PL, 90 minutos después de la ultima administracion de CAND. Teniendo en cuenta que este
hallazgo se realizd en presencia de CAND, este fendmeno podria indicar una vasoconstriccion paraddjica
inducida por el antagonismo de R-AT,; (estas drogas se utilizan en la clinica como hipotensores gracias a su
accién vasodilatadora) o bien a la formacion de nuevos capilares a expensas de una reorganizacion de vasos
medios preexistentes (el area vascular permaneciod constante, pero se redujo la cantidad de vasos medios). En
este sentido, resultados previos de nuestro laboratorio no publicados muestran que luego de 12 dias de la tltima
administracion de CAND existe una reduccion del didmetro microvascular, por lo que creemos razonable
hipotetizar que el antagonismo de R-AT), induce capilarizaciéon y no vasoconstriccion. A su vez, en el presente
trabajo no se observaron diferencias en el diametro microvascular de CxPF-PL luego de 21 dias de la tltima
administracion, por lo que la induccion de capilarizacion seria un efecto transiente que se mantiene al menos
hasta 12 dias después de la tltima administracion de CAND. En linea con esta hipotesis, Foulquier et al.
reportaron que la administracion de CAND en un esquema similar al utilizado en este trabajo pero a una mayor
dosis (10 mg/kg por 10 dias) induce una reduccion del didmetro vascular de arteriolas piales 2.
Interesantemente, dichos autores reportan que CAND pero no telmisartan reduce el diametro arteriolar, por lo

que este efecto no seria comin a todos los antagonistas de R-AT,; 272,
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En cuanto a los posibles mecanismos angioplasticos asociados a la capilarizacion inducida por CAND, la
reduccion de la cantidad de vasos medios sin cambios en el area vascular podria ser un posible indicio de una
reorganizacion vascular por intususcepcion. En este sentido, la angiogénesis intususceptiva genera un pilar
intravascular dividiendo el vaso en dos nuevas ramas y por lo tanto reduciendo su diametro sin cambiar el area

vascular final.

Si bien las implicancia fisiologicas asociadas a la capilarizacién inducida por CAND en la CxPF-PL son
inciertas, este hallazgo podria estar relacionado con una mayor capacidad del transporte de oxigeno mejorando
la resiliencia de esta area cerebral a las demandas cambiantes de oxigeno de forma similar a como sucede en
otros tejidos como el muscular *™. En este escenario, un mejor manejo de las demandas de oxigeno podria

.. L . . Sy s
proteger al tejido de eventuales eventos hipoxicos que son a su vez fuentes importantes de estrés oxidativo °”.
En este sentido, Ito et al. reportaron que CAND induce una mayor proteccion frente a la isquemia cerebral que
otras drogas antihipertensivas como captopril y nicardipina por medio de la mejora del flujo sanguineo cerebral

y la generacion de cambios angioplasticos en la arteria cerebral media *'°.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos, podemos concluir que los R-AT; de angiotensina II participan en el
desarrollo y mantenimiento de la sensibilizacion conductual y neuroquimica a anfetamina. Entre las multiples
vias posibles por las cuales estos receptores pueden ejercer los efectos anteriormente expuestos, en este trabajo
evaluamos la modulacion de la cinética de recaptacion de dopamina, observando que candesartan induce un
incremento de la velocidad de recaptacion, lo que podria reducir el tiempo de dopamina en la hendidura
sinaptica y por lo tanto reducir la magnitud de la estimulacion dopaminérgica inducida por anfetamina. A su
vez, hemos observado que dichos receptores participan activamente en el desarrollo y mantenimiento del
deterioro de la memoria de trabajo inducida por anfetamina, asi como en la astrogliosis y microgliosis en un area
cerebral clave para este proceso cognitivo como es la corteza prefrontal prelimbica. El presente trabajo junto con
resultados previos de nuestro laboratorio nos permiten concluir que anfetamina, via R-AT), induce angiogénesis
transiente tanto en la subdivision prelimbica como infralimbica de la corteza prefrontal, alteracion que podria

ser parte de los fenomenos que desencadenan la gliosis prefrontal o bien consecuencia de la misma.

Teniendo en cuenta los resultados del presente trabajo y de resultados previos de nuestro laboratorio podemos
afirmar que el antagonismo de los R-AT;, por medio de candesartan, induce capilarizacion transiente en la
corteza prefrontal prelimbica. Dicho fendmeno se mantendria al menos 12 dias después de la retirada de

candesartan, regresando a magnitudes basales luego de 21 dias en ausencia del antagonista.

En base a la alostasis del sistema dopaminérgico inducido por la exposicion a anfetamina y su similitud con
parte del desequilibrio observado en enfermedades neuropsiquiatricas como la ESQ, la modulacion de estas
alteraciones a partir del antagonismo de los R-AT, presenta la potencialidad de generar nuevos blancos
terapéuticos a partir del reposicionamiento de medicamentos actualmente presentes en el mercado, los cuales se

asocian con una muy baja incidencia de reacciones adversas e hipotension en individuos normotensos.
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