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Resumen

La esquizofrenia es una enfermedad psiquiatrica crénica que afecta la
supervivenciay calidad de vida del 1% de la poblacion mundial y que se caracteriza
por presentar signos conductuales positivos (alucinaciones, delirios), negativos
(asociabilidad, desmotivacion) y déficit cognitivo. Estas alteraciones conductuales
tienen su base en cambios en la neurotransmisién dopaminérgica, glutamatérgica y
GABAérgica. La subpoblacion de interneuronas que expresan parvalbimina juegan
un rol preponderante en el desarrollo de la esquizofrenia, constituyendo un
marcador esencial en los modelos de esta patologia. La administracion aguda y
repetida de ketamina, un antagonista de los receptores NMDA, constituyen modelos
preclinicos validados ya que recrean los aspectos conductuales y algunos
neuroquimicos, tipicos de esta patologia. Los tratamientos disponibles para esta
patologia son paliativos, y el 20-30 % son refractarios para el control de los signos
positivos. Por esta razon resulta imperativo la busqueda de nuevos blancos y
métodos terapéuticos. Angiotensina Il, a través de los receptores ATz, posee un rol
neuromodulador sobre los sistemas dopaminérgicos, serotoninérgicos Yy
GABAérgicos, asi como proinflamatorio. Se ha descrito la sintesis de Angiotensina
I1 a nivel cerebral, asi como la expresion del receptor ATz en todos los componentes
de la unidad neurovascular; jugando un rol critico en las alteraciones inducidas por
la administraciobn de psicoestimulantes y procesos neurodegenerativos.
Considerando esta evidencia, nos proponemos evaluar en rol de los receptores AT
en las alteraciones conductuales a largo plazo, generados por la administracion
repetida de ketamina; asi como cambios en el patrén activacion y expresion de
interneuronas GABAGérgicas, principalmente parvalbuminérgicas, y en la unidad
neurovascular (astroglia, microglia, neuronas y microvasculatura). Por otro lado,
también evaluaremos el efecto del bloqueo de los receptores AT: en la respuesta
conductual a una administracion aguda de ketamina. El receptor AT1 participa en
los cambios neuroadaptativos, proinflamatorios/pro-oxidativos y conductuales a
largo plazo generados por la administracion repetida de ketamina; sin embargo,
carecen de efecto en las respuestas agudas a la misma. Los resultados de esta tesis
suman evidencias al gran espectro de accion de ketamina y amplian la informacion
sobre el rol de los receptores AT en las alteraciones inducidas por la administracion
de farmacos psicotrépicos propuestas anteriormente en nuestro grupo de trabajo,

sustentando su rol preponderante en patologias psiquiatricas.



Abstract

Schizophrenia is a chronic psychiatric disease affecting the survival and
quality of life of 1% worldwide and is characterized by positive behavioural signs
(hallucinations, delusions), negative (associability, demotivation) and cognitive
deficits. These behavioural alterations have a common basis in dopaminergic,
glutamatergic, and GABAergic neurotransmission changes. To this last respect, the
subpopulation of parvalbumin-expressing interneurons plays a preponderant role in
the development of schizophrenia, constituting an essential marker in the models of
this pathology. The acute or repeated administration of Ketamine, an antagonist of
NMDA receptors, are validated preclinical models since recreating the behavioural
and, some, neurochemical features of this pathology. In addition to the absence of
complete remission, 20-30% of patients with schizophrenia are refractory to the
available treatments aimed at alleviating the positive signs, while there are no
treatments for negative signs or cognitive déficits. Therefore, the search for new
targets and therapeutic methods is imperative. Angiotensin Il, through AT:
receptors, has a neuromodulatory role on the dopaminergic, serotonergic and
GABAergic systems, as well as pro-inflammatory. The synthesis of Angiotensin Il
at the brain level has been well described, as well as the expression of the AT:
receptor in all the components of the neurovascular unit, playing a critical role in
the alterations induced by the administration of psychostimulants and
neurodegenerative processes. Considering this evidence, we propose to evaluate the
role of AT receptors in long-term behavioural changes, generated by the repeated
administration of Ketamine; as well as changes in the activation and expression
pattern of GABAergic interneurons, mainly in the parvalbumin-positive
subpopulation, and in the neurovascular unit (astroglia, microglia, neurons and
microvasculature). On the other hand, we will also evaluate the effect of blocking
AT receptors on the behavioural response to an acute dose of Ketamine. The AT:
receptor is involved in the long-term neuroadaptive, pro-inflammatory / pro-
oxidative and behavioural changes generated by the repeated administration of
Ketamine; however, they do not affect the acute responses of the psychostimulant.
The results of this thesis add evidence to the wide spectrum of action of Ketamine
and expand the role of the AT: receptor in the alterations induced by the
administration of psychostimulants previously proposed in our group, supporting
its preponderant role in psychiatric pathologies.



Abreviaturas

Angll: angiotensina Il

AOPP: productos derivados de la oxidacién de proteinas
AT1/ R-ATi: receptor tipo | de angiotensina Il

D.: receptores dopaminérgicos tipo 2

ECA: enzima convertidora de angiotensina

GFAP: proteina acida fibrilar de la glia

IP: indice de preferencia

MDA: malondialdehido

NEMs: neuronas espinosas medianas

NMDA: receptor N-Metil-D-Aspartato de glutamato
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Introduccion

Esquizofrenia

La esquizofrenia es una enfermedad psiquiatrica cronica y muy heterogénea,
que afecta la supervivencia y calidad de vida del 1% de la poblacion mundial. El
diagndstico de esta patologia se correlaciona con una reduccion del 20% en la
esperanza de vida con respecto a la poblacién general y que incluye hasta un 40%
de las muertes atribuidas al suicidio. Sumado a la angustia personal de alrededor de
20 millones de personas que padecen esta patologia, la esquizofrenia tiene un alto
costo socio-econémico, principalmente relacionado con la pérdida de empleo y
necesidad de apoyo social a lo largo de toda la vida del paciente (World Health
Organization). Esto resulta de importancia dada la duracion de la enfermedad
considerando que el diagnéstico ocurre en la adultez temprana o en la adolescencia
tardia con el advenimiento del primer episodio psicdtico, y que acompaiia al
paciente a lo largo de toda su vida. Antes del diagnéstico, durante la nifiez y
adolescencia, es muy frecuente que el paciente transcurra por un periodo
prodromico en el que los sintomas psicoticos de tipo negativos o cognitivos,
ocasionales y/o atenuados, pueden ocurrir sin ser detectados o bien siendo
confundidos con los de otras patologias psiquiatricas. El estado sintomatoldgico
que caracteriza al periodo prodromico continda durante el desarrollo de la
patologia, incluso en ausencia de los episodios psicéticos agudos y, eventualmente,
las personas pueden presentar comorbilidad con otros trastornos psiquiatricos como
la depresion (Cheng & Schepp, 2016; Hany et al., 2021; Millan et al., 2014).

Los signos conductuales tipicos de la esquizofrenia pueden agruparse en:
signos positivos, negativos y déficit cognitivo. Histéricamente, los signos positivos
(alucinaciones y delirios) han sido el objetivo de la investigacion y busqueda de
tratamientos, lo que ha resultado en el desarrollo de farmacos antipsicéticos de
primera y segunda generacion; sin embargo, alrededor del 30% de los pacientes son
refractarios al tratamiento disponible (Hany et al., 2021; Millan et al., 2014). Por
otro lado, los sintomas negativos- los cuales incluyen la pobreza del habla (alogia),
desmotivacion, anhedonia anticipatoria y asociabilidad- no han recibido una
atencion importante hasta afios recientes, a pesar que interfieren gravemente con el
estado funcional de los pacientes (Millan et al., 2014). Es importante destacar que
tanto los signos negativos como el déficit cognitivo, comienzan a manifestarse

durante el periodo prodrémico, constituyendo uno de los marcadores tempranos de
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la patologia. Generalmente, la gravedad de estos signos se incrementa luego del
primer episodio psicatico para, finalmente, acompafar al desarrollo de la patologia
incluso cuando el paciente no se encuentra en el estado psicético- es decir en
ausencia de signos positivos (Meltzer et al., 2013). La disfuncion cognitiva incluye
una capacidad disminuida para enfocar la atencién y falla en la memoria
declarativa, la cual contiene informacion sobre experiencias personales que han
ocurrido en un lugar y momento determinado (Freedman, 2003). Del mismo modo
se ve afectada la cognicion social- que refiere a la comprension y comunicacion de
los modos verbales y no verbales, asi como interpretar los estados mentales, gestos,
comportamientos y expresiones faciales de los demas- lo cual predice
discapacidades sociales para los pacientes (Millan et al.,, 2014). Algunos
tratamientos existentes presentan una leve mejora de los signos negativos, no asi en

el déficit cognitivo, generando la necesidad de buscar nuevos blancos terapéuticos.

Se ha propuesto que estas alteraciones conductuales se deben a un desbalance
en la neurotransmision dopaminérgica, principalmente, asi como también la
glutamatérgica y serotoninérgica; dando lugar a las principales teorias que explican
la etiopatologia de la esquizofrenia. La teoria dopaminérgica- la mas antigua y
apoyada histéricamente- tiene su base en las numerosas evidencias que muestran
que un incremento de la liberacion de dopamina, inducida por la administracion de
psicoestimulantes, puede recrear los signos positivos de la enfermedad; asi como
en la eficiencia de los antipsicoticos clasicos- antagonistas de los receptores
dopaminérgicos tipo 2 (D2)- para paliar las crisis psicoticas (van Kammen, 1979).
Pero esta teoria resulta insuficiente al momento de explicar toda la patologia ya que
los antipsicoticos clasicos no pudieron remediar los signos negativos o cognitivos.
En 1990, Maria y Arvid Carlsson propusieron que la etiologia de la esquizofrenia,
mas alla de su heterogeneidad, estaba fuertemente relacionada con un desbalance
dopaminérgico-glutamatérgico que altera la retroalimentacion de la corteza
prefrontal sobre los nlcleos estriatales y talamicos (Carlsson & Carlsson, 1990). Se
han descrito dos interrelaciones muy estrechas entre glutamato y dopamina. En la
primera, las neuronas piramidales (glutamatérgicas) modulan la actividad de las
neuronas dopaminérgicas a nivel del area tegmental ventral, y la segunda donde las
neuronas dopaminérgicas modulan indirectamente a las glutamatérgicas en la

corteza prefrontal por medio de interneuronas GABAérgicas (Bubenikové-



Introduccion

Valesova et al., 2008; Goff & Coyle, 2001; Sesack et al., 2003). A partir de estas
nuevas evidencias es que surgen los modelos de la hipofuncién del receptor N-
Metil-D-Aspartato (NMDA) de glutamato, los cuales proponen que una disfuncion
de estos receptores ubicados en interneuronas GABAGérgicas de la corteza
prefrontal, producirian una falla en la accion inhibitoria de estas interneuronas sobre
las neuronas piramidales glutamatérgicas. Al bloquear el efecto inhibitorio
GABAEérgico, las neuronas piramidales excitatorias inducen un desbalance en la
neurotransmision a nivel del estriado y del area tegmental ventral. En este Gltimo
se encuentran los somas dopaminérgicos, lo que resulta en una hipo-dopaminergia
meso cortical (responsable de los signos negativos y déficit cognitivo) y una hiper-
dopaminergia meso-limbica/nigro-estriatal (responsable de los signos positivos)
(Cohen et al., 2015; Pitsikas & Markou, 2014; Sesack et al., 2003).

Administracién de ketamina como modelo preclinico de esquizofrenia

De la teoria glutamatérgica se desprenden los modelos que utilizan a los
antagonistas del receptor NMDA que incluyen la administracién aguda o repetida
de ketamina. La ketamina es un anestésico disociativo que actla principalmente
bloqueando el NMDA, sin embargo, se sabe que tiene efecto sobre los receptores
a-amino-3-acido hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) y D2, ademas de
inhibir los canales de Na* y K" dependientes de voltaje y la recaptacion de
serotonina y dopamina (Eldufani et al., 2018; Frohlich & Van Horn, 2014). La
composicion (subunidades) de los receptores NMDA ubicados en interneuronas
GABAérgicas de corteza prefrontal facilitan la eliminacion del bloqueo por Mg?*,
por lo que administracion de dosis subanestésicas de este psicofarmaco bloquea la
funcién inhibitoria de las interneuronas GABAérgicas sobre las neuronas
piramidales mencionadas anteriormente (Cohen et al., 2015; Frohlich & Van Horn,
2014). La administracion de ketamina en humanos recrea los signos psicoticos
mientras que agrava de manera significativa los signos preexistentes en pacientes.
Mas aln, se reportd una psicosis persistente en algunos consumidores cronicos de
ketamina, incluso tiempo después de haber abandonado el consumo, cuyos signos
son idénticos a los observados en la esquizofrenia e incluyen los eventos psicéticos
y falla en la memoria espacial y verbal (Cheng et al., 2018). Consumidores crénicos
de ketamina muestran déficit cognitivo principalmente asociado a la memoria

semantica y episodica, asi como menor fluidez verbal durante sus periodos de
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abstinencia (Cheng et al., 2018; Morgan et al., 2006; Morgan et al., 2004). A nivel
preclinico, los protocolos de administracion aguda y repetida de ketamina son
modelos validados muy utilizados para el estudio de la esquizofrenia que cuentan
con validez de apariencia, constructo y predictiva (Becker et al., 2003; Becker &
Grecksch, 2004). En este sentido, a administracion repetida de ketamina recrea los
aspectos crénicos de la patologia mientras que la aguda simula los episodios
psicoticos, principalmente, durante etapas tempranas (Adell et al., 2012). Con
respecto a este ultimo, tanto en estudios realizados en humanos como en modelos
animales, se ha reportado que la administracion aguda de ketamina produce un
incremento de la liberacion de neurotransmisores corticales, asi como dopamina en
estriado, e hiperlocomocion recreando los signos positivos y otorgando validez de
apariencia al modelo agudo (Bubenikova-Valesova et al., 2008). La administracion
repetida de ketamina recrea los signos positivos y negativos, y déficits cognitivos
abarcando un espectro mas completo de la sintomatologia conductual; mientras que,
al mismo tiempo genera una hipofrontalidad y reduccion de la expresion de
interneuronas parvalbuminérgicas similar a la de los pacientes, lo que le otorga
ademaés la validez de constructo (Adell et al., 2012; Bubenikova-Valesova et al.,
2008). Més aln, se ha descrito que la administracion de ketamina produce
asociabilidad, el signo més significativo dentro del grupo de signos negativos. Dada
la conducta social- gregaria- de los roedores, la prueba de interaccién social es un

punto clave en la validacion del modelo animal de ketamina (Holuj et al., 2015).
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Figura 1: La administracidn de dosis subanestésicas de Ketamina libera el bloqueo
por Mg+2 de los receptores NMDA ubicados en las interneuronas GABAérgicas (Amarillo)
de la corteza prefrontal (CPF). Al antagonizar estos receptores, se reduce el tono
GABAérgico sobre las neuronas piramidales glutamatérgicas (Rosa). La hiperactivacion
piramidal afecta de forma diferencial a las distintas areas como estriado (Estr.), sustancia
nigra (SN) y area tegmental ventral (VTA). Dado que en estas Ultimas areas se encuentras
los somas de las neuronas dopaminérgicas (Azul), se produce un desbalance que culmina
en una hipo-dopaminergia mesocortical (asociada a los signos negativos y cognitivos) y una
hiper-dopaminergia en el sistema mesolimbico/nigroestriado (signos positivos).

Interneuronas parvalbuminergicas en esquizofrenia

Analisis postmortem de pacientes con esquizofrenia, mostraron alteraciones
en la neurotransmisiobn GABA, particularmente en una subpoblacién de
interneuronas positivas para parvalbimina las cuales son cruciales para el balance
excitatorio/inhibitorio y la sincronizacion neuronal de alta frecuencia mediante
ondas gamma, criticas para los procesos cognitivos (Adell et al., 2012; Do et al.,
2013). En este sentido, las ondas gamma constituyen el principal mecanismo para
la trasmision y procesamiento de la informacion a nivel cortical y del hipocampo,
y por lo tanto son un factor critico para los procesos de aprendizaje y memoria, asi
como para procesamientos sensoriales y la conducta social (Do et al., 2013;
Gonzalez-Burgos et al., 2011; Steullet et al., 2017). Estudios en pacientes con
esquizofrenia mostraron una disfuncion y reduccién en el nimero de interneuronas
parvalbuminérgicas en la corteza prefrontal (Benneyworth et al., 2011; Kaar et al.,
2019; Lewis et al., 2012). Distintas anomalias relacionadas con oscilaciones de alta
frecuencia se han encontrado en pacientes esquizofrénicos, y algunas de ellas se

correlacionan con la aparicion de sintomas, principalmente los negativos y el déficit
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cognitivo; en tanto, las alucinaciones se han asociado con un aumento de la
conectividad a nivel local y excesivo poder gamma de alta energia (Niklitschek et
al., 2011).

Alteraciones gliales, inflamatorias y vasculares cortico-limbicas en la

esquizofrenia

Es ampliamente conocido que los astrocitos cumplen un rol central en el
mantenimiento de la homeostasis del microambiente cerebral mediando la
comunicacion de la unidad neurovascular. Se ha demostrado que los astrocitos
reactivos muestran un incremento en la expresion de GFAP con pérdida de las
propiedades antioxidantes, reduccion de los transportadores de glutamato y sintesis
de glutation (Cragnolini et al., 2020; Papa et al., 2014). Méas aln, la alteracién en la
reactividad astrocitaria genera un desbalance en la homeostasis, desacoplamiento
de la unidad neurovascular, neuroinflamacién y muerte neuronal; y, por lo tanto,
tiene un rol central en el desarrollo de patologias como Parkinson, Alzheimer,
esquizofrenia y depresién mayor (Blanco-Suéarez et al., 2017; Cragnolini et al.,
2020; McConnell et al., 2019; Phatnani & Maniatis, 2015). En este sentido, estudios
postmortem en pacientes con esquizofrenia indicaron una reactividad astrocitaria
crénica con hipertrofia celular y un aumento en la densidad de células de microglia-
los macrdfagos cerebrales (Van Kesteren et al., 2017). Los signos de gliosis y
neuroinflamacion, por lo general, estan estrechamente relacionados con el historial
y la gravedad de la enfermedad (Arnold et al., 1996; Bernstein et al., 2015; Catts et
al., 2014). Los efectos antinflamatorios de los farmacos antipsicoticos sustentan
también la raiz inflamatoria en la etiopatologia de la esquizofrenia (Tourjman et al.,
2013). Mas aun, se ha propuesto que el dafio oxidativo en los lipidos podria ser un
biomarcador temprano de esquizofrenia. Estudios en roedores mostraron un
incremento de niveles de malondialdehido (MDA) en corteza prefrontal, cuerpo
estriado e hipocampo inducida por la administracion repetida de ketamina, lo cual
fue revertido por la administracion de clozapina sustentando el efecto
antinflamatorio de los antipsicéticos (Monte et al., 2013; Vasconcelos et al., 2015).
Por ultimo, existe amplia evidencia que muestra que la esquizofrenia podria tener
base en el dafio vascular. En este sentido, se ha reportado alteraciones en el flujo
sanguineo cerebral mediante el uso de resonancia magnética funcional en pacientes

con esquizofrenia en estrecha relacion con las respuestas conductuales (Camchong
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et al.,, 2011; Y. Zhou et al., 2015). Estos antecedentes, en conjunto con los
antecedentes inflamatorios/oxidativos ya mencionados, dan lugar a la teoria
inflamatoria-vascular de la esquizofrenia la cual relne factores genéticos, pre y

perinatales y ambientales (Fitzsimmons et al., 2013; Hanson & Gottesman, 2005).
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Angiotensina Il cerebral

A pesar de ser conocido histéricamente como un sistema periférico, se ha
descrito la presencia del sistema renina angiotensina, asi como la sinte;sis de todos
sus componentes, a nivel cerebral. En este sentido, los astrocitos son la principal
fuente de angiotensinégeno, mientras que la produccion de este octapéptido en las
neuronas es secundaria y esta restringida solo a algunas regiones del cerebro. El
angiotensindgeno es convertido en angiotensina | por medio de la renina cerebral
y, posteriormente, a angiotensina Il (Angll) mediante la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), la cual se expresa en muchas areas del encéfalo (Basmadjian
et al., 2017). Existe evidencia que muestra que Ang Il, a través de sus receptores
ATy, juega un papel regulador en un gran nimero de funciones cerebrales que
incluyen la respuesta al estrés, el consumo de alcohol, la depresion y la cognicion;
ademas de los roles clasicos de Angll en el control de la presion arterial y la
homeostasis de los liquidos (Basmadjian et al., 2017). Se ha descrito que los
receptores AT1 se expresan en muchas areas del cerebro, incluyendo a la corteza
cerebral y el estriado (Martinez-Pinilla et al., 2015; Von Bohlen Und Halbach &
Albrecht, 1998). Mas aun, estos receptores se sintetizan activamente en neuronas,
células endoteliales, células de la microglia y astrocitos, sugiriendo un rol clave de

este neuropéptido en las respuestas inflamatorias y vasculares.
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Angiotensina II cerebral
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Figura 2: Se ha descrito extensamente la presencia de un sistema renina
angiotensina cerebral en estrecha relacion con todos los componentes de la unidad
neurovascular. Los astrocitos son la principal fuente de angiotensin6geno. Se ha
descrito la presencia de todos los escalones necesarios para la sintesis de Angll en
neuronas dopaminérgicas. Los receptores AT: (R-ATi) se expresan en todos los
componentes de la unidad neurovascular.

Angiotensina Il y la neuromodulacion

Se ha detallado extensamente el rol de Angll como modulador de los sistemas
de neurotransmisiéon GABAérgico, glutamatérgico y dopaminérgico, en el cual nos
enfocaremos con més detalle. La relacién entre Angll y glutamato o GABA ha sido
descripta principalmente asociada con las funciones neuroendocrinas y
cardiovasculares clasicas de la Angll (Li et al., 2003; Saavedra et al., 2006; Zhou
etal., 2019). En este sentido, el sistema de neurotransmision GABAérgica juega un
papel critico en las funciones de Angll sobre el mantenimiento de la presion arterial
y la respuesta al estrés (Dupont & Légat, 2020; Légat et al., 2019; Juan M. Saavedra
et al., 2006). Angll presenta un efecto inhibitorio sobre la neurotransmision
glutamatérgica ya que se ha demostrado que inhibe la excitacion evocada por
glutamato o sus agonistas, via activacion de los receptores AT1 (Albrecht et al.,
1997; Bregonzio et al., 2017; Mooney et al., 1994; Xiong & Marshall, 1990). Por
otro lado, existe una estrecha relacion entre Angll y dopamina que ha sido foco de
numerosas investigaciones que extienden el rol de Angll e involucra a todos los

componentes de la unidad neurovascular. Esto se debe a que todos los componentes
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necesarios para la sintesis de Angll se han encontrado en neuronas dopaminérgicas,
mientras que los astrocitos son la principal fuente de angiotensindgeno. El receptor
AT se expresa no solo en neuronas, sino también en células de la glia (astrocitos y
microglia), células endoteliales de la vasculatura cerebral. Mas aun, a nivel del
estriado se observo que los receptores AT: forman heteromeros funcionales con
receptores dopaminérgicos D2 (Martinez-Pinilla et al., 2015). Angll, a través de los
receptores AT1, modulan la sintesis de dopamina- dado que aumenta la expresion
de la tirosina hidroxilasa en area tegmental ventral (Aschrafi et al., 2019)- la
liberacion en estriado (Brown et al., 1996; Stragier et al., 2004) y la expresion de
receptores dopaminérgicos (Mertens et al., 2010; Stragier et al., 2004). Por otro
lado, se ha descripto que cambios en la neurotransmision dopaminérgica genera
alteraciones en la actividad del sistema renina angiotensina cerebral y aumenta la
expresion de los receptores AT1 (Brown et al., 1996; Medelsohn et al., 1993). En
linea con estas evidencias, se ha propuesto que el desbalance Angll/Dopamina
juegan un rol clave en procesos fisiolégicos como el envejecimiento, asi como en
el desarrollo de patologias neurodegenerativas incluyendo Parkinson e hipertension
(Labandeira-Garcia et al., 2011; B Villar-Cheda et al., 2014; Wright & Harding,
2011). Nuestro grupo de trabajo ha reportado numerosas evidencias de la
participacion de los receptores ATz en los cambios neuroadaptativos a largo plazo
inducidos por la exposicion a anfetamina, tanto a nivel neuroquimico y conductual
( Marchese et al., 2016, 2020; Occhieppo et al., 2017; Paz et al., 2011, 2014).

Angiotensina Il y la neuroinflamacion

Los antagonistas del receptor AT:1 se han asociado con efectos
antiinflamatorios, antioxidantes y neuroprotectores (Prusty et al., 2017; J M
Saavedra, 2017; Villapol & Saavedra, 2015). En este sentido, nuestro grupo ha
descrito previamente el rol protector del bloqueo AT: contra el efecto
proinflamatorio/pro-oxidativo generado por la administracion de anfetamina sobre
la reactividad de astrocitos y células de la microglia, la apoptosis neuronal y la
arquitectura de la red vascular en las regiones corticales (Marchese et al., 2020;
Occhieppo et al., 2017). Una amplia evidencia muestra que Angll, via activacion

del receptor ATi, tiene un rol critico en el estrés oxidativo e inflamacion,

10



Introduccion

promoviendo la activacion de la enzima NADPH-oxidasa, la liberacion de
citoquinas proinflamatorias como IL-1p, IL-6 y TNF-a (Wu et al., 2013).
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Hipdtesis

Dado que Angiotensina Il, a través de sus receptores ATz, actia modulando
la neurotransmision GABAEérgica, glutamatérgica y dopaminérgica, asi como los
procesos neuroinflamatorios, postulamos que las alteraciones a largo plazo a nivel
neuroquimico, neuroinflamatorio 'y conductual, consecuencia de la
hipoglutamatergia inducida por la administracion de ketamina y enmarcados en un
modelo animal de esquizofrenia, podrian ser prevenidas/ atenuadas por el bloqueo

de los receptores ATz

Objetivo General

Evaluar el rol de los receptores ATi de Angiotensina Il en alteraciones
conductuales y neuroquimicas inducidas por ketamina, modelo animal de
esquizofrenia, focalizdndonos en alteraciones funcionales/estructurales y areas

cerebrales claves en la etiopatologia de esta enfermedad.

Objetivos especificos

Objetivo N°1: Evaluar la participacion del receptor AT:1 en la activacion
neuronal y expresion de interneuronas GABAérgicas y de la subpoblacion
parvalbuminérgica a largo plazo luego de la administracion repetida de ketamina,
en area tegmental ventral, estriado dorsal y corteza prefrontal.

Objetivo N°2: Evaluar la participacion del receptor ATz en la respuesta glial
y la supervivencia celular a largo plazo luego de la administracion repetida de
ketamina, en area tegmental ventral, estriado dorsal y corteza prefrontal.

a- Analizar la reactividad y la respuesta morfologica de astrocitos.
b- Evaluar la reactividad de las células de la microglia.

c- Evaluar la apoptosis celular.

Objetivo N°3: Evaluar la participacion del receptor AT1 en los cambios a
largo plazo en arquitectura de la red microvascular de la corteza prefrontal luego de

la administracion repetida de ketamina.
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Objetivo N°4: Evaluar la participacion del receptor AT: en las respuestas
conductuales a la administracion de ketamina, abarcando los signos positivos,

negativos y déficit cognitivo, tipicos de la esquizofrenia como:

a- Recrear equivalentes etoldgicos de los signos conductuales
caracteristicos de la esquizofrenia mediante el protocolo de administracion
repetida de ketaminay evaluar la participacion del receptor ATz en alteraciones
a largo plazo.

b- Evaluar la participacion del receptor ATi en alteraciones

conductuales en un protocolo de administracion aguda de ketamina.
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Animales

Para realizar los experimentos se utilizaron ratas macho de la cepa “Wistar”,
adultos (60 dias), con un peso entre 250 y 280g al inicio del tratamiento. Una
semana antes del inicio del protocolo, los animales fueron asignados por azar a los
distintos grupos experimentales y se mantuvieron agrupados en un maximo de
cuatro por caja con libre acceso a comida y agua. Los animales fueron mantenidos
en condiciones estandar de laboratorio de humedad y temperatura controlada (21-
23°C), bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 hs, iniciando el horario de luz a las 7:00
hs. Durante los dias previos al inicio del tratamiento, los animales fueron habituados
al contacto con el operador a fin de evitar el estrés de la manipulacion.

Todos los experimentos fueron realizados segin la reglamentacion
establecida y el protocolo aprobado por resolucion N° 46/15 y 270/18 del Comité
de Cuidado y Uso de Animales (CICUAL) 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. Todos los

operadores fueron aprobados por el CICUAL-FCQ.

Drogas

Ketamina (Holliday, Buenos Aires, Argentina) disuelto en solucion
fisiologica (salina 0,9%) inmediatamente antes de su uso.
Candesartan cilexetilo (Laboratorios Phoenix) disuelto en una solucion de

bicarbonato de sodio 0,1N (vehiculo).

Diserio experimental

Modelo de administracion repetida de ketamina

A fin de evaluar el desarrollo de alteraciones a largo plazo inducidas por la
administracion repetida de ketamina, y la participacion del receptor ATz, los
animales recibieron una administracion diaria de vehiculo/candesartan (3 mg/Kg,
oral por gavage) durante diez dias. Entre los dias 6 y 10, adicionalmente, recibieron
una inyeccion diaria de salina/ ketamina (30mg/Kg i.p.) y luego permanecieron en
sus cajas por un periodo libre de droga de 14 dias. Finalmente, el dia experimental
24, se llevaron a cabo las pruebas conductuales, en condiciones basales o luego de

la administracion de una dosis desafio de ketamina (15mg/Kg). El sacrificio y toma
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de muestras de los animales se llevo a cabo el dia 25, en condiciones basales y
después del desafio (90min o 24hs segln experimento).

Modelo de administracidn repetida de Ketamina

Prueba Conductuales

Sacrificio
RRRE s LT T T,
L A B A A 24 25
Dtiandesaruin Ketamina Desafio KEtm{ﬁl}@
() Vehiculo Salina 15 mg/Kg

Figura 3: Esquema experimental del protocolo de administracion repetida.

Modelo de administracién aguda de ketamina

Con el objetivo de evaluar los efectos agudos de ketamina a nivel conductual
y el impacto del bloqueo de los receptores ATi en ellos, los animales recibieron
vehiculo/candesartan durante 6 dias. El dia seis recibieron una unica inyeccién de
salina/ketamina (30mg/Kg i.p.) y las pruebas conductuales se llevaron a cabo segun
el protocolo de cada una.

Modelo de administracidn aguda de Ketamina
| |Candesartan  Ketamina

() Vehiculo Salina
%%%%%‘ 6 Prueba Conductuales
Ketamina 4%
30 mgKg

Figura 4: Esquema experimental del protocolo de administracién aguda.

Ketamina

La dosis elegida para esta tesis se basa en el protocolo experimental utilizado
en (Schumacher et al., 2016). La administracion de dosis subanestésicas de
ketamina recrea los signos conductuales de la esquizofrenia y presenta validez de

apariencia como modelo conductual de esta patologia.

Administracién de la dosis desafio

La dosis desafio nos permite desenmascarar las neuroadaptaciones a largo
plazo generadas por la administracion repetida de ketamina, mientras que muestra
los efectos agudos del psicotrépico en los animales previamente tratados con salina.

La dosis desafio se establecio en 15mg/Kg con el fin de poner en evidencia la
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sensibilizacion conductual inducida por la administracion repetida de ketamina y
evitar el efecto “techo” observado con una dosis de 30mg/Kg en actividad

locomotora (datos no mostrados).

Toma de muestras

Perfusion transcardial

El dia experimental 24, los animales fueron perfundidos transcardialmente.
Para ello fueron anestesiados con Uretano al 50% (100mg/kg i.p.), para ingresar por
la cavidad toracica hasta el corazdn, donde se inserta la aguja de perfusion mediante
la cual se administra una solucion lavadora de salina 0,9% con heparina 500 U/I
(250 ml), seguido por una solucidn fijadora de paraformaldehido al 4% en buffer
fosfato 0,1M (pH 7,4; 250ml). Después de 15 min, se extraen los cerebros y son
almacenados en una solucidn crioprotectora de sacarosa al 30% en buffer fosfato

0,1M y mantenidos a 4°C hasta su uso.

Procedimiento general de inmunohistoquimica

El dia del experimento los cerebros fueron adheridos a un soporte con medio
para congelamiento tisular (Biopack) e inmediatamente congelados con spray
congelante (Biopack), para luego ser dejados por 20min a -20°C para que todo el
tejido se congele en forma equitativa. Utilizando un Criostato Leica CM15105, se
obtuvieron cortes coronales de 30 y 40 um, segun indicaciones de cada
inmunomarcacion que fueron recolectados en pocillos con buffer 0,01M para su
lavado. Los cortes de tejido fueron incubados por 2 hs en una solucion de 10% de
metanol y 10% de peroxido de hidrégeno en agua destilada, lo que permite una
mejor fijacion del tejido y el agotamiento de la actividad de peroxidasa endégena.
Los cortes son lavados con buffer 0,01M en tres intervalos de 5min y luego son
sumergidos en solucién de suero de cabra al 10% en buffer 0,1M, por 2hs, para el
bloqueo de las uniones inespecificas. Sin realizar ningin lavado, los cortes se
incuban durante la noche en una solucion que contiene el anticuerpo primario
correspondiente, 2% de suero de cabra y 0,3% de Triton X-100 (Flucka Analytical)
en buffer 0,1M. Al dia siguiente, luego de tres lavados con buffer 0,01M, la sefal
fue amplificada incubando los cortes con el anticuerpo secundario biotinilado en
una solucién con 2% de suero de cabra en buffer 0,1M, por un periodo de 2hs.
Inmediatamente se realizo el lavado de los cortes con buffer 0,01M y se incubaron

en una solucion que contiene el complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa (Vector
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Laboratories Inc.) con 2% suero de cabra en buffer 0,1M. Esto permite amplificar
la inmunomarcacion y agrega la enzima peroxidasa fundamental para el proceso del
revelado en el que se utiliza peréxido de hidrogeno (sustrato de la enzima) y
Diaminobenzidina (Sigma Chemical Co.) como cromogeno. Al mismo tiempo, se
agrega a la solucion cloruro de cobalto 1% y de sulfato de niquel 1% con,
otorgandole un color violeta oscuro. Finalmente, los cortes son lavados en buffer
0,01M durante 3 periodos de 10min y montados en portaobjetos gelatinizados. Se
dejaron secar a temperatura ambiente para luego ser aclarados con xilol y cubiertos
con medio de montaje DPX (Flucka Analytical) y un cubre objetos.

En todos los casos, previo al experimento, se llevé a cabo una puesta punto
de las concentraciones de anticuerpos primario y secundario. Ademas, en cada
experimento se procesaron muestras de los 4 grupos experimentales, mas un control
negativo (sin anticuerpo primario), a fin de minimizar la variabilidad intrinseca de

la metodologia y del operador.

Activacion neuronal y composicion poblacional de interneuronas
GABAergicas- Tabla 1

Para evaluar la activacion neuronal, los animales fueron sacrificados 90 min
luego de la administracion de la dosis desafio de ketamina. Se Ilevo a cabo una
inmunomarcacion doble para un marcador de activacion neuronal, c-Fos, y un
marcador de interneuronas. Para ello se eligio en anticuerpo anti-GAD65 como
marcador de toda la poblacion de interneuronas GABAGErgicas, y un anticuerpo
monoclonal anti-parvalbimina, para la subpoblacion parvalbuminérgicas. Como
anticuerpo secundario, se utilizaron anticuerpo biotinilado anti-conejo para c-Fos y

anticuerpo biotinilado anti-raton para los otros inmunomarcadores.

Reactividad astrocitaria y microglial- Tabla 1

Los animales fueron sacrificados en condiciones basales o 24hs luego de la
administracion de la dosis desafio de ketamina. Se tomaron secciones consecutivas
de 30pm para inmunomarcacion de astrocitos y células de la microglia, para lo que
se utilizaron anticuerpos primarios monoclonales anti-GFAP (proteina fibrilar acida
de la glia) y anti-CD11b, respectivamente, ambos provenientes de raton. Como

anticuerpo secundario, para ambas se utilizd un anticuerpo biotinilado anti-raton.
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Arquitectura vascular- Tabla 1

Los animales fueron sacrificados en condiciones basales, y de sus cerebros se
tomaron secciones consecutivas de 40um para inmunomarcacion contra la
glicoproteina endotelial, con anti-factor de von Willebrand proveniente de conejo.

Como anticuerpo secundario se utilizé el anticuerpo biotinilado de cabra anti-

conejo.

Objetivo Anticuerpo Dilucién; origen | Marca comercial
Activacion neuronal ** c-Fos 1:3000; conejo Abcam
Interneuronas GABAérgicas GADG5 1:2000; raton Abcam
Interneu_ro,na§ Parvalbdmina 1:4000; raton Abcam
parvalbuminérgicas
Astrocitos GFAP 1:1000; ratén Sigma-Aldrich
Células de la microglia CD11b 1:1000; ratén Millipore
Células endoteI!aIes de2 los FacFor de von 1:200: conejo Dako
Vasos sanguineos * Willebrand
: . . : *11:1000/ Vector
Anticuerpo 2 Anti-Conejo *21:500; cabra Laboratories
. L kson Immun
Anticuerpo 2° Anti-raton 1:3000; cabra Jackso une
Research

Tabla 1: resumen de anticuerpos utilizados para los distintos objetivos de esta tesis,
mediante procedimiento de inmunohistoquimica.

Tincién de Nissl

Apoptosis celular

Se tomaron secciones consecutivas de 30um de los mismos cerebros
utilizados para evaluar reactividad astrocitaria y microglial, y se llevé a cabo una
tincion de Nissl con cresil violeta. Para ello, los cortes fueron montados en
portaobjetos gelatinizados y dejados para secarse a temperatura ambiente durante
toda la noche. Al dia siguiente, luego de ser rehidratados por 10min, las muestras
fueron tefiidas con cresil violeta (Sigma-Aldrich) por 2 min e inmediatamente
sumergidas en agua destilada que quitar el excedente. Luego fueron sumergidas
secuencialmente en alcohol 70% (2min), solucién de acido acético y alcohol 96%
(2min), alcohol 96% (1min) y alcohol 100% (una Unica inmersion) para ser
deshidratados. Finalmente, las secciones montadas fueron dejadas para secarse a
temperatura ambiente durante la noche y aclaradas con xilol y cubiertas con medio

de montaje DPX (Flucka Analytical) y un cubre objetos.
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Obtencion y analisis de imagenes

La visualizacion del tejido se llevo a cabo a través de un microscopio Leica
DM 4000B de campo claro, acoplado una camara digital Leica DFC Camera que
permite capturar y almacenar las imagenes en formato TIFF (1392 x 1040 pixeles).
Se obtuvieron cuatro fotografias por muestra tomando ambos hemisferios de dos
secciones coronales de cada area cerebral a estudiar; y el valor final de la variable
se obtuvo del promedio de las 4 aproximaciones. Al momento de capturar las
imagenes, se le asignd un codigo al azar para asegurar la objetividad del analisis.
El andlisis de las imagenes se realiz6 con el programa Image J (version 1.52i,

Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos).

Analisis de activacion neuronal

Se obtuvieron imégenes a un aumento de 200x que corresponde a un area de
estudio de 0,38 mm?. Para cuantificar el nimero de células positivas para c-Fos, las
imagenes se transformaron en binarias fijando el umbral de grises entre 190-210, y
el contador automatico de particulas del programa Image J fue programado para
cuantificar particulas de tamafio entre 30-100 pum (14-38 pixels?) y circularidad en
0,5-1, a fin de excluir la marca de células inmunomarcados para GAD o
parvalbumina, las cuales fueron cuantificadas de manera manual y a ciegas por el
operador. El procedimiento de cuantificacion automatica de células positivas para
c-Fos fue puesta a punto y publicada en el trabajo de Basmadjian y cols. (en

revision).

19



Materiales y métodos
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Figura 5: Microfotografia representativa de inmunomarcacion para c-Fos
(puntos densos oscuros) e interneuronas parvalbdmina positivas (cuerpos celulares
y proyecciones en marron.

Reactividad astrocitaria y microglial

De ambas inmunomarcaciones se obtuvieron imagenes a un aumento de 400x,
lo que corresponde a un area de estudio de 0,09204 mm?. A fin de determinar la
reactividad glial se cuantificoO el &rea ocupada por astrocitos o células de la
microglia de forma automatica, estableciéndose un umbral de grises entre 100-150,
y se expresa como el porcentaje de area cubierta por glia en relacion al area de la
foto- 0,09204 mm? (Marchese et al. 2020; Basmadjian et al 2021 (en prensa)).
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Figura 6: Microfotografla de inmunomarcacion para CD11b (400x-
izquierda) y equivalente binario (derecha). Con el programa Image J se cuantifica
el area total cubierta (%) por células de la microglia.

Morfologia de los astrocitos

El anélisis de la morfologia se Ilevo a cabo utilizando la extension para el
analisis de Sholl del programa Image J, normalmente utilizado para neuronas y
adaptandolo a los astrocitos teniendo como referencia al trabajo de Auzmendi y
cols. (2019). Utilizando las mismas imagenes que el punto anterior, se
seleccionaron de manera aleatoria un maximo de 24 astrocitos, no solapados, por
muestra. Las células que no mostraban un soma claro y reconocible fueron
excluidas del analisis. Se selecciona la regién de interés que contenga una Unica
célula; estableciendo el umbral de grises entre 100-150, convertimos esa nueva
imagen en binaria, y finalmente, se esqueletoniza obteniendo una imagen similar a
la Fig. 7C. Para el andlisis de Sholl, se selecciona el centro de la célula y se
establece un radio de inicio entre 2,5 a 5 um (10-20 pixeles) para enmarcar al soma.
El programa toma circulos concéntricos de 5 um (20 pixeles) de separacion entre
ellos y cuantifica el nimero de veces que el esqueleto de la célula cruza cada uno

de los radios, es decir, el niUmero de ramificaciones o brazos astrocitarios.
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B) Reactividad astrocitaria-
Area ocupada por astrocitos

C) Morfologia astrocitaria- analisis de Sholl

Figura 7: A) Microfotografia original de inmunomarcacion para GFAP (400x),
B) fotografia luego que se le aplique el umbral elegido e C) imagen representativa del
analisis de Sholl (derecha). Con el programa Image J se analiza el area (%) total
cubierta por astrocitos y el analisis de Sholl, el cual nos muestra el nimero de

ramificaciones en radios cada Sum.

Apoptosis celular
Se obtuvieron imagenes a un aumento de 400x correspondiente a un area de

estudio de 0,09204 mm?. Se cuantificaron de manera manual los cuerpos de Nissl,

los que se observan como pequefios puntos amorfos de coloracion muy oscura

(Marchese et al. 2020).

Figura 8: Microfotografia original de tincion de Nissl con cresil violeta (400x
en blanco y negro) y magnificacion de una célula apoptotica (1000x).
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Arquitectura vascular

Para analizar la arquitectura vascular de la corteza prefrontal se obtuvieron
imagenes a un aumento de 200x de las areas Pre- e Infra-Limbica y el analisis se
Ilevd a cabo con la extensidn para analisis vascular del programa Image J. Para ello,
se delimitan los microvasos de manera manual hasta generar una imagen binaria, a
partir de la cual el programa determina de manera automatica el &rea total ocupada
por vasculatura, el diametro vascular promedio, el nimero de puntos de
ramificacion y la tortuosidad promedio de los vasos (Marchese et al. 2020;

Basmadjian et al 2021 (en prensa)).

e

100pm, ¥

Microfotografia
original

Delineado manual de
vasos sanguineos

Microfotografia binaria final
Figura 9: Microfotografias representativas de la inmunomarcacion para el factor de

von Willebrand (200x) y el proceso de analisis vascular.

Andlisis del estrés oxidativo

Como observacion complementaria para evaluar el microambiente
oxidativo/inflamatorio cerebral, se llevd a cabo el analisis de estrés oxidativo en
colaboracion con la Dra. M. Jazmin Silvero y la Dra. M. Cecilia Becerra, del
Instituto  Multidisciplinario de Biologia Vegetal (IMBIV-CONICET)
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Departamento de Ciencias Farmacéuticas. Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Nacional de Cérdoba, Cordoba, Argentina.

Los animales se sacrificaron por decapitacion el dia 24, 90 minutos luego de
la administracion de la dosis desafio de ketamina, se tomaron muestras disecadas
de corteza prefrontal, estriado y area tegmental ventral.

Los productos de oxidacién avanzada de las proteinas (AOPP por sus siglas
en inglés), son uno de los pardmetros bioquimicos mas utilizados para evaluar estrés
oxidativo (Katerji et al., 2019). Los AOPP poseen varios grupos cromoforos,
incluyendo pentosidina, carbonilos y proteinas croslinkeadas con ditirosina, que
muestran absorbancia a 340 nm y hay varios métodos analiticos para detectarlos.
En este caso, la determinacion de la concentracion AOPP se baso en la deteccion
espectrofotométrica segun Katerji y cols, (2019) y Witko-Sarsat y cols, (1996).
Brevemente, en distintos pocillos de una placa de microtitulacion, se aplicaron 200
I de dilucion de homogenato de las estructuras cerebrales antes mencionadas, 200
upl de cloramina T (0-100 pumol / L) para calibracién y 200 ul de PBS como blanco.
A continuacion, se afiadieron a cada pocillo 10 pl de yoduro de potasio 1,16 M y
20 pl de acido acético (glacial) y se ley6 inmediatamente la absorbancia a 340 nm.
La concentracion de AOPP se expresé en unidades de cloramina (umol / L) por
miligramo de proteina. La cantidad inicial de proteina se evalué mediante el uso de
reactivo de Bradford y leyendo la absorbancia a 595 nm.

El analisis de la peroxidacion lipidica es comUnmente utilizado como
indicador de dafio mediado por ROS, siendo el malondialdehido (MDA) uno de los
productos finales de la peroxidacion de &cidos grasos poliinsaturados mejor
estudiados y que mas se utiliza para estimar las condiciones de estrés oxidativo en
muestras clinicas (Katerji et al., 2019). Para la cuantificacion de MDA, en un tubo
eppendorf con 100 pl del homogeneizado no diluido, se afiadieron 250 pl de &cido
tricloroacético y 250 pl de &cido tiobarbiturico. Inmediatamente después, las
muestras se mantuvieron en agua hirviendo durante 10 minutos. Se realizd una
centrifugacion a 1000 rpm durante 10 min después de enfriar para eliminar el
sobrenadante de las proteinas desnaturalizadas. La absorbancia se midio
inmediatamente a 532 nm. Las sustancias reactivas al acido tiobarbitirico se
cuantificaron utilizando un coeficiente de extincion de 1,56 x 105 M ~'cm !y se

expresaron como nanomol de MDA por miligramo de proteina. La cantidad
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proteina total se calculd utilizando reactivo de Bradford como se detalld

anteriormente.

Anadlisis conductual

Actividad Locomotora

Para analizar la actividad locomotora, los dias 6 0 24 por la tarde, los animales
se colocaron individualmente en una caja de acrilico transparente (largo 60 cm x
ancho 40 cm x alto 50 cm) ubicada en una habitacién tranquila, diferente a donde
habitan, bajo luz tenue. La actividad de los animales se registrd6 mediante una
camara ubicada sobre la caja durante tres horas: 1h habituacion- para observar el
efecto de la novedad-, 1h salina- se administr6 una inyeccion de solucion salina i.p.
para excluir el estrés derivado de la inyeccion y 1h ketamina. La actividad
locomotora se analiz6 utilizando el software EthoWatcher® (Crispim Junior et al.,

2012) y se expresd en metros (m).

HABITUACION < KETAMINA

Figura 10: Esquema de la prueba de actividad locomotora en campo abierto. Los
dias 6 0 24 segln corresponda, los animales son distribuidos individualmente en sus cajas
para el andlisis de la actividad locomotora. Se los deja a luz tenue durante una hora para
habituacion, seguido de una hora donde reciben una inyeccion i.p. de salina y finalmente
una hora donde reciben la dosis de ketamina correspondiente.

Prueba de interaccion social

Los dos dias previos al dia experimental, los animales fueron habituados

individualmente en un campo abierto oscuro (largo 100 cm x ancho 100 cm x alto

M P
B B LB

Habituacion Habituacion ) . .
Individual Individual Prucba de Interaccion Social
Dia 4/ Dia 5/ Dia 6/

Figura 11: Esquema de la prueba de interaccion social. Se realizan dos
habituaciones individuales de 5min, en dias consecutivos. El dia de la prueba conductual
(6 0 24 seglin corresponda) los animales, que nunca compartieron caja, son emparejados
segun tratamiento y dejados para libre interaccion durante 5 min. En el caso del modelo
de administracion aguda o de la administracion de la dosis desafio, 45 min previo a la
prueba, ambos animales reciben la dosis correspondiente.
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50 cm) en una habitacion tranquila y bajo luz tenue, durante 5 min. En el dia
experimental (dia 6 0 24), se colocaron en la caja dos animales desconocidos (nunca
compartieron caja habitacional) que hayan recibido el mismo tratamiento, y se los
dejo libres para explorar durante 5min, donde el operador no esta presente en la
sala. La actividad de los animales se registré utilizando una camara ubicada sobre
el campo abierto. En el caso del modelo de administracion aguda de ketamina y de
la dosis desafio de ketamina, su administracion se llevé a cabo 45 min antes de la
prueba conductual a fin de suprimir sus efectos psicomotores. El tiempo de
interaccion pasiva (tiempo en que la distancia entre los animales es menor a 20 cm)
y la actividad locomotora de cada animal se analizaron utilizando el programa
Tracker Video Analysis and Modeling Tool (Donelson et al., 2012). Tanto las

habituaciones como la prueba fueron llevados a cabo por la tarde.

Prueba de reconocimiento de objetos

El dia previo al experimento, los animales se habituaron individualmente en
un campo abierto oscuro vacio (largo 60 cm x ancho 60 cm x alto 40 cm) en una
habitacion tranquila con luz tenue, en dos sesiones de 5 min y con un espacio de 90
min entre ellos. Tanto las habituaciones como la prueba fueron llevados a cabo por
la tarde. En el dia del experimento (dia 6 o0 24) se colocaron en campo abierto para
explorar dos objetos idénticos, durante 5 min, ubicados al azar con una distancia de
10 cm entre ellos- sesion de familiarizacion. Para la sesion de prueba, se reemplazo
un objeto de la sesién de familiarizacion por uno nuevo y diferente en textura y
forma. La actividad de los animales se registrd utilizando una cémara sobre el

campo durante 3 minutos, y el tiempo invertido en explorar cada objeto se

KETAMINA ?
45 min O0min
x2 = = °
Habituacién \_@ e t]
Individual F amiliariz acidn Prueba de reconocimiento
Dia 5/ Dia 6/ de objeto
Dia 23 Dia 24

Figura 12: Esquema de la prueba de reconocimiento de objetos. Se realizan
dos habituaciones individuales de 5 min con una separacion de 90 min entre ellas. Al
dia siguiente se lleva a cabo la prueba conductual (dia 6 0 24 segln corresponda). El
animal pasa por un periodo de familiarizacién de 5 min con dos objetos exactamente
iguales; 90 min después, se realiza la prueba de reconocimiento de objetos donde uno
de los objetos es cambiado por uno novedoso. La administracién de Ketamina (modelo
agudo o dosis desafio) se administra 45min antes de la familiarizacion, a fin de evitar
los efectos estimulantes motores
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cuantificd en ambas sesiones utilizando el software EthoWatcher®. Los resultados
se expresan como el indice de preferencia (IP- la relacion entre el tiempo de
exploracion del nuevo objeto / el tiempo total de exploracion) donde una relacion
superior a 0,5 muestra la preferencia por el nuevo objeto y, en consecuencia, la
reminiscencia del antiguo. Se analiz6 IP para el objeto derecho en la sesion de
familiarizacion y los animales con IP mayor que 0,7 o menor que 0,3 fueron

excluidos del analisis.

Andlisis Estadistico

Los analisis estadisticos realizaron con Graph Pad PRISM 6 (USA). Cuando
los datos cumplieron con las premisas de distribucion normal y homogeneidad de
varianza se realiz0 el andlisis de la varianza (ANOVA) de una o dos vias o0 medidas
repetidas (serd aclarado en cada experimento). La administracion de
vehiculo/candesartan se consider6 como factor Pre-tratamiento y salina/ketamina,
Tratamiento. A fin de poner en evidencia los efectos de la dosis desafio de
ketamina, los grupos pre-tratados con vehiculo y candesartan fueron analizados de
forma separada, siendo el factor Tratamiento como la administracion de
salina/ketamina y factor Desafio, como la exposicion o no al desafio. En caso de
encontrar interaccion, se realizo la prueba de Bonferroni. Se considero significativo
un valor de p<0,05 y los valores de las variables se expresan como la media + error
estandar (ES). Para el analisis de los datos de estrés oxidativo se llevé a cabo un
analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de Dunn. A fin de
facilitar la lectura de esta tesis, los valores estadisticos fueron incluidos en tablas de
resumen en la seccion resultados y solo los factores de variacion que muestran
diferencia significativa, estan incluidos en el texto y sefialados con asterisco (*) en

las tablas.
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Resultados Objetivo 1

Objetivo 1: La administracion repetida de ketamina, ¢altera el patrén de

activacion neuronal? ¢ Participa el receptor AT.?

Tal como las teorias dopaminérgica y glutamatérgica lo indican, la
esquizofrenia tiene una base fundamental en alteraciones en la activacion de areas
claves para la toma de decisiones, percepciéon de si mismo y del entorno, y los
procesos cognitivos. En estos cambios en el patron de activacién juega un rol clave
la neurotransmision GABAGérgica, y dentro de ésta, las interneuronas positivas para
parvalblimina. Estudios en pacientes con esquizofrenia mostraron una disfuncién y
reduccion en el numero de interneuronas parvalbuminérgicas en la corteza
prefrontal (Benneyworth et al., 2011; Kaar et al., 2019; Lewis et al., 2012). En este
sentido, se han encontrado en pacientes esquizofrénicos anomalias relacionadas con
oscilaciones de alta frecuencia que se relacionan con la aparicion y desarrollo de

los sintomas de la enfermedad (Niklitschek et al., 2011).
Considerando estas evidencias, nos propusimos:

e Analizar el patron de activacion neuronal GABAérgica, y de su
subpoblacion parvalbuminérgica, luego de la administracion repetida de
ketamina en area tegmental ventral, estriado dorsal y corteza prefrontal.

eCuantificar el numero total de interneuronas GABAEérgicas y
parvalbuminérgicas, luego de la administracion repetida de ketamina.

eEvaluar del rol de los receptores AT1 en estas alteraciones inducidas

por ketamina.

Se llevé a cabo una doble marcacion mediante inmunohistoquimica detallado
en la seccion de materiales y métodos. Se cuantificé el numero total de células
positivas para c-Fos como activacion neuronal total. El porcentaje de activacion
GABAérgica o parvalbuminérgica resulta del porcentaje de células positivas tanto
para c-Fos como para GADG65 o parvalbumina, respectivamente; en el total de

células positivas para c-Fos.

28



Resultados Objetivo 1

Los resultados son expresados en media + error estandar y se reporta solo el
resultado estadisticamente significativo. Para mas informacion estadistica, ver la

tabla 2 de resumen de valores estadisticos.

Modelo de administracion repetida
Inmunohistoquimica
AN O A A & L&
E]Jé])éé'%') POOOw 22w I PraGAes

90min Y Parvalbimina
[ Candesartin jjKetamina Desafio Ketamiﬁ%‘
(O) Vehiculo il Salina

Figura 13: Esquema del protocolo para el analisis de la activacion neuronal
mediante inmunohistoquimica para c-Fos, GADG65 y parvalblmina. El sacrificio
de los animales se realiza 90min luego de la administracién de la dosis desafio de
Ketamina.

Resultados

Area tegmental ventral

La administracion repetida de ketamina no produjo cambios significativos en
el patron de activacion neuronal en area tegmental ventral. El analisis estadistico
indico que no existen diferencias significativas en la activacion neuronal total (Fig.
14A), en el porcentaje de activacion de interneuronas GABA (Fig. 14B). En el
mismo sentido, la administracién de ketamina no generé cambios en la expresion
de interneuronas GABA ya que no se encontraron diferencias significativas en el

namero de las mismas (Fig. 14C).
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Area Tegmental Ventral

A) Activacién neuronal total
50-
40-

2 30-

L

O .0l .

o2 e .
10- y L

W e

0- . ,

Salina Ketamina Salina Ketamina
Vehiculo Candesartan
B) Interneuronas GABA activas C) Interneuronas GABA totales
— 1004 10
- <
°
E 80+ 2 e .
& o .
el ° S 6 .
c L] ] o T ] -
2 40 3 4 LR
g [ £
Z .0 L 5l
2 20 |—¥| ’.%‘ E 2 [ ]
o . *
= o * r 04 r r
Salina Ketamina Salina Ketamina Salina Ketamina Salina Ketamina
Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan

Figura 14: A) No se evidenciaron cambios estadisticamente significativos en
la activacion neuronal total en el area tegmental ventral, evidenciado como nimero
total de celular positivas para c-Fos. B) No se evidenciaron cambios estadisticamente
significativos en la activacion de Interneuronas GABA expresado como porcentaje de
células positivas para GAD y ¢-FOS, en relacion al total de la activacion neuronal, C)
ni en el nimero total de interneuronas GABA.

Estriado dorsal
La administracion repetida de ketamina indujo una activacion exacerbada en

respuesta a la dosis desafio, que no se observa cuando se administra el antagonista
de los receptores AT:1 (ANOVA Interaccion P = 0,0213; Fig. 15A). El test a
posteriori indica que el grupo vehiculo-ketamina presenta una activacion neuronal
significativamente mayor comparado con todos los grupos experimentales
(vehiculo-salina p= 0,0062; candesartan-salina p= 0,0175; candesartan-ketamina
p= 0,0455).

Cuando analizamos la activacion de las interneuronas GABA, encontramos
que el porcentaje de activacion de estas interneuronas es significativamente menor
en el grupo vehiculo-ketamina (ANOVA Interaccion P = 0,0202; Fig. 15B). El
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andlisis a posteriori muestra que la activacion GABAEérgica del grupo vehiculo-
ketamina es significativamente menor que el resto de los grupos experimentales
(vehiculo-salina p=0,0081; candesartan salina p=0,0187; candesartan-ketamina
p=0,0132) sugiriendo que un aumento en la activacion neuronal total no implica
una activacion similar en estas interneuronas inhibitorias. En el mismo sentido,
observamos que la activacion neuronal exacerbada no es acompafiada por un
aumento equivalente de la activacion de las interneuronas parvalbuminérgicas
(ANOVA Interaccion P = 0,0130; Fig. 15C). La prueba de Bonferroni indica que
el grupo vehiculo-ketamina presenta una activacion de las interneuronas
parvalbuminérgicas en relacion a la activacion neuronal total significativamente
menor al vehiculo-salina (p= 0,0263). De manera similar a los mencionado
anteriormente, el bloqueo de los receptores ATi no alcanza a prevenir este efecto
(p=0,5757 comparado con el vehiculo-ketamina) sin embargo no es diferente de su
propio control (p> 0,9999).

Estas alteraciones funcionales a largo plazo generadas por la administracion
repetida de ketamina no se ven reflejadas a nivel estructural ya que no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales en el namero
total de interneuronas GABA ni en la subpoblacion parvalbuminérgica (Fig. 15 D

y E, respectivamente).
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Estriado dorsal
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Figura 15: En estriado dorsal, la administracion repetida de Ketamina produjo
una neuroadaptacion que no se observé en el grupo que recibi6 el antagonista AT,
candesartan, sugiriendo un rol clave del receptor AT: y observada como una A)
hiperactivacion total y B) una disminucion del porcentaje de activacion GABAérgica
en respuesta a la dosis desafio. C) La administracion de Ketamina disminuye el
porcentaje de activacion parvalbuminérgica, mientras no se observan cambios en los
animales tratados con el antagonista del receptor AT1. No se observaron diferencias
significativas en el nimero total de interneuronas D) GABA o E) de la subpoblacién
parvalbuminérgica. #*p<0,05, # diferente de todos los grupos experimentales.
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Corteza prefrontal

A nivel de la corteza prefrontal encontramos que los cambios en el patron de
activacion a largo plazo fueron region dependiente. En el area Pre-Limbica, no se
observaron cambios en la activacion neuronal total frente al desafio ketamina (Fig.
16A); sin embargo, la administracion repetida de ketamina produjo una diminucion
en el porcentaje de activacion GABAérgica de manera independiente al receptor
AT1 (ANOVA Tratamiento P = 0,0223; Fig. 16B). Curiosamente, cuando
analizamos la subpoblacién parvalbuminérgica observamos que el receptor AT:
juega un rol critico ya que previno la reduccidon del porcentaje de activacion de estas
interneuronas tras la administracion repetida de ketamina (ANOVA Interaccion P
= 0,0473; Fig. 16C). En este sentido, la prueba a posteriori indica que el grupo
vehiculo-ketamina presenta una menor activacion de las interneuronas
parvalbumina comparado al grupo vehiculo-salina (p= 0,0426). El bloqueo de los
receptores AT1 no alcanza a prevenir esta alteracion (p= 0,4650 con respecto al
vehiculo-ketamina) aunque no es significativamente diferente de su propio control
(p>0,9999).

Al analizar el ndmero total de interneuronas GABAérgicas Yy
parvalbuminérgicas, observamos que no hay diferencias significativas entre los

grupos (Fig. 16 D y E, respectivamente).
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Corteza Prefrontal Pre-limbica
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Figura 16: A) No se observaron diferencias significativas en la activacién neuronal
total en respuesta a la dosis desafio en corteza prefrontal Pre-Limbica. B) La administracion
repetida de ketamina generd una disminucion en el porcentaje de activacion GABAérgica
independientemente del receptor AT:. C) La activacion de interneuronas de la subpoblacién
parvalbuminérgica es significativamente menor luego de recibir la ketamina repetida, lo
gue no se evidencia con el bloqueo del receptor AT;. D, E) No se observaron diferencias
significativas en el nimero total de interneuronas GABA. *p<0,05.

En el area Infra-Limbica se observo un aumento de la activacion neuronal
total inducida por la exposicion repetida a ketamina y en respuesta al desafio
ketamina (ANOVA Interaccion P =0,0202; Fig. 17A). La prueba a posteriori indica

que el grupo vehiculo-ketamina presenta una activacion neuronal
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significativamente mayor al vehiculo-salina (p= 0,0147) lo cual fue prevenido por
la administracion previa del antagonista AT1 (p= 0,0091).

Curiosamente, la administracion de ketamina no produjo cambios en el
porcentaje de activacion de interneuronas GABAérgicas ni en la subpoblacion
parvalbuminérgica (Fig. 17 B y C, respectivamente).

Cuando se analizé el total de interneuronas, se observd un incremento
estadisticamente significativo en el nimero de interneuronas GABAEérgicas en los
grupos que recibieron la administracién repetida de ketamina, independientemente
del bloqueo del receptor AT1 (ANOVA Tratamiento P = 0,0391; Fig. 17D). Sin
embargo, no se evidenciaron diferencias significativas en el nimero de

interneuronas de la subpoblacion parvalbuminérgica (Fig. 17E).
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Corteza Prefrontal Infra-limbica
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Figura 17: A) En corteza prefrontal Infra-Limbica, la administracién repetida de
ketamina produjo una neuroadaptacion observada como una hiperactivacion en respuesta a
la dosis desafio, la cual fue prevenida por la administracion del antagonista AT;. B-C) No
se observaron diferencias significativas en el porcentaje de activacion de interneuronas
GABAérgica o de la subpoblacion parvalbuminérgica, sugiriendo que la hiperactivacién
implico un aumento equivalente de estas interneuronas inhibitorias. D) La administracion
repetida de ketamina indujo un aumento duradero en el nimero de interneuronas
GABAérgicas. E) No se observaron diferencias significativas en el namero total de

interneuronas GABA. *p<0,05.
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Tabla 2 Resumen de valores estadisticos

Objetivo 1

5 —
Area Activacion % Activacion fr\gﬁg\lﬁ:ilggr # Interneuronas | # Interneuronas
o _mental Neuronal Total GABAérgica P gica GABA Parvalbumina
ventral F P F P F P F P F P
- F(1,21) P= |F@149= P= F(1,14)= P=
Interaccion | _ ;o050 06553 | 01752  0,6818 04808  0,4994
F(,21) = | F(L,14)= P= F(l,14)= P=
Tratamiento | = 0,4506 0,5094 0,08636 0,7732 1,974 0,1818
Pre- F(,21) = | FL,14)= P= F(l,14)= P=
tratamiento | =1603 02194 | 0000144  0,9906 000725  0,9333
Estriado
dorsal F P F P F P F P F P
Interaccien | F (123 *P=00[ F(L20)=  *P= [F(L19) *P= [F(L20)= P= [F(L19)= P=
=6.110 213 6,366 0,0202 =7.512 0,0130 | 0,01469 0,9047 0,9780 0,335
F@23 P= |F@20= *P= |[F@19 P= |F(1,200= P= |F(,19= P=
Tratamiento =1.972 0,174 7,510 0,0126 | =0.09331 0,7633 0,1506 0,7020 0,08022 0,780
Pre- F(,23)  *P= | F(1,200= *P= |[F(,19 P= |[F@200= P= [F(,19= P=
tratamiento =9.926 0,0045 4,045 0,0580 =3.633 0,0719 2,126 0,1603 0,08022 0,780
Prefrontal
Pre-
Limbica F P F P F P F P F P
Interaccion | F 420 P= | F(1,19)= P= F(1,23) *P= |F(1,19)= P= |F(1,23)= P=
=1,908 0,1785 1,436 0,2455 =4,393 0,0473 1,308 0,2669 0,6195 0,439
F(,27) P= | F@19= *P= |F@23) *P= |F(1,199= P= |F@23)= P=
Tratamiento | =1,955 0,1735 6,187 0,0223 =4,602 0,0427 | 0,03502 0,8535 0,7141 0,407
Pre- F(,27) P= | F(,19= P= F(,23) P= [F@,19= P= |F(@,23)= P=
tratamiento | =04883 04907 | 1033 03222 | =01378 07138 01362 07162 | 2527 0126
Prefrontal
Infra-
L imbica F P F P F P F P F P
Interaccion | F (20 *P= | F(1,20)= P= F(,21) P= [F@200= P= [F(,21)= P=
=6,126 0,0202 3,722 0,0680 =1,624 0,2164 2,781 0,1110 0,3597 0,555
F(126) P= |F(L20)= P= |F@2]) P= [F@L20)= *P= |F(L2])= 0P2;7
Tratamiento =3,081 0,0910 0,7512 0,3964 |=0,09069 0,7663 4,876 0,0391 1,241 9
Pre- F@A,26 P= |[F@20= P= |[F@21) P= |F@120)= P= |F(@21)= P=
tratamiento =3,180 0,0862 0,8017 0,3812 =2,300 0,1443| 0,00057 0,9812 0,00015 0,990
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Resultados Objetivo 2

Objetivo _2: ¢Qué tipo de respuesta glial, inflamatoria y oxidativa es
generada por la administracion repetida de ketamina? ¢Tiene efecto la dosis

desafio de ketamina? ¢ Participan los receptores AT,?

En los ultimos afios, se ha propuesto que los astrocitos tienen un rol central
en el desarrollo de patologias como esquizofrenia, Parkinson, Alzheimer y
depresion mayor debido a que alteraciones en la reactividad astrocitaria generan un
desbalance en la homeostasis, desacoplamiento de la unidad neurovascular,
neuroinflamacion y muerte neuronal (Blanco-Suarez et al., 2017; Cragnolini et al.,
2020; McConnell et al., 2019; Phatnani & Maniatis, 2015). En este sentido, estudios
postmortem en pacientes con esquizofrenia indicaron una reactividad astrocitaria
crénica con hipertrofia celular, acompafiado de un aumento en la densidad de
células de microglia (Van Kesteren et al., 2017), generalmente, relacionados con el
historial y la gravedad de la enfermedad (Arnold et al., 1996; Bernstein et al., 2015;
Catts et al., 2014). Mas aun, se ha propuesto que el dafio oxidativo en los lipidos es
un biomarcador temprano de esquizofrenia (Monte et al., 2013; Vasconcelos et al.,
2015), mientras que los efectos antinflamatorios de los farmacos antipsicéticos
sustentan también la raiz inflamatoria en la etiopatologia de la esquizofrenia
(Tourjman et al., 2013).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos propusimos:

e Analizar de la respuesta glial e inflamatoria cortico-limbica a la
administracion de ketamina
1. Astrocitos
2. Microglia
3. Apoptosis celular
4. Estrés oxidativo
eEvaluar la participacion del receptor ATz en las alteraciones gliales

e inflamatorias generadas por la administracion de ketamina

Se llevé a cabo una inmunomarcacion para astrocitos y células de la
microglia y tincion de Nissl para poner en evidencia los cuerpos apoptéticos. La
reactividad astrocitaria y microglial se evalia mediante el area ocupada por
astrocitos o células de la microglia, respectivamente. El anélisis del estrés oxidativo

se llevo a cabo por deteccion espectrofotométrica.
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Resultados Objetivo 2

Los resultados son expresados en media + error estandar y se reporta solo el
P estadisticamente significativo. Para mas informacién, ver las tablas 3, 4 y 5
(astrocitos. Microglia y apoptosis celular, respectivamente) de resumen de valores

estadisticos.

Modelo de administracion repetida

%%%%%- ol all af a [ 8 Inmunohistoquimica
Vwewwww 24w . paaGFAP,CD11b
[] Candesartin | Ketamina y tincion de Nissl

) Desafio Ketamina
(O Vehiculo | Salina

Figura 18: Esquema del protocolo para el analisis de la reactividad astrocitaria
(GFAP) y microglial (CD11b) y la apoptosis celular (Tincién de Nissl con cresil
violeta). Se analizé en condiciones basales 0 24hs después de una dosis desafio de
Ketamina.

Objetivo 22: Astrocitos

Area tegmental ventral

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el area
ocupada por astrocitos ni en el nimero de ramificaciones luego de la administracién
repetida de ketamina y/o del antagonista del receptor ATz, o de la dosis desafio de
ketamina (Fig. 19).
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Figura 19: En el &rea tegmental ventral no se observaron cambios
significativos en la reactividad (A-B) o morfologia astrocitaria (C-F) después de la

e

L ws

Estriado dorsal

racion repetida de Ketamina, tanto en condiciones basales como luego del

Observamos que la administracion repetida produjo un aumento en la

reactividad astrocitaria en el grupo vehiculo (Tratamiento P = 0,0254). La dosis

desafio de ketamina produjo una disminucion en la reactividad astrocitaria

independientemente del receptor ATi, ya que se evidencia tanto en el grupo

vehiculo (Desafio P < 0,0001; Fig. 20A) como en el tratado con candesartan

(Desafio P = 0,0226; Fig. 20B). Es importante destacar que en el grupo vehiculo

aun se evidencia un aumento en el area ocupada por astrocitos luego de la

administracion de la dosis desafio, a pesar del efecto anti-glidtico de la misma.
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Resultados Objetivo 2

Cuando analizamos la morfologia de los astrocitos encontramos que la
exposicion repetida a ketamina no produjo cambios significativos en el grupo
vehiculo (Fig. 20 C y D). Curiosamente, cuando se bloquean los receptores AT, en
el grupo candesartan el desafio con ketamina aumenta el nimero de ramificaciones
de los astrocitos (Total de interacciones: Desafio P = 0,0122; Fig. 20 Ey F).
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Figura 20: A-B) El desafio de Ketamina produce una disminucion de la reactividad
astrocitaria, independiente del bloqueo del receptor ATy, asi como de la exposicion previa a
Ketamina en estriado dorsal. La administracion repetida de Ketamina genera un aumento a largo
plazo en la reactividad astrocitaria, aun visible luego del efecto anti-gliético de la dosis desafio
(&), que depende de la participacion del receptor ATi. C-D) La administracion repetida y aguda
de Ketamina no produjo cambios significativos en la morfologia astrocitaria per se, sin embargo,
E-F) el blogueo de los receptores AT: altera la respuesta frente al desafio con Ketamina,
independientemente de la administracion repetida de Ketamina. El andlisis a posteriori para el
analisis de Sholl, indica que los grupos salina (desafio) y Ketamina (desafio) presentaban mayor
ramificacion comparada con el grupo control (salina-Basal) en los radios 12,5; 17,7y 22,5. De la
misma forma, en los radios 12,5y 17,5. *&p<0.05.

41



Resultados Objetivo 2

Corteza prefrontal

En la Corteza prefrontal encontramos una respuesta dependiente del area
que analizamos. En el area Pre-Limbica, la administracion repetida de ketamina
generd un aumento de la reactividad glial, en condiciones basales, en el grupo
vehiculo (Interaccion P = 0,0276; Fig. 21A). El desafio con ketamina redujo la
astrogliosis independientemente de su tratamiento previo (vehiculo: Desafio P =
0,0012; candesartan: Desafio P = 0,0360; Fig. 21B).

Al analizar la morfologia de los astrocitos observamos que la administracion
de la dosis desafio de ketamina redujo el nimero de ramificaciones con respecto al
control (Total intersecciones Desafio P= 0,0234; Fig. 21 C y D). Todas estas
alteraciones estructurales fueron prevenidas por el bloqueo del receptor ATz ya que
no se encontraron diferencias significativas dentro del grupo candesartan (Fig. 21
EyF).
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Corteza Prefrontal Pre-limbica
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Figura 21: A-B) En el area prefrontal Pre-Limbica, la administracion aguda de la
dosis desafio de ketamina presenta un efecto anti-gliético, independiente de la participacion
del receptor AT: y de la exposicion previa a ketamina. La administracion repetida de
ketamina genera in incremento en la reactividad astrocitaria que depende de la participacion
del receptor ATi. El analisis a posteriori del grupo vehiculo indica que el grupo tratado con
ketamina, en condiciones basales, presenta mayor cantidad de &rea ocupada por astrocitos
en comparacion con los demas grupos experimentales. C-D) La administracion de la dosis
desafio reduce el nimero de ramificaciones de manera independiente al tratamiento previo
con ketamina. El analisis a posteriori de Sholl en el grupo vehiculo, indica que los grupos
salina y ketamina (desafio) presentan menos ramificaciones que el grupo control, en los
radios del 17,5 al 32,5. E-F) Las alteraciones morfoldgicas dependen de la participacién
del receptor AT1. *#p<0,05. # Diferente de todos los grupos experimentales.

En el &rea Infra-Limbica, de manera similar a lo observado en Pre-Limbica,
la exposicion repetida de ketamina gener6 un incremento en la reactividad
astrocitaria en el grupo vehiculo (ANOVA Interaccion P = 0,0411; Fig. 22A), lo
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Resultados Objetivo 2

cual fue prevenido por el bloqueo del receptor ATi, ya que no se observan
diferencias significativas en el grupo candesartdn. Nuevamente, la administracion
de la dosis desafio de ketamina redujo la astrogliosis de manera independiente a la
administracion previa de ketamina o al bloqueo del receptor AT: (vehiculo Desafio
P =0,0017. Candesartan Desafio P = 0,0263; Fig. 22B).

Cuando analizamos la estructura de los astrocitos encontramos que la
administracion repetida de ketamina generd un aumento de las ramificaciones en
condiciones basales, la cual fue revertida por el desafio con ketamina (Sholl:
Interaccion P = 0,0184. Total de intersecciones Interaccion P = 0,0167, Fig. 22 C
y D). Estas alteraciones morfolégicas son dependientes del receptor AT1 ya que no

se observaron diferencias significativas en el grupo candesartan (Fig. 22 Ey F).
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Figura 22: A-B) En el area prefrontal Infra-Limbica, la administracion repetida de
ketamina produjo un incremento de la reactividad astrocitaria a largo plazo, dependiente
del receptor AT:; mientras que la dosis desafio presenta un efecto anti-glidtico,
independiente de la administracion previa de ketamina o del antagonista AT;. El anélisis a
posteriori indica en el grupo vehiculo indica que el grupo ketamina, en condiciones basales,
presenta mayor cantidad de area ocupada en comparacion con los demas grupos
experimentales. C-D) La administracion repetida de ketamina generd un incremento en las
ramificaciones a largo plazo. El analisis a posteriori en Sholl indica que entre los radios
12,5y 27,5 el grupo ketamina (Basal) muestra mayor ramificacion astrocitaria que los
demas grupos experimentales. El andlisis a posteriori del total de intersecciones indica que
el grupo ketamina (basal) es significativamente mas ramificado que el grupo control o que
el grupo ketamina (desafio). E-F) Todas las alteraciones morfologicas fueron prevenidas
por el antagonista ATi. *#p<0,05. # Diferente de todos los grupos experimentales.
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Resultados

Tabla 3: Resumen de los valores estadisticos

Area tegmental ventral

Objetivo 2

Estriado dorsal

Reactividad Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan
astrocitaria = p E p E P E p
g F(L,20)= F(L,17)= _ F(1,33)= _ F(1,28) = _
Interaccion 2283 p=0,1457 0,1586 p=0,6954 1,586 p=0,2168 0,057 p =0,8132
F(,21)= _ F(1,17)= _ F(1,33)= *p= F(1,28) = _
Tratamiento 02748  P=06056 | " 5nes  P=08030 5,48 0,0254 00429  P=08373
F(,21)= _ F(1,17)= _ F(1,33)= *p < F(1,28) = _
Desafio 08520  P=03665 | Gy 005691 50 g 0,0001 5800  P=00226
Total de Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan
Intersecciones F P F p F p F P
L. F (1, 20) = _ F(1,15)= _ F (1, 24) = _ F (1, 26) = _
Interaccion 04215 p=0,5236 00276 p= 10,8701 1,652 p=0,211 0,1854 p=0,6703
F(1,20) = _ F(1,15)= _ F(1,24) = _ F (1, 26) = _
Tratamiento 4204  P0.0514 1501  P=022641 550 PE06995) 5163 P 0439
F(1,20) = _ F(1,15)= _ F(1,24) = _ F@,26)= L, _
Desafio 008655 P~ 07716 2,197 P=01589 | 5505419  P=0.9420 | 5g =
Sholl Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan
0
- F P F P F P F P
g F(24,144)= F(24, 120)= *p= F(24,192)= F (24,2000  _
Interaccion 1114 p=0,3362 1,654 0,0408 0,451 p=0,9881 = 1208 p =0,2384
F(3,18) = _ F 3, 15)= _ F (3, 24) = _ F (3,25) = _
Tratamiento 0,8566 p=0,4814 1,362 p=02923 | " g5o7s  P=O0B6TT | - Hbgg  P=00747
F (8, 144)= F(8, 120)= « F(8,192)= F(8,200)=
Radio 106.3 p<0,0001 92,99 p<0,0001 168.1 p<0,0001 2017 p<0,0001
s | TS speoous| FUSIEO" oo | FEEID" wpeoonns| P8I0 spenonn
Bonferroni
post hoc 12.5um
salina (CB) vs, _
salina (DK) p=0,0441
salina (CB) vs, _
ketamina (DK) p=0,0134
Desafio ketamina= DK
Condiciones basales= CB 17,5um
salina (CB) vs, _
salina (DK)  P=0,0057
salina (CB) vs, _
ketamina (DK) p=0,0379
22,5um
salina (CB) vs, _
salina (DK) p=0,0465
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Resultados Objetivo 2
Tabla 3: Resumen de los valores estadisticos (continuacion)
Infra-Limbica Pre-Limbica
Reactividad Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan
astrocitaria F P F P F P F P
Interaccion 2 (2*5%‘;) = xp=00411| T (()1612;? = p=0898 | " (51'3%%) = wp=00276| © 610323 = p=0,7586
F(,34)= _ F (1, 28) = _ F(1,30)= _ F(1,29)= _
Tratamiento (12,96) RERSS0S o(,0012)5 Al (16,09) *p=0,0004 6,210; p=0,6497
F(1,34)= — FQ@,28)= , _ F (1, 30) = — F(,29) = *p=
Desafio 11,67 p=0,0017 | " 5504 p=0,0263 | " %, 86 p=00012 1 537 0,0360
Bonferroni ke;gﬂ;lgéz((:%?)- SR keézmllg%g)g)_ p=0.0006
posthor s 8 pecogan LS oo
ketamina (CB)- _ ketamina (CB)- _
ketamina (DK) p=0,0025 ketamina (DK) p=0,002
Total de Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartéan
Intersecciones E p F ) F p F p
— *n — — — —
Interaccion F (61,335,)? B 0 81_7 F (()115%); ~ p=0,7451 F (21‘8?5%) - p =0,1029 F (()1872;% - p=0,3593
F(,31)= F(1,28)= F(1,26)= F(,24)=
Tratamiento ((),9354)1 = 6,223% RS (2,88) p=01015 ((),051% p=08225
Desafio FOSV= =001 | F(L28= peog320 | FT20= wpmoozma| FO2Y= =003
Sholl Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan
0
E— F P F P F P F P
_ P - —_ _
Interaccion F(Zf *7%10)‘ it F(%4;1§§;‘)‘ D= 0,0942 F(Zé' '325126)‘ *p=0,0006 | " (2(‘)‘ ’712864) = p=0,8208
o — —_ _ -
_ p= F(3, 28)= _ FG 2= .- F(3, 23)= _
Tratamiento | 330074221 45193 01134  P=0.9516 3,405 p=0,0318 0,8312 p=0,4904
Radio F(82'32148)= *p<0,0001 F(E;,5232;1): *p<0,0001 F(82'028186): *p<0,0001 | F (?'ltgj) = %p<0,0001
Subjects F(3g’121‘é0)= *p<0,0001 F(2;3,822%4): *0<0,0001 F(279’ 5%6) = wp<o0001 | T (Zfé %%4) = %p<0,0001
Bonferroni 12.5um 17.5um
posthoc FAMA(CEIS 50,0074 s poz2is
ketamina (CB)vs, __ lina (CB) vs, a
S (e peo0uss e o p=00729
ketamina (CB) vs, _ salina (CB) vs, _
ketamina (DK) p=0,0001 ketamina (DK) p=0,0007
17,5um 22,5um
ketamina (CB)vs, __ lina (CB) vs, _
© i';".'.ﬂi Ecag ¥ p=0,0008 iitl:::u(na ()cvg) p=0,0194
ketamina (CB) vs, _ salina (CB) vs, _
sallina EDK%V p=0,0008 slalinzgl (D)K\; p=<0,0001
ketamina (CB) vs, _ salina (CB) vs, _
ketamina (DK) p=0,0002 ketamina (DK) p=0,0002
22,5um 27,5um
salina (CB) vs, _ salina (CB) vs, _
ketlami(na ()CVB) p=0,0594 ketlami(na ()CVB) p=0,0487
ketamina (CB)vs, __ lina (CB) vs, _
e (OK) P=0.0132 e o P=0,0051
ketamina (CB) vs, _ salina (CB) vs, _
ketamina (DK) p=0,008 ketamina (DK) p=0,0038
27,5um
salina (CB) vs, _
ketamina (CB) p=0,0331
ketamina (CB) vs, _
salina (DK) p=0,1742
ketamina (CB) vs, p=0,0142

ketamina (DK)
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Resultados Objetivo 2

Obijetivo 2b: Microglia

Cuando analizamos la reactividad de las células de la microglia, observamos
que la administracion de la dosis desafio con ketamina produjo una reduccion
significativa de la reactividad de la microglia independientemente del tratamiento
previo en estriado dorsal (vehiculo Desafio P = 0,0001. Candesartdn Desafio P =
0,0003) y en ambas areas de la corteza prefrontal: Pre-limbica (vehiculo Desafio
P = 0,0329. Candesartan Desafio P = 0,0081) e Infra-limbica (vehiculo Desafio P
= 0,0017. Candesartan Desafio P = 0,0023). Por otro lado, no se observaron

diferencias significativas a nivel del Area tegmental ventral

Tabla 4: Resumen de valores estadisticos

. Area tegmental ventral Estriado dorsal
Reactividad . i . .
microglial Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan
F P F P F P F P
interaccion | FL 9= p= | F(L 15)= p= F(1,29) p= |F(L23)= p=
2134 01604 | 08990 03581 | =00479 0,8283 0368  0,5499
. F(1,19= p= | F(@ 15)= p= F(1,29) p= |F(@L23)= p=
Tratamiento | 4301 05154 | 000384 09514 | =4135 00512 | 7,827¢-006 0,9978
Desafio F(1,19= p= | F(@ 15)= p= F(1,29) *p= |F(1,23)= “*p=
02804 06026 | 1.500 02395 | =19,42  0,0001 18,14  0,0003
Infra-Limbica Pre-Limbica
Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan
F P F P F P F P
- Fa, 3= p= Fa, 20= = F, 20= = Fa, 29= =
Interaccion | 5 500076  0.9931 | 0.02584  0.8734 | 0.6825 04155 | 01951  0.6619
. Fa, 3= p= Fa, 20= p= Fa, 20= p= F, 20= p=
Tratamiento | ;65599 08730 | 0.008244 09283 | 05573 04614 | 03802  0.5423
Desafio Fa, sn)= *p= Fa, 20= *p= F, 20= *p= Fa, 209= *p=
11.87 00017 | 1117 00023 | 5017  0.0329 8079  0.0081
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Objetivo 2
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Figura 23: La dosis desafio de Ketamina produjo una disminucion en la
reactividad microglial, independientemente del tratamiento previo. *p<0,05

49



Resultados

Obijetivo 2c: Apoptosis celular

Objetivo 2

La administracién de la dosis desafio de ketamina indujo un aumento de los

cuerpos apoptoticos de manera independiente del tratamiento previo recibido en
estriado dorsal (vehiculo Desafio P = 0,0052. Candesartan Desafio P = 0,0040) y

corteza prefrontal Pre-Limbica (vehiculo Desafio P = 0,0094. Candesartan
Desafio P = 0,0025).

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en corteza

prefrontal Infra-Limbica o en el &rea tegmental ventral.

Tabla 5: Resumen de valores estadisticos

Area tegmental ventral

Estriado dorsal

ADOPLOsis Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan
celular
F P F P F P F P
|nteraCCI()n F(]-! 23)= p= F(l, 19)= p= F (1! 30) = p: F (11 27) = p =
0.03358 0.8562 0.3667 0.5520 0,4982 0,4857 1,46 0,2371
F(1, 23)= p= F(1,19= p= | F(1,30)= p= F(1,27)= p=
Tratamiento 0.3856 0.5407 0.2995 0.5906 0,3944 0,5347 0,7319 0,3998
F(1, 23)= p= F(1,19= p= | F(1,30)= *p= | F(L,27)= *p=
Desafio 0.00525 0.9429 1.484 0.2380 9,089 0,0052 9,881 0,004
Infra-Limbica Pre-Limbica
Vehiculo Candesartan Vehiculo Candesartan
F P F P F P F P
., F, 26)= = Fa, 22= = Fa, 27)= = Fa, 26= =
Interaccion 1231 02773 | 02320 06348| 01703 0.6831| 00661  0.7991
Fa. 26= p= Fa, 22= p= Fa, 27)= p= Fa, 26= p=
Tratamiento 0.2614 0.6135 0.0095 0.9234 0.0629 0.8039 0.0331 0.8571
F, 26)= = Fa, 22= = Fa, 27)= *p= Fa, 26)= *p=
Desafio 0.6234 0.4369 1.787 0.1949 7.831 0.0094 11.21 0.0025
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Resultados Objetivo 2
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Figura 24: La dosis desafio de ketamina produjo un aumento significativo en el
namero de cuerpos apoptoticos en corteza prefrontal Pre-Limbica y estriado dorsal, de
manera independiente a la administracion previa de ketamina o del bloqueo de los
receptores ATi. *p<0,05
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Resultados Objetivo 2

Andlisis suplementario: Estrés Oxidativo

|:| Candesartan ‘ Ketamina
(O Vehiculo [ Salina

BBl ReRRR

Desafio Ketamina

Q [ 4_7) o
z A
90min Cuantificacion de
AOPP y MDA

Dia 24

Figura 25: Esquema del protocolo para el andlisis de estrés oxidativo.
Los animales fueron sacrificados 90min luego de la administracion de la dosis
desafio de Ketamina. Se cuantificd la concentracion de AOPP (Productos de la
Oxidacién Avanzada De Proteinas) y MDA (Malondialdehido) como marcadores
de estrés oxidativo.

La administracion repetida de ketamina indujo una respuesta exacerbada de
estrés oxidativo frente a la dosis desafio en todas las areas analizadas, el cual fue
prevenido por el bloqueo de los receptores ATx.

Corteza prefrontal, el analisis de Kruskal-Wallis para concentracion de
AOPP indica *p= 0,0019. La prueba de Dunn indica que el vehiculo-ketamina
presenta una concentracién de AOPP significativamente mayor al vehiculo-salina
(p=0,0561), mientras que no es significativamente diferente al grupo Candesartan-
ketamina (p= 0,6747) el cual no es diferente de su grupo control (p= 0,6162).

Con respecto a la concentracion de MDA el analisis de Kruskal-Wallis indica
*p= 0,0019. La prueba de Dunn indica que el vehiculo-ketamina presenta una
concentracion de MDA significativamente mayor al vehiculo-salina (p= 0,0561),
mientras que no es significativamente diferente al grupo Candesartan-ketamina (p=

0,6747) el cual no es diferente de su grupo control (p= 0,6162).

Estriado, el anélisis de Kruskal-Wallis para concentracion de AOPP indica
*p= 0,0014. La prueba de Dunn indica que el vehiculo-ketamina presenta una
concentracion de AOPP significativamente mayor al vehiculo-salina (p= 0,0340),
mientras que no es significativamente diferente al grupo candesartan-ketamina (p=

0,6747) el cual no es diferente de su grupo control (p= 0,8332).
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Resultados Objetivo 2

Con respecto a la concentracion de MDA el analisis de Kruskal-Wallis indica
*p= 0,0010 sin embargo la prueba de Dunn indica que no hay diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos experimentales.

Area tegmental ventral, el anélisis de Kruskal-Wallis para concentracion de
AOPP indica *p= 0,0081 La prueba de Dunn indica que el vehiculo-ketamina
presenta una concentracién de AOPP significativamente mayor al vehiculo-salina
(p= 0,0200), mientras que no es significativamente diferente al grupo candesartan-
ketamina (p= 0,2388) el cual no es diferente de su grupo control (p >0,9999).

Con respecto a la concentracion de MDA el analisis de Kruskal-Wallis indica
*p= 0,0148. La prueba de Dunn indica que el vehiculo-ketamina presenta una
concentracion de MDA significativamente mayor al vehiculo-salina (p= 0,0374),
mientras que no es significativamente diferente al grupo candesartan-ketamina (p=
0,3551).
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Resultados Objetivo 2
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Figura 26: La administracién repetida de ketamina produce alteraciones a largo
plazo que se evidencian como estrés oxidativo exacerbado en respuesta a la dosis desafio
de ketamina y que dependen de la participacion del receptor AT;. #p<0,05, diferente de
todos los grupos experimentales.
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Resultados Objetivo 3

Objetivo _3: La administracion repetida de ketamina, ¢modifica la
arquitectura de la red vascular? ¢ Participa el receptor AT,?

Se han observado repetidamente alteraciones del flujo sanguineo cerebral en
personas con esquizofrenia mediante el uso de técnicas como la resonancia
magnética funcional, particularmente en la corteza prefrontal por lo que se ha
propuesto que una disfuncionalidad de esta area podria tener un rol clave en el
desarrollo de los signos conductuales tipicos de la esquizofrenia (Fitzsimmons et
al., 2013; Zhou et al., 2015) En el mismo sentido, existe evidencia de que la
demencia vascular puede provocar psicosis, a menudo con un curso fluctuante tal
como se ve en la esquizofrenia; que en conjunto con las alteraciones en el flujo
sanguineo cerebral de pacientes esquizofrénicos, ha dado sustento a la teoria
inflamatoria-vascular de la esquizofrenia, la cual reine factores genéticos,
perinatales y ambientales (Hanson & Gottesman, 2005). En coherencia con estos
antecedentes, nuestro grupo de trabajo ha reportado alteraciones en la arquitectura
de la red vascular en la corteza prefrontal en un modelo de esquizofrenia inducido
por la administracion de anfetamina (Marchese et al., 2020; Basmadjian et al., en

prensa).
Teniendo en cuenta estas evidencias es que nos propusimos:

) Analizar la arquitectura de la red vascular en la corteza
prefrontal, luego de la administracion repetida de ketamina.
° Evaluar la participaciéon del receptor AT: en el efecto de

ketamina sobre la arquitectura vascular.

Se llevé a cabo una inmunomarcacion contra el factor de von Willebrand que
permite evidenciar las células endoteliales de los vasos sanguineos. Los resultados
son expresados en media * error estandar y se reporta solo el P estadisticamente

significativo. Para més informacion, ver tabla 6 de resumen de valores estadisticos.
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Resultados Objetivo 3

Modelo de administracion repetida

BlelooloeRRRe

[] Candesartan | Ketamina
() Vehiculo I salina

Figura 27: Esquema del protocolo para el analisis de arquitectura vascular. Con
el programa ImageJ se analiza el area total cubierta por vasos sanguineos, el diametro
promedio, el nimero de ramificaciones y la tortuosidad de los mismos.

Inmunohistoguimica
para factor de von Willebrand

25

Resultados

No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los parametros

analizados en ninguna de las areas de la corteza prefrontal.

Tabla 6: Resumen de valores estadisticos

Arquitectura de la red vascular

Infra-Limbica Pre-Limbica
Area F P F P
Interaccion F, 23=0.9074 p=0.3507 Fa, 18 = 1.647 p=0.2156
Pre-tratamiento F(l, 23)= 1.882 p= 0.1833 F(l, 18)= 0.1005 p= 0.7549
Tratamiento Fa, 23=1.719 p=0.2027 F@, 18=0.05743 p=0.8133
Diametro F P F P
Interaccion F,23= 0.4068 p=0.5299 F,18= 0.03593 p=0.8518
F =0.02392 =0.8784 F =4.210 = 0.0550

Pre-tratamiento 29 P 19 P
Tratamiento F(, 29=0.2685 p=0.6093 Fa,18= 2.805 p=0.1112
Puntos de
ramificacion F P F P
Interaccion Fa,23=0.1378 p=0.7139 Fa,18=0.9144 p=0.3516
Pre-tratamiento F(l, 23)= 0.4680 p= 0.5007 F(l, 18) = 0.4157 p= 0.5272
Tortuosidad F P F P
Interaccion Fa,23= 0.05739 p=0.8128 F, 18 = 0.2805 p=0.6029
Pre-tratamiento F(l, 23)= 0.8730 p= 0.3598 F(l, 18)= 1.495 p= 0.2371

. F (1, 23 = 3.498 p=0.0742 F,18=3.949 p=0.0623
Tratamiento
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Resultados Objetivo 3
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Figura 28: No se observaron diferencias significativas en A,E) area ocupada por las
vasculatura, B,F) didmetro promedio de los vasos, C,G) numero total de puntos de
ramificacion o D,H) tortuosidad vascular, entre los grupos experimentales.
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Resultados Objetivo 4

Objetivo 4: Nuestro protocolo de administracion de ketamina, ¢recrea los
signos conductuales tipicos de la esquizofrenia? ¢Participa el receptor AT1? ;Qué

ocurre en el caso de una administracion aguda de ketamina?

Los signos conductuales de la esquizofrenia tienen su equivalente etologico que
permite el estudio de la patologia en modelos animales. Los signos positivos pueden
observarse en los animales evaluando su actividad locomotora ya que las areas que se
activan en ambos casos son las mismas. Al tener comportamiento gregario, los roedores
nos permiten evaluar la conducta social, siendo un marcador clave para validar modelos
animales ya que es uno de los signos negativos mas tipicos de la patologia. Finalmente,
podemos evaluar la memoria de reconocimiento de objetos como equivalente de la
memoria declarativa en humanos. Como hemos mencionado anteriormente, la
administracion aguda y repetida de ketamina es un modelo validado de esquizofrenia
(Adell et al., 2012). Antecedentes previos del grupo de trabajo muestran la participacion
del receptor ATi en alteraciones conductuales a largo-plazo inducidas por la
administracion de anfetamina, no asi en el efecto psicoestimulante agudo (Marchese et
al., 2016, 2020; Paz et al., 2011, 2013)

Considerando estos antecedentes es que nos propusimos:

a- Recrear equivalentes etoldgicos de los signos conductuales
caracteristicos de la esquizofrenia mediante el protocolo de administracion
repetida de ketamina y evaluar la participacion del receptor AT1 en alteraciones
a largo plazo

b- Evaluacion de la participacion de los receptores ATi en el efecto

conductual inmediato luego de la administracion aguda de ketamina.

Para evaluar las tres categorias conductuales tipicas de la esquizofrenia se llevé a
cabo una prueba de actividad locomotora, de interaccion social y de reconocimiento de
objeto novedoso. Los resultados son expresados en media + error estandar y se reporta
solo el P estadisticamente significativo. Para mas informacion, ver las tablas 7, 8, 9y 10

de resumen de valores estadisticos.
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Resultados Objetivo 4

Objetivo 4a

Modelo de administracion repetida
Prueba Conductuales

AN AR Al Al &
4 \\ Vi \| Wl 24~

NN
NVAWANWANWANA A A A 4 4

DCandesartén T Ketamina Desafio Ketar&ii@
(O Vehiculo B salina 15 mg/Kg

Figura 29: Esquema del protocolo administracion repetida de ketamina: las pruebas
conductuales se llevaron a cabo el dia 24, en condiciones basales o luego de una dosis desafio
de ketamina (15 mg/Kg).

Signos positivos- Actividad locomotora en campo abierto

A pesar de no encontrar diferencias significativas en condiciones basales (desafio
salina, Fig. 30A), la administracion repetida de ketamina produjo una sensibilizacién
conductual observada como una actividad locomotora exacerbada en respuesta a un
desafio de ketamina (15mgkg) en los animales previamente tratado con ketamina. El
blogueo de los receptores AT: previno el desarrollo de la sensibilizacion a ketamina, no
observandose cambios en el total recorrido entre ambos grupos tratados previamente con
el antagonista AT1 (ANOVA Interaccion P = 0,0117; Fig. 30B). El anélisis Bonferroni
indica diferencias significativas entre los grupos vehiculo-salina y vehiculo-ketamina (p<
0,0001). Ver tabla 7.

Cuando analizamos la distancia recorrida cada 10 min, el analisis estadistico se
Ilevd a cabo en forma conjunta si bien los graficos de la distancia en el tiempo muestran
los grupos vehiculo y candesartan por separado. Nuevamente podemos evidenciar que la
administracion repetida de ketamina genera una sensibilizacién locomotora en respuesta
a la dosis desafio que no se observa con la administracion previa del antagonista del
receptor ATz (Fig. 30C-D). El anélisis a posteriori indica que el grupo vehiculo-ketamina
muestra una mayor actividad locomotora, significativamente diferente del grupo
vehiculo-salina y candesartan-ketamina (ver tabla). Este Gltimo presenta un incremento
momentaneo en la actividad locomotora, diferente significativamente del grupo vehiculo-
salina, pero no del candesartan-salina, que luego desaparece y se comporta como un

control. Ver tabla 7.
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Resultados Objetivo 4

Modelo de administracién repetida
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Figura 30: A, B) La administracion repetida de ketamina produjo una sensibilizacién
conductual observada como un incremento de la actividad locomotora en respuesta a la dosis
desafio de ketamina, que no se observa en condiciones basales (desafio salina). El desarrollo de
esta sensibilizacion motora fue prevenido por el blogueo de los receptores AT:. C, D) Actividad
locomotora a lo largo del tiempo. *p<0.05 con respecto al grupo control.
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Tabla 7: Resumen de valores estadisticos

Actividad locomotora

. . Desafio salina Desafio ketamina
Distancia
~ recorrida total F P F P
Interaccién F (1, 55) = 2,806 p = 0,0996 F(1,55)=6,797 *p=0,0117
Tratamiento F (1, 55) =0,001134 p=0,9733 F (1,55)=15,81 *p = 0,0002
Pre-tratamiento F (1, 55) =0,9702 p= 0,3289 F (1, 55) =0,001493 p= 0,9693

Bonferroni pos-hoc p

Ve*\‘/'SKEt Veh-Sal < 0.0001
Cand-Ket < 0.0001
Distancia vs
Tempo F P
| Interaccion F (33, 605) = 2.583 P < 0.0001
Tiempo F (11, 605) = 68.41 P <0.0001
Tratamiento F (3,55)=7.770 P =0.0002
Subjects F (55, 605) = 3.185 P <0.0001
Bonferroni pos-hoc p
130 Vec;sa' Veh-Ket  <0,0001
Cand-Ket 0,0042
140 Vet‘/;sa' Veh-Ket  <0,0001
Cand-Ket 0,0002
150 Vet‘/;sa' Veh-Ket  <0,0001
160 Vec;sa' Veh-Ket  0,0008

Signos negativos- Prueba de interaccion social

La administracion repetida de ketamina redujo el tiempo de interaccion social, lo
cual fue revertido por la administracion de la dosis desafio de ketamina (ANOVA
*Interaccion P = 0,0047; Fig. 31A). La prueba de Bonferroni indica que, en condiciones
basales, el grupo vehiculo-ketamina presentd un menor tiempo de interaccion social
pasiva (p= 0,0059) que el grupo control, lo que es revertido por la administracion de la
dosis desafio (p= 0,0385). Es importante remarcar que estas alteraciones conductuales
inducidas por la administracion de ketamina dependen de la participacion del receptor
AT1 ya que no se observaron cambios en el porcentaje del tiempo de interaccion social

en los animales previamente tratados con el antagonista AT: (Fig. 31B). Ver tabla 8.
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Cuando se analizd la actividad locomotora se encontrd que el grupo vehiculo-
ketamina y candesartan-ketamina presentaron un incremento de la distancia recorrida
luego de la dosis desafio de ketamina (Fig. 31 C y D). Este resultado era esperable en
base a lo expuesto en el punto anterior. Cabe destacar que el incremento de la actividad
locomotora no impidio que se reestablezcan los porcentajes de interaccion social en el
grupo vehiculo ni modificé el tiempo de interaccion en el grupo candesartan, sustentando
la idea que el incremento de la actividad locomotora no afecta a la interaccion entre los

individuos si no hay una motivacion para ello. Ver tabla 8.

Modelo de administracion repetida
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Figura 31: A) La administracion repetida de ketamina redujo el tiempo de interaccién
social, visible incluso 14 dias después de su Ultima administracion, la cual fue revertida por la
dosis desafio. B) El antagonismo de los receptores AT previno el desarrollo de alteraciones a
largo plazo en la conducta social generados por la administracion repetida de ketamina. C-D) La
administracion de ketamina produjo un incremento de la actividad locomotora, sin embargo, ésta
no interfiere con la conducta social.
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Resultados Objetivo 4
Tabla 8: Resumen de valores estadisticos
Prueba de interaccion social
Porcentaje de vehiculo Candesartan
interaccion
social pasiva F P F P
Interaccién F (1, 32) =9.236 *P =0.0047 F(1,32)=1437 P =0.2395
Tratamiento F(1,32)=1.637 P =0.2100 F(1,32)=0.1919 P =0.6643
Desafio F (1, 32) = 0.4609 P =0.5021 F(1,32)=1.973 P =0.1697
Bonferroni pos-hoc  p
Veh-Ket  Veh-Sal
0.0059
(DK) vs (CB)
Veh-Ket
0.0385
(CB)
Actividad vehiculo Candesartan
motora F P = P
Interaccion F (1, 68) = 4.088 *P =0.0471 F (1,68)=11.58 *P =0.0011
Tratamiento F (1, 68) =5.822 *P =0.0185 F (1, 68) = 20.00 *P < 0.0001
Desafio F (1, 68) =8.149 *P =0.005 F (1, 68) =33.90 *P < 0.0001
Bonferroni pos-hoc  p p
Veh-Ket  Veh-Sal Veh-Ket  Veh-Sal
(DK)vs  (CB) 00064  pKyvs  (CB) <0,0001
Veh-Ket Veh-Ket
(CB) 0.0114 (CB) <0,0001
Desafio ketamina=
DK Veh-Sal Veh-Sal
Condiciones (DK) 0.0232 (DK) <0,0001
basales= CB

Déficit cognitivo- Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

La administracion repetida de ketamina no produjo alteraciones cognitivas en
condiciones basales, pero cuando el sistema es forzado con una re-exposiciéon al
psicotropico, se hace evidente una disminucion en la capacidad de reconocer el objeto
familiar en los animales tratados con ketamina (ANOVA Interaccion P = 0,0476; Fig.
32A). El andlisis de Bonferroni muestra que el grupo vehiculo-ketamina presenta menor
indice de reconocimiento del objeto familiar, luego de la administracion del desafio, en
comparacién con los demés grupos experimentales. Es importante destacar, que estas
alteraciones conductuales son dependientes de la participacion del receptor ATz ya que
las mismas no se observaron en los grupos tratados previamente con Candesartan (Fig.
32B). Ver tabla 9.
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El indice de preferencia durante la familiarizacion también fue analizado como
parametro control, no encontrandose diferencias significativas en ninguno de los grupos

experimentales (Fig. 32 C y D). Ver tabla 9.

Modelo de administracion repetida

A) Vehiculo B) Candesartan
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Condiciones Basales Desafio Ketamina Condiciones Basales Desafio Ketamina

C) Familiarizacion D) Familiarizacion
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Figura 32: A) La administracion repetida de ketamina genero alteraciones subyacentes
gue pudieron ser evidenciadas luego de la administracion de la dosis desafio. B) Los receptores
AT, tienen un rol critico en el desarrollo de las alteraciones a largo plazo en los procesos de
memoria inducidos por la administracion repetida de ketamina. C-D) No se evidencian diferencias
significativas en el IP durante la familiarizacion. *#<p0.05. # Diferente de todos los grupos
experimentales.
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Tabla 9: Resumen de valores estadisticos

Objetivo 4

Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

vehiculo Candesartan
F P F P
Interaccion F (1, 35) =4,213 *P=0,0476 | F(1,31)=5,83e-005 P =0,9940
Tratamiento F (1, 35) = 4,932 P =0,329 F(1,31)=0,1684 P =0,6844
Desafio F (1,35)=4,354 P =0,0443 F(1,31)=1,357 P =10,253
Bonferroni pos-hoc p
Veh-Sal
Veh-Ket (DK) vs (CB) 0,0193
Desafio Veh-Ket 0.035
ketamina= DK (CB) '
Condiciones Veh-Sal 0.0161
basales= CB (DK) ‘
e vehiculo Candesartan
Familiarizacion
F P F P
Interaccién F (1, 35) =0,2042 P =0,6542 F(1,31)=0,7748 P =0,3855
Tratamiento F (1, 35) = 0,2408 P =0,6267 F(1,31)=3,674 P =0,0645
Desafio F (1, 35)=0,1217 P=0,7293 F (1, 31) =2,440 P =0,1284
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Objetivo 4b: ¢participa el receptor AT: de las alteraciones conductuales en un

modelo de administracion aguda de ketamina?

Modelo de administracién aguda

Prueba Conductuales
: |:| Candesartin

Ketamina () Vehiculo
30 mg/Kg
Figura 33: Esquema del protocolo de administracion agudo. Las pruebas

conductuales se llevaron a cabo el dia 6, luego de una Gnica administracién de ketamina
(30 mg/Kg).

Signos positivos- Actividad locomotora en campo abierto

La administracion aguda de ketamina produjo un aumento de la actividad
locomotora, independientemente del receptor ATi. Cuando analizamos la distancia
recorrida cada 10 min, abarcando los periodos del desafio salina y ketamina, el ANOVA
de dos vias con medidas repetidas hace evidente el incremento de la locomocion en
respuesta al desafio con ketamina sin mostrar diferencias entre los grupos (Fig. 34A). El
analisis estadistico (t-Test) evidencié que no existen diferencias entre los animales
tratados con vehiculo o antagonista AT1 en la distancia total recorrida en respuesta al
desafio con ketamina (p= 0,3572, Fig. 34B). Ver tabla 10.

Modelo de administracion aguda

A)
— 30 O Candesartan B) Distancia recorrida total
E -e- Vehiculo con Ketamina
:"f T 2%
E 20 -
O S 1504
;
g 10 o 100
(]

] -
B 2 s0]
R e S e e 2

70 80 90 100 110 120 130 134 150 160 170 180 g o

Tiempo (min) Vehiculo Candesartan

Figura 34: A-B) La administracion de ketamina reprodujo los signos positivos de
esquizofrenia, observados como un incremento en la actividad locomotora. La administracién del
antagonista del receptor AT no tuvo impacto en el efecto psicomimético agudo de la ketamina.

66



Resultados Objetivo 4

Signos negativos-Prueba de interaccién social

La administracion aguda de ketamina redujo el tiempo de interaccion pasiva, que
no se observo en el grupo que previamente fue tratado con el antagonista AT1 (ANOVA
Interaccion P = 0,0363; Fig. 35A). La prueba a posteriori indica que el grupo vehiculo-
ketamina muestra una disminucién estadisticamente significativa del porcentaje de
interaccion social cuando se compara con el vehiculo-salina (p= 0,0186), sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas con los grupos tratados con el antagonista ATz,
asi como tampoco entre ellos.

La prueba conductual fue realizada 45min después de la administracion de
ketamina, de modo de evitar los efectos estimulantes motores de ketamina y, a modo de
control, se analiz6 la actividad locomotora individual donde no se evidenciaron

diferencias entre los grupos experimentales (Fig. 35B). Ver tabla 10

Modelo de administracion aguda
A) Interaccion social B) Actividad locomotora
* — 60-
. 60+ E 60
e L]
T50{ = 3
© Y £ 401
> L]
H 404 " 8 .
g L L ] = te 0 a g m"
c 30+ & ] 8 204 ]
h] -}-_. 2 =
3 204 8 o8 oo L
I oL &
= Qo : . . ;
t 10+ SalinaKetamina SalinaKetamina
- 0 Vehiculo Candesartan

Salina Ketamina Salina Ketamina
Vehiculo Candesartan

Figura 35: A) La administracion aguda de ketamina redujo el tiempo de interaccidn social,
mientras que cuando se administra con el antagonista AT1, no muestra diferencia significativa con
su control. B) No hay diferencias significativas en la actividad entre los grupos experimentales.

Déficit cognitivo- Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

La administracion aguda de ketamina gener6 un déficit cognitivo,
independientemente del bloqueo de los receptores ATi, impidiendo la adquisicion de la
memoria al ser administrado antes de la familiarizacion (ANOVA Tratamiento P <

0,0001; Fig. 36A). Como mencionamos anteriormente, a modo de control se analiza que
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Objetivo 4

no exista preferencia entre los objetos durante la familiarizacion, donde no se encontraron

diferencias significativas entre todos los grupos experimentales (Fig. 36B). Ver tabla 10

Modelo de administracion aguda

A)
1.0-
0.8
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0.6
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Vehiculo

Candesartan

Figura 36: A) La administracion aguda de ketamina produjo un déficit en la adquisicion
de la memoria, independientemente del receptor ATi. B) No se evidencian diferencias
significativas en el IP durante la familiarizacion.

Tabla 10: Resumen de valores estadisticos

Distancia recorrida vs tiempo

Actividad

locomotora F P
Interaccion F (11, 297) = 1,227 p =0,2683
Tiempo F (11, 297) = 105,0 *p< 0,0001
Tratamiento F(1,27)=10,8558 p =0,3631
Subjects F (27, 297) =1,699 p= 0,0187

» % tiempo de interaccion social Actividad motora
Interaccién
social F P F P

Interaccién F (1, 26) = 4,876 *p =0,0363 F(1,57)=0,4226 p=0,5182
Tratamiento F (1,26) =5,016 *p =0,0339 F (1,57)=0,6071 p=0,4391
Pre-tratamiento F (l, 26) =0,1625 p= 0,6902 F (1, 57) =3,611 p= 0,0625

Reconocimiento

Indice de preferencia

IP Familiarizacion

de objetos F P F P
Interaccién F (1, 43) = 2,060 p =0,1585 F (1, 43) =0,5577 p = 0,4592
Tratamiento F(1,43)=2282  *p<0,0001 F (1, 43) = 2,201 p = 0,1452
Pre-tratamiento | F (1, 43) =0,1265 p =0,7239 F(1,43)=3,576 p = 0,0654
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Alteracién del patron de activacion neuronal: foco en la funcién

parvalbuminérgica vy el rol del receptor AT:

Estriado dorsal

A modo de recordatorio, a nivel del estriado dorsal, observamos una hiperactivacion
neuronal, la cual no fue acompafiada de una activacion GABAérgica proporcionada,
incluyendo la subpoblacion parvalbuminérgica. El estriado dorsal tiene un papel central
en la toma de decisiones, especialmente en la seleccion e iniciacion de acciones en base
a la convergencia de informacion sensomotora, cognitiva y motivacional (Do etal., 2013).
Recibe inervacion glutamatérgica desde corteza prefrontal y dopamina desde sustancia
nigra. Por otro lado, desde esta area parten neuronas GABAérgicas que inervan la
sustancia nigra y otras areas subcorticales (neuronas espinosas medianas-NEMSs). Cuando
las vias glutamatérgicas corticales estimulan al estriado, las vias GABAeérgicas son
inhibidas permitiendo la seleccion de la accién y el movimiento (Do et al., 2013). Se ha
descrito que el desbalance excitatorio/inhibitorio tendria un rol preponderante en el
desarrollo de los signos caracteristicos de la esquizofrenia, asi como en diversas
patologias asociadas a disfuncion en el movimiento (como las enfermedades de
Huntington y Parkinson o el desorden de déficit de atencion con hiperactividad). Ademas
de las NEMs- que representan alrededor del 95% de las neuronas GABAGérgicas
estriatales- encontramos las neuronas “vecinas” que presentan una fuerte inhibicion sobre
las NEMs y entre las que encontramos a las interneuronas positivas para parvalbumina.
Estas interneuronas son las primeras en responder al estimulo glutamatérgico de la corteza
inhibiendo las NEMs para comenzar el movimiento y son las encargadas de mediar la
comunicacion a través de las ondas gamma entre corteza y estriado. En este sentido, se
ha mostrado que alteraciones en la inervacion glutamatérgica cortical, tras la
administracion de ketamina o0 MK801, conlleva a alteraciones en las ondas gamma en
diversas areas cerebrales, incluyendo al estriado dorsal (Do et al., 2013; Hakami et al.,
2009). La sincronizacién de la actividad neuronal es critica para el procesamiento de la
informacidn en diferentes niveles de los sistemas sensoriales y motores, y cambios en la
actividad oscilatoria han sido relacionados con la fisiopatologia de las enfermedades
neurologicas y psiquiatricas (Nicolas et al., 2011). Por otro lado, se ha mostrado que
dopamina incrementa la actividad de las interneuronas parvalbdmina, potenciando su
actividad inhibitoria sobre las NEMs y, por lo tanto, incrementando la locomocion. En

este sentido, se observé un aumento en los disparos de interneuronas parvalbumina
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positivas en respuesta a la administracion de anfetamina en estrecha relacion con el
incremento en la actividad locomotora (Wiltschko et al., 2010). Teniendo en cuenta esta
informacion y las evidencias encontradas en esta tesis, podemos proponer que la
administracion repetida de ketamina produjo un cambio neuroadaptativo a largo plazo
observado como una hiperactivacion estriatal frente a la dosis desafio y consecuente
inhibicion de las vias GABAGérgicas, subyaciendo la sensibilizacion motora
(hiperlocomocion-discutido més adelante).

Es importante destacar el rol clave del receptor AT: en estos cambios
neuroadaptativos a largo plazo generados por la administracion repetida de ketamina. Una
gran cantidad de evidencia mostrd una estrecha interaccion entre Angll y dopamina que
involucra células neuronales y no neuronales. En este sentido, se ha demostrado la
presencia de heteromeros funcionales conformados por receptores AT1 y D2 en cuerpo
estriado (Martinez-Pinilla et al., 2015), asi como una contra regulacion donde Angll
modula la liberacion de dopamina estriatal a través de receptores ATi presinapticos
(Brown et al., 1996). Por el lado contrario, la hiperactivacion y el agotamiento
dopaminérgico aumentan la actividad de Angll y la expresion de receptores ATz en la via
nigro-estriatal (Mertens et al., 2010; B Villar-Cheda et al., 2010; Begofia Villar-Cheda et
al., 2012). Antecedentes de nuestro grupo de trabajo muestran que el antagonismo del
receptor AT1 mitigo el efecto facilitador de anfetamina sobre la liberacion de dopamina
en el cuerpo estriado (Paz et al., 2011), mientras que la administracion de anfetamina
genera alteraciones funcionales a largo plazo del receptor AT: (Casarsa et al., 2015).
Considerando el rol preponderante de la dopamina como modulador de la actividad
estriatal, la estrecha relacion entre dopaminay el receptor ATz podria explicar el rol clave
de este ultimo en el desarrollo de cambios neuroadaptativos a largo plazo generados por

la administracion de ketamina.

Corteza prefrontal

Interesantemente, la administracion repetida de ketamina produjo una
neuroadaptaciéon a largo plazo region-dependiente que se observa como una
hiperactivacion en Infra-Limbica y una disminucion del porcentaje de activacion
GABAérgico, incluyendo la subpoblacion parvalbuminérgica, en Pre-Limbica.
Previamente, Lindefors y cols. (1997) mostraron que la administracion diaria de ketamina

genera una disminucién en la actividad dopaminérgica e incremento de la serotoninérgica
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a nivel de corteza prefrontal, mientras que los niveles de GABA se mantuvieron estables
(siendo evaluado inmediatamente luego de la dltima administracion de la droga).
Teniendo en cuenta el rol clave de estas interneuronas en el modelo de esquizofrenia,
resulta interesante que la administracion de ketamina genere una alteracion en la
activacion GABAGérgica en Pre-Limbica, asi como el incremento sostenido en el tiempo
del nimero de interneuronas GABAGérgicas en Infra-Limbica. Con respecto a esto tltimo,
este aumento perdurable en el nimero de interneuronas GABAErgica es, posiblemente,
un proceso neuroadaptativo compensatorio a un desbalance en la actividad Infra-Limbica
provocado por la administracion repetida de ketamina, lo que permite una respuesta
funcional al desafio con ketamina similar a los grupos controles. Previamente se ha
descrito que la administracion repetida de ketamina produce hipofrontalidad (Dawson et
al., 2013), altera las interconexiones entre corteza prefrontal e hipocampo (Gass et al.,
2014), tdlamo y vias subcorticales ascendentes (Dawson et al., 2013), asi como las
oscilaciones gamma en la corteza prefrontal (McNally et al., 2013). Particularmente, se
ha propuesto que la hipoactivacion en el area prefrontal Pre-Limbica, generada por la
administracion repetida de ketamina, conlleva a un deficit en la memoria de trabajo, no
asi en la memoria a corto plazo (Enomoto & Floresco, 2009). En coherencia con estos
antecedentes, no observamos deéficit en la memoria declarativa en condiciones basales
(discutido més adelante). Por otro lado, los cambios en la funcionalidad de Infra-Limbica
han sido asociados a un trasfondo mas motivacional y emocional, por lo que los cambios
en el patron de activacidn de esta area podrian estar estrechamente relacionados con las
alteraciones en la conducta social. En este sentido, se ha propuesto que un incremento de
la actividad glutamatergica prefrontal podria ser la causa de los efectos antidepresivos de
dosis minimas de ketamina en pacientes con depresion mayor (Abdallah et al., 2018). Se
ha sefialado que una mejora de la neurotransmision glutamatérgica y serotoninérgica en
Infra-Limbica subyace a los efectos similares a los antidepresivos de la ketamina en ratas
(Gasull-Camos et al., 2017). Resulta interesante que la hiperactivacion Infra-Limbica en
respuesta a la dosis desafio de ketamina puede explicar los efectos tipo antidepresivos,
observados en la prueba de interaccion social, donde el efecto anti-social de la
administracion repetida de ketamina es revertido por la dosis desafio (discutido mas
adelante). Ademas, existe una contra regulacion entre estas areas de la corteza prefrontal,
donde el area Infra-Limbica ejerce un control inhibitorio sobre la Pre-Limbica (Ji &
Neugebauer, 2012), que podria explicar la hiperactivacion neuronal observada en la

primera pero no en esta Ultima, descrita en esta tesis.
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Es importante destacar que el antagonismo del receptor AT: previno el desarrollo
de estos cambios neuroadaptativos en Infra-Limbica, lo que condice con los resultados de
la prueba de interaccion social. Curiosamente, el receptor ATz parece tener un rol clave
en la activacion de las interneuronas parvalbdmina positivas, no asi en la generalidad de
las interneuronas GABAérgicas. Si bien la relacion entre las interneuronas positivas para
parvalblimina y el receptor AT1 aln no ha sido descripta, Oroszova y cols. (2017) report6
que interneuronas parvalbuminérgicas de la médula espinal expresan receptores AT1 que
juegan un rol neuroprotector en un modelo de dolor neuropatico; de manera similar a los
resultados obtenidos con inhibidores de la ECA en sustancia nigra en un modelo de
neurodegeneracion inducido por la administracion de MPTP (Kurosaki et al., 2005). Por
otro lado, se ha descrito previamente que Angll presenta un efecto modulador sobre la
funcién GABAEérgica en las respuestas al estrés (Saavedra et al., 2006) y el control de la
presion arterial (Légat et al., 2019); sin embargo la disminucion del porcentaje de
activacion GABAérgico en Pre-Limbica, asi como el incremento perdurable del nimero
de interneuronas GABAGérgicas en Infra-Limbica, generados por la administraciéon de

ketamina fueron independientes del receptor ATa.

En conclusion, la administracion repetida de ketamina produjo un cambio
neuroadaptativo a largo plazo que involucra al receptor AT:1 y se evidencia como un
patrén de activacion neuronal alterado en respuesta a la dosis desafio. Curiosamente, esta
respuesta al antagonista NMDA, asi como la participacion del receptor ATi, no es
homogénea y presenta caracteristicas regionales particulares sustentando las respuestas
conductuales. Por otro lado, resulta interesante que los cambios funcionales inducidos por
la administracion repetida de ketamina no involucran cambios en el nimero de
interneuronas parvalbuminérgicas, lo que concuerda con bibliografia donde el mismo
protocolo de administracion de ketamina no altera la expresion parvalbuminérgica en

corteza frontal o hipocampo (Benneyworth et al., 2011).
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Figura 37: La administracion repetida de Ketamina produjo cambios neuroadaptativos
region-dependiente, donde el receptor AT1 mostré tener una participacion critica y diferencial
en su desarrollo. Las flechas indican el cambio en la activacion neuronal generada por la
administracion repetida de Ketamina, y evidenciada por la dosis desafio de Ketamina. Los
casos donde el patron de activacion no cambio no fueron incluidos en la figura. Cabe destacar,
que la disminucion del ndmero de interneuronas GABAGérgicas generado por la
administracion de Ketamina independientemente del receptor AT, tampoco fue incluida en
la figura para centrarnos en la respuesta funcional.
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Efecto dual de ketamina vy el rol de Angiotensina Il

Efecto pro y antinflamatorio de la ketamina en la unidad neurovascular

El aumento en la reactividad astrocitaria en corteza prefrontal y estriado dorsal,
generado por la administracion repetida de ketamina, coincide con estudios postmortem
de pacientes con esquizofrenia que reportan una comorbilidad entre la presencia de
astrogliosis y neuroinflamacion (Catts et al., 2014), donde los signos de gliosis estan
distribuidos regionalmente y, por lo general, estrechamente relacionados con el historial
y la gravedad de la enfermedad (Bernstein et al., 2015; Rajkowska et al., 2002). En este
sentido, Arnold y cols. (1996) informaron de la presencia de gliosis solo en un subgrupo
de pacientes que presentaban una alta prevalencia de deterioro cognitivo grave y
discapacidad funcional. A diferencia de estos antecedentes clinicos, nuestros resultados
muestran que el incremento en la reactividad astrocitaria generado por la administracion
repetida de ketamina no fue acompafiado por su equivalente en las células de la microglia.
La ausencia de microgliosis en condiciones basales coinciden con el trabajo de Hou y
cols. (2013) donde demostraron que la administracion repetida ketamina generaba
lesiones neuronales y aumento del estrés oxidativo en la corteza prefrontal e hipocampo,
en ausencia de microgliosis. Al igual que estos autores, observamos un incremento
exacerbado de estrés oxidativo en respuesta a la reexposicion a ketamina. La
supervivencia celular resultd ser independiente de la historia previa con ketamina, asi
como del receptor ATi, y presentd diferencias regionales ya que observamos apoptosis
celular en estriado dorsal y corteza prefrontal Pre-Limbica después del desafio con
ketamina. Estos resultados difieren de estudios previos de nuestro grupo que mostraron
un aumento de la apoptosis celular, astrogliosis y microgliosis después de la
administracion repetida de anfetamina en la corteza cerebral, incluyendo las dos areas de
la corteza prefrontal y dos areas de la corteza somatosensorial (Marchese et al., 2020;
Occhieppo et al., 2017). Dado que la ketamina induce citotoxicidad a través de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Bai et al., 2013; Ye et al., 2018), el
estrés oxidativo observado en el cuerpo estriado y la corteza prefrontal podria conducir a
una mayor muerte celular en estas areas. Sin embargo, dado que este aumento de la
apoptosis celular no se ha observado en el area Infra-Limbica, se podria pensar que la
adaptacion glial inducida por ketamina en esta area ejerce un efecto protector celular que
previene la apoptosis celular inducida por estrés oxidativo. Se ha descrito que los

astrocitos, a traves del fenotipo A2, tienen funcion neuroprotectora frente al estres
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oxidativo y citotoxicidad glutamatérgica (Mahmoud et al., 2019), aumentando la
recaptacion de glutamato y regulando al alza la expresion de genes neurotréficos que
favorecen la supervivencia neuronal (Miller, 2018). Curiosamente, Ardalan y cols (2017)
mostraron que los cambios morfologicos de los astrocitos, observados como un aumento
de la ramificacion 24 h después de una sola administracion de ketamina, promueven la
neurogénesis y angiogénesis del hipocampo y modifican el microambiente sinaptico, que
a su vez se ha asociado con efectos antidepresivos de la ketamina. Dado que hemos
encontrado una astrogliosis reactiva moderada y que el fenotipo proinflamatorio Al se
observa como astrocitos hipertroficos (Miller, 2018), nuestros resultados sugieren que los
astrocitos reactivos podrian estar desempefiando un papel similar al fenotipo AZ2.
Curiosamente, en estriado dorsal y en el area Pre-Limbica no se observaron alteraciones
morfoldgicas en condiciones basales, sustentando la teoria de que las glio-adaptaciones
observadas en Infra-Limbica podrian tener un efecto neuroprotector frente al estrés
oxidativo exacerbado. A partir de esta evidencia, pudimos corroborar que la
administracion repetida de ketamina no solo produjo cambios neuroadaptativos a nivel
neuronal, modificando los patrones de activacion como discutimos anteriormente; sino
que también cambid la respuesta astrocitaria y de estrés oxidativo a futuros desafios, en

este caso evaluado como una reexposicion al psicotropico.

Por otro lado, se observé una disminucion en la reactividad microglial con la
administracion de la dosis desafio de ketamina de manera independiente de la region
analizada y el tratamiento previo recibido. Estos resultados estan de acuerdo con la
bibliografia que apoya la estrecha relacion entre la actividad antiinflamatoria y los efectos
antidepresivos de ketamina. Dado que la produccion de citoquinas proinflamatorias y las
alteraciones en la neurotransmision glutamatérgica se consideran factores de riesgo
asociados a la depresion, se ha propuesto que los efectos de los fa&rmacos antidepresivos
se deben en parte a su accion antiinflamatoria (Ho et al., 2019). En consecuencia, se ha
demostrado que la fluoxetina induce la apoptosis microglial como mecanismo
compensador para aliviar la liberacién de glutamato y D-serina de la microglia activada
(Dhami et al., 2019). En el mismo sentido, se ha informado que la ketamina aguda mejora
la microgliosis inducida por los lipopolisacaridos y regula la liberacion de mediadores
inflamatorios, como el 6xido nitrico y la interleucina 1B, que desempefian un papel
importante en la respuesta inmune (Chang et al., 2009; Ho et al., 2019). Particularmente,

esta evidencia invita a preguntarnos si el incremento en la apoptosis celular observada en
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Pre-Limbica y estriado puede deberse a un efecto antiinflamatorio agudo de ketamina
asociado a apoptosis microglial mas que a una secuela del estrés oxidativo exacerbado.
De esta forma, encontramos que mientras la administracion repetida genera un ambiente
pro-oxidativo/proinflamatorio, la administracion aguda de una dosis minima de ketamina

presenta un efecto antiinflamatorio.

La ausencia de alteraciones en la unidad neurovascular en el area tegmental ventral,
a pesar del estrés oxidativo exacerbado generado por la administracion de ketamina,
concuerda con resultados obtenidos previamente que muestran cambios estructurales en
la corteza después del tratamiento con anfetamina, mientras que las &reas subcorticales
solo evidenciaron alteraciones funcionales (Marchese et al., 2015, 2020). En linea con
nuestros resultados se ha descrito una susceptibilidad regional de la corteza a los procesos
neurodegenerativos donde los astrocitos tienen un papel clave (Acosta-Cabronero et al.,
2017; Cragnolini et al., 2020), similar a la vulnerabilidad regional observada en pacientes

esquizofrénicos (Hamm et al., 2017; Matuszko et al., 2017).

Finalmente, analizamos la arquitectura microvascular a fin de abarcar todos los
componentes de la unidad neurovascular. Antecedentes previos del grupo de trabajo
mostraron cambios duraderos en la red vascular cortical, inducidos por la administracion
repetida de anfetamina y en estrecha relacion con alteraciones gliales e inflamacion
(Marchese et al., 2020; Occhieppo et al., 2017; Basmadjian et al., en prensa).
Considerando estos antecedentes, en esta tesis nos centramos en analizar la
microvasculatura en corteza prefrontal en condiciones basales donde, finalmente, no se
observaron diferencias significativas luego de la administracion de ketamina, a pesar de
la reactividad glial. A la luz de esta evidencia, se podria sugerir que la anfetamina genera
efectos vasculares mas fuertes, ya sea actuando directamente sobre la misma a traves del
receptor de trazas de amina (Broadley, 2010), o indirectamente al aumentar la
neurotransmision de dopamina y los marcadores proinflamatorios subyacentes a las

alteraciones vasculares que no se observan después de la administracion de ketamina.

En resumen, los resultados encontrados en esta tesis ponen en evidencia el efecto
inflamatorio dual de la ketamina, asi como la susceptibilidad regional a desarrollar
cambios glio-adaptativos a largo plazo en respuesta a la administracion repetida de este

psicofarmaco. Parte de estos resultados fueron publicados en Occhieppo y cols., ejn 2020.
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Figura 38: La administracion repetida de Ketamina gener6 un ambiente
proinflamatorio/pro-oxidativo que conlleva una adaptacion dependiente del area analizada y
a largo plazo ya que podemos observar después de 14 dias libre de drogas o como un cambio
en la respuesta a la dosis desafio (reexposicidn de la droga). Por otro lado, la administracion
de una dosis minima (desafio) presenta un efecto antiinflamatorio agudo independiente del
tratamiento previo y muy similar en todas las areas analizadas. Los parametros donde no se
observaron cambios significativos, asi como la arquitectura vascular, no fueron incluidos en
la imagen para facilitar su lectura e interpretacion.

Rol del receptor AT en los efectos de la ketamina sobre los componentes de la

unidad neurovascular

El antagonismo del receptor ATz previno el desarrollo de la reactividad astrocitaria
y los cambios morfologicos a largo plazo inducidos por ketamina; en coherencia con
nuestros hallazgos anteriores que muestran que la participacion del receptor AT1 en la
respuesta glial duradera inducida por la administracion de anfetamina. En este sentido,
previamente encontramos que el bloqueo ATz previno el estrés oxidativo y celular, la
astrogliosis y microgliosis inducida por anfetamina después de un periodo de abstinencia,
en condiciones basales 0 como una respuesta exacerbada después de la exposicion a
anfetamina (Marchese et al., 2020; Occhieppo et al., 2017). De manera similar, en este

trabajo observamos que el bloqueo del receptor AT1 impidi6 el desarrollo de cambios
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neuroadaptativos inducidos por ketamina, evidenciados como hiperactivacion neuronal
en el area Infra-Limbica y estrés oxidativo exacerbado en respuesta al desafio de
ketamina. De acuerdo con estos resultados, previamente se ha mostrado que los
antagonistas del receptor ATz inhiben la generacion de ROS, la expresion de NADPH
oxidasa y la peroxidacion de lipidos; posiblemente mediante la activacion de receptores
PPAR-y (Fujita et al., 2012; Liu et al., 2016). En este sentido, candesartan es un agonista
PPAR-y (Villapol et al., 2012) mientras que la activacion de esta via reduce el estrés
oxidativo y la expresion del receptor AT: (Ibarra-Lara et al., 2012). Por otro lado,
encontramos que la administracion de ketamina o del antagonista ATz no influyé en la
disminucion de la reactividad microglial y astroglial ni en el aumento de la apoptosis
celular, evaluado 24 h después de la administracion de la dosis desafio de ketamina. Por
lo tanto, los efectos agudos del desafio con ketamina no parecen estar asociados con las
alteraciones duraderas inducidas por la administracion repetida de ketamina y mediadas
por el receptor AT1. Es importante destacar que el antagonista AT1 (candesartan) ya no
estd presente cuando se administré el desafio con ketamina. Todos estos resultados
sugieren que el bloqueo del receptor AT1 previene los efectos proinflamatorios a largo
plazo inducidos por la administracion repetida de ketamina mientras que no afecta el

efecto antinflamatorio de la dosis aguda de ketamina.
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Figura 39: El receptor AT1 participa en las alteraciones proinflamatorias a largo plazo
generadas por la administracion repetida de Ketamina, mientras que el blogueo AT1 no
impide los efectos agudos antiinflamatorios del psicofarmaco.
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¢Es el proceso de ramificacion de astrocitos un mecanismo antiinflamatorio o es

independiente de sefializacion inflamatoria/oxidativa?

Cuando analizamos la morfologia astrocitaria, observamos que la exposicion a
ketamina induce cambios duraderos diferenciales segun el rea analizada. En este sentido,
a pesar que se observO reactividad de astrocitos en ambas sub-areas de la corteza
prefrontal y estriado, cuando se analizé la arquitectura celular, la administracion repetida
de ketamina indujo alteraciones diferenciales y duraderas en cada una. El aumento de la
expresion de GFAP y la respuesta morfoldgica tan heterogénea observada en el presente
trabajo, podria considerarse como una astrogliosis reactiva moderada la cual ha sido
descripta como una expresion de GFAP proporcional a la gravedad, acompafiada de
grados variables de hipertrofia (Anderson et al., 2014). Curiosamente, el receptor AT
tiene unrol clave en las alteraciones observadas en las areas Infra- y Pre-Limbica mientras
que, en estriado dorsal, los cambios morfoldgicos necesitaron del bloqueo previo de los
receptores AT1 para expresarse. Sin embargo, aun no esté claro si estas adaptaciones
gliales son un mecanismo antinflamatorio, una cicatriz o, incluso, si estan directamente
relacionados con procesos inflamatorios/oxidativos.

Por un lado, observamos que el aumento de las ramificaciones de los astrocitos en
el area Infra-Limbica, inducido por la administracion repetida de ketamina, podria
proporcionar un microambiente particular que condiciond la respuesta al desafio de
ketamina, observado como un aumento de la activacion neuronal y ausencia de apoptosis.
Esto no se observo en el area Pre-Limbica, donde la administracion aguda y repetida de
ketamina indujo una disminucion en el namero de ramificaciones de los astrocitos y no
se observaron diferencias significativas en la activacion neuronal total después del desafio
con ketamina. Mas aln, Ardalan y cols. (2017) mostraron que cambios en la morfologia
astrocitaria tendria un rol clave en la plasticidad sindptica del hipocampo como un posible
mecanismo subyacente a los efectos antidepresivos de la ketamina, y apoyando la
interrelacion entre la respuesta estructural astrocitaria y una respuesta funcional neuronal.
Por otro lado, la ausencia de apoptosis en Infra-Limbica sugiere que estas adaptaciones
gliales podrian ser una respuesta neuroprotectora frente al microambiente pro-oxidativo
generado por la administracion repetida de ketamina (Hou et al. 2013). En linea con estos
resultados, se ha propuesto que la oxidacion de la dopamina podria ser la causa de la
hipertrofia astrocitaria observada en la enfermedad de Parkinson (Booth et al., 2017).
Apoyando la idea que las alteraciones morfoldgicas responden a un estimulo oxidativo,
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en ambas areas de la corteza prefrontal, observamos que la ausencia de estos cambios
estructurales va de la mano con la prevencion de la respuesta oxidativa incrementada en
el grupo que previamente recibid el antagonista ATi. Se sabe que Angll ejerce un efecto
proinflamatorio aumentando el estrés oxidativo y la reactividad de las células gliales
(Hammer et al., 2017; O’Connor & Clark, 2019), sustentando los efectos antioxidantes y
antiinflamatorios de los antagonistas AT1 (Prusty et al., 2017; Saavedra, 2017; Villapol
& Saavedra, 2015). Sorprendentemente, el bloqueo ATz permitio el efecto anti-glidtico
agudo de la dosis desafio de ketamina, que acompafia a su funcién antiinflamatoria,
atributo compartido con otros farmacos con actividad antidepresiva (Dhami et al., 2019;
Ho et al., 2019). En base a estos resultados podriamos sugerir que el bloqueo previo de
los receptores AT1 generaria adaptaciones gliales duraderas que condicionan su futura
respuesta a la administracion de dosis minimas de ketamina, posiblemente como un
mecanismo antiinflamatorio y antioxidante inducido por el antagonismo ATx.

Sin embargo, este supuesto no se cumple en estriado dorsal donde las alteraciones
en la ramificacion de los astrocitos se observan en respuesta a la dosis desafio y solo en
el grupo que recibio el pretratamiento con el antagonista ATz, a pesar que éste previene
el estrés oxidativo exacerbado. Galloway y cols., (2018) han demostrado que la oxidacién
de dopamina aumenta el area de GFAP sin producir cambios en la estructura astrocitaria;
y que, de hecho, el aumento de los niveles de dopamina extracelular seria responsable de
promover la ramificacion de los astrocitos. Como mencionamos anteriormente (ver
introduccidn) existen muchas evidencias bibliograficas y antecedentes propios del grupo
de trabajo soportan la estrecha relacion entre Angll, a través de sus receptores ATz, y
dopamina. Mas aln, nuestro grupo de trabajo ha mostrado la participacion del receptor
AT1 en alteraciones inducidas por la exposicion a anfetamina a nivel de todos los
componentes de la unidad neurovascular, sumando evidencias que soportan la estrecha
relacion entre estos dos sistemas, asi como los horizontes que alcanza (Marchese et al.,
2020; Occhieppo et al., 2017). Es importante resaltar que estas alteraciones morfologicas,
ademas de ser regionalmente diferentes, parecen estar relacionadas con terminales
dopaminérgicos considerando su ausencia en area tegmental ventral. En estriado dorsal,
observamos un aumento de la ramificacion de astrocitos provocada por la dosis desafio
de ketamina, independientemente la exposicion previa a ketamina. Esto podria deberse al
aumento de la liberacion de dopamina en el cuerpo estriado después de la administracién
de la dosis desafio con ketamina, en coherencia con Galloway y cols. (2018) quienes

reportaron que el proceso de ramificacion se observo en cultivos de astrocitos primarios
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tratados con altas concentraciones de dopamina. Curiosamente, los cambios morfoldgicos
en estriado se observaron solo en el grupo candesartan. Considerando este escenario y las
evidencias previas es que podemos sugerir que el blogueo del receptor ATz, asi como la
administracion de farmacos psicotropicos, puede inducir cambios duraderos en el
equilibrio Angll/dopamina y, en consecuencia, en los procesos futuros relacionados con
estos sistemas como la ramificacion de astrocitos. Por otro lado, las alteraciones en
corteza prefrontal pudieron observarse en condiciones basales donde observamos que la
administracion repetida de ketamina producia un aumento duradero de la ramificacién
astrocitaria en Infra-Limbica, mientras que la disminuye en Pre-Limbica. Linderfost
(1997) mostr6 que la administracion aguda y repetida de ketamina generaba un
incremento transitorio en la liberacion de dopamina en corteza prefrontal, la cual no era
observable frente a la reexposicion a ketamina. Esto sugiere que las neuroadaptaciones
generadas por la administracion repetida de ketamina podrian ser la base de las respuestas
gliales region-dependientes observadas en condiciones basales. Sin embargo, la dosis
desafio gener6 una marcada disminucion en el numero de brazos en ambas areas,
independientemente de la administracion previa de ketamina, lo que posiblemente se deba
a que la dosis desafio no genera incremento en la neurotransmisién dopaminérgica en
corteza prefrontal.

Teniendo en cuenta esta evidencia, a partir de este punto podemos agregar la
estrecha relacion entre el receptor AT1 y dopamina como requisito para esta variacion
regional en las respuestas de los astrocitos a la administracion de ketamina, mas que la
alteracion en el microambiente o la sefializacion inflamatoria. Sorprendentemente, estos
resultados refuerzan la idea de que el bloqueo AT no interfiere en los efectos agudos de
la ketamina, mientras que las alteraciones duraderas inducidas por la ketamina estan
asociadas con el desequilibrio de Angll/dopamina, ya sea generado por administracién
de antagonistas del receptor AT1 o farmacos psicotrépicos. Es imperativo la realizacion
de mas estudios para comprender la participacion del receptor ATi en el desarrollo de los
efectos a largo plazo de la administracion de ketamina y su posible uso como un objetivo
de los tratamientos farmacoldgicos en los trastornos relacionados con el desequilibrio

dopaminérgico.
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Figura 40: las respuestas estructurales de los astrocitos a la administracién aguda y
repetida de ketamina muestra una distribucion regional en estrecha relacién con el equilibrio
Angll/ Dopamina. En la corteza prefrontal, el receptor AT participa activamente en los cambios
morfoldgicos, a pesar que éstos muestren una respuesta diferente entre IL y PL. Por otro lado, en
estriado dorsal se necesita del bloqueo del receptor AT, para que ocurra un cambio morfologico
frente a la administracion aguda de ketamina. IL: Infra-Limbica. PL: Pre-Limbica

82



Discusion

La administracion de ketamina recrea los equivalentes etolégicos de los signos

conductuales caracteristicos de la esquizofrenia

Ambos protocolos de administracion de ketamina recrearon los signos
caracteristicos de la esquizofrenia, o que esta en concordancia con gran cantidad de
evidencia bibliografica que sostiene que la validez de apariencia como modelo de
esquizofrenia. Es importante destacar que el protocolo de administracion repetida de
ketamina utilizado para esta tesis no se ha publicado previamente, al menos segln nuestro
conocimiento, y el mismo se propuso en base a diferentes fuentes bibliograficas
combinando dosis, periodos de administracion de la droga y libre de drogas, asi como la
dosis y tiempo de administracion de la dosis desafio (Becker et al., 2003; Kandratavicius
et al., 2015; Schumacher et al., 2016).

El incremento de la actividad locomotora es el equivalente etoldgico a los signos
positivos de la esquizofrenia al presentar una raiz comun en la hiperactivacion
dopaminérgica en las vias nigro-estriada/ meso-limbica. La administracién aguda de una
dosis subanestésica de ketamina genera un incremento de la locomocion, tal como
pudimos observar en nuestros resultados, lo que ha sido directamente asociado un
aumento en la liberacion de dopamina en el estriado (Chatterjee et al., 2012; Usun et al.,
2013). Por otro lado, la administracion repetida de ketamina generd sensibilizacion
conductual observada como locomocion exacerbada en respuesta a la dosis desafio de
ketamina, después de 14 dias libre de droga. Nuestros resultados son coherentes con
estudios previos que muestran que esta sensibilizacién conductual es observable hasta
tres semanas después de la Gltima administracion de la droga y se la asociada a cambios
neuroadaptativos, principalmente a una hiperactividad dopaminérgica y serotoninérgica
en el cuerpo estriado (Chatterjee et al., 2012; Yamamoto et al., 2016). En este sentido,
nuestros resultados evidenciaron una hiperactivacion en estriado dorsal, con una
consecuente disminucion de la actividad GABAérgica (ver alteracion del patron de
activacion), que podrian explicar la actividad locomotora exacerbada. En conjunto,
nuestros resultados muestran que la administracion repetida de ketamina recrea las
alteraciones conductuales caracteristicas de la esquizofrenia, asi como las neuroquimicas
subyacentes a estos, reforzando la validez de apariencia y constructo del modelo utilizado

en esta tesis.
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Con respecto a los signos negativos, tanto la administracion aguda como repetida
de ketamina provocaron una marcada asociabilidad y, como hemos mencionado
anteriormente, el analisis de la interaccion social en roedores es un punto critico para la
validacién del modelo de ketamina (Adell et al., 2012). Ademas de la hipo-dopaminergia
cortical, estas alteraciones han sido asociadas a cambios en la neurotransmision
serotoninérgica, lo que explicaria la leve mejora obtenida con antipsicoticos atipicos
(Holuj et al., 2015). En este sentido, se ha descrito que la administracion crénica de
ketamina produce una disminucion de los niveles de serotonina y glicina corticales, a los
que se le ha atribuido los sintomas negativos (Chatterjee et al., 2012). En el mismo
sentido, en nuestros resultados observamos una alteracion en el patrén de activacion en
ambas areas de la corteza prefrontal, particularmente en Infra-Limbica, la cual tiene un
rol preponderante en las conductas motivacionales, evidenciando un proceso
neuroadaptativo a largo plazo que podria ser la base del déficit en la conducta social
observada en condiciones basales. Como un hallazgo interesante, hemos observado que
la administracion de la dosis desafio de ketamina revierte la asociabilidad del grupo
tratado con ketamina sin afectar la actividad social de los otros grupos experimentales.
En linea con este resultado, se ha demostrado que la administracion aguda de dosis
minimas (~15mg/Kg) de ketamina presenta efectos antidepresivos (Garcia et al., 2009).
Estas evidencias sostienen que la administracion repetida de ketamina recrea los signos
negativos de la esquizofrenia a nivel conductual y neuroquimico reforzando la validez
como modelo preclinico, mientras que ponen en evidencia el gran abanico de efectos de
la ketamina, asi como sus posibles aplicaciones terapéuticas dado que estas alteraciones

son compartidas con otras patologias psiquiatricas como la depresion.

Finalmente, referido a los signos cognitivos encontramos que la ketamina posee
efectos diferenciales ya que la administracion aguda impidié la adquisicion de la
memoria; mientras que la administracion de la dosis desafio no generd un impedimento
en la adquisicion fue necesario forzar al sistema mediante la dosis desafio para
desenmascarar el déficit cognitivo a largo plazo. Como mencionamos anteriormente, la
memoria declarativa de los humanos tiene su equivalente etologico en los roedores en el
test de reconocimiento de objetos el cual permite el estudio de la memoria episodica
visual del animal (Meltzer et al., 2013; Nikiforuk et al., 2013). Pudimos observar que la
administracion aguda de ketamina produce un déficit en la adquisicion de la memoria

cuando se lo administra 45 min previo a la familiarizacion, lo que coincide con estudios
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previos que muestran que la administracion de dosis subanestésicas de ketamina produce
dafio en la adquisicion y evocacion de la memoria en humanos y animales (Eldufani et
al., 2018; Pitsikas & Markou, 2014). En este sentido, se ha descrito que la administracion
de ketamina produce déficit en la memoria a corto plazo, generalmente asociado a sus
efectos amnésicos durante la anestesia, y cuando pasa el efecto de ketamina, los procesos
cognitivos regresan a su estado normal (Eldufani et al., 2018). Curiosamente, la
administracion de la dosis desafio no produjo un impedimento en la adquisicion de la
memoria en el grupo control- posiblemente se deba a la dosis-, mientras que
desenmascardé el déficit cognitivo en el grupo tratado con ketamina. La importancia de
estos resultados radica en que, a pesar de no mostrar deficiencias en la memoria en
condiciones basales, un desafio (en este caso farmacologico) fue capaz de impedir los
procesos de aprendizaje en los animales expuestos previamente a la ketamina, lo que
sugiere el desarrollo de cambios neuroadaptativos a largo plazo que alteran el
procesamiento de la informacion y generacion de memoria, incluso tiempo después de la
ultima exposicion a psicotrépico. En un marco clinico, los efectos a largo plazo y/o
generados por la administracion repetida de ketamina, por ejemplo en el marco de
tratamiento para el dolor crénico, ain no han sido esclarecidos (Eldufani et al., 2018;
Niesters et al., 2014). La bibliografia sugiere que la administracion de ketamina induce
déficit en la memoria declarativa en modelos animales, similares a los observados en
pacientes con esquizofrenia (Hauser et al., 2017; Meltzer et al., 2013); sin embargo, fallas
en la memoria espacial, verbal y de trabajo se han visto asociadas a la administracion
aguda de ketamina méas que a un consumo cronico (Cheng et al., 2018; Morgan & Curran,
2006; Newcomer et al., 1999; Rowland et al., 2005). La memoria de reconocimiento, asi
como la memoria verbal a largo plazo, tiene su base en las cortezas retrospineal, perirhinal
y prefrontal (Meltzer et al., 2013); por lo que la alteracion en el reconocimiento de objetos
podria estar estrechamente relacionada a los cambios neuroadaptativos duraderos en
ambas areas de la corteza prefrontal que se ponen en manifiesto como alteraciones en el

patrén de activacion y que hemos discutido anteriormente.
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Figura 41: La sensibilizacion locomotora (signos positivos) generada por la
administracion repetida de ketamina tiene su base en la hiperactivacion dopaminérgica estriatal,
lo que coincide con la hiperactivacion estriatal- acompafiada de una disminucién de la activacién
GABAGérgica- observada en nuestros resultados. La corteza prefrontal Infra-Limbica tiene un rol
clave en la motivacion y estados de animo, por lo que la alteracidn en el patrén de activacion en
esta area podria explicar los cambios en la conducta social promovidas. Finalmente, considerando
gue la corteza prefrontal participa activamente en los procesos cognitivos, podemaos suponer que
el déficit en la memoria declarativa, desenmascarado por la dosis desafio de ketamina, podria
estar estrechamente relacionada a los cambios neuroadaptativos a largo plazo evidenciados en
Pre- e Infra-Limbica. A pesar que la eleccidn de las areas analizadas se basé en bibliografia,
debemos ser conscientes que las mismas no son suficientes para explicar la complejidad cerebral
gue subyace a la conducta de un animal.

Area tegmental ventral

El receptor AT participa de las alteraciones conductuales a largo plazo generadas

por la administracion repetida de ketamina

El receptor AT tiene un rol clave en el desarrollo de neuroadaptaciones generadas
por ketamina, ya que la administracién del candesartdn previno las alteraciones
conductuales a largo plazo; no asi en el efecto agudo de la ketamina. La exposicion
repetida a ketamina produjo cambios neuroadaptativos a largo plazo que pueden
evidenciarse por ese incremento exacerbado de la locomocion en respuesta a una dosis
menor de la droga psicoestimulante, después de un periodo de abstinencia de la droga, lo
que se conoce como sensibilizacién conductual. Antecedentes previos del grupo de

trabajo demostraron que el bloqueo de los receptores AT1 previene el desarrollo de la
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sensibilizacion a anfetaminas. Mas aun, considerando el rol clave del estriado en el
proceso de sensibilizacidn, antecedentes de nuestro grupo de trabajo mostraron que el
bloqgueo ATi local en el estriado impedia la expresion de la sensibilizacion por
anfetaminas. Es importante recalcar que, al igual que lo observado en nuestros resultados,
el bloqueo del AT1 no impide el efecto agudo del psicoestimulante (Paz et al., 2011,
2014).

Resulta interesante que estas alteraciones en la conducta social no se observaron en
los animales que recibieron el antagonista ATi. Previamente se ha demostrado que el
candesartan presenta actividad ansiolitica donde la administracion del farmaco aumenta
el tiempo en brazos abiertos en laberinto en cruz elevada (Saavedra et al., 2005) asi como
también la administracion de Losartan presenta actividad ansiolitica frente a estrés
inducido por nado forzado (Ranjbar et al., 2018). Si bien no existen diferencias entre los
grupos tratados con el candesartan, parece que su accion no alcanza para prevenir en su
totalidad el aislamiento social inducido por la administracion aguda de ketamina. Sin
embargo, observamos que la administracion de candesartan previno el aislamiento social
a largo plazo. De esta manera podemos demostrar que los receptores ATz participan en el
desarrollo de alteraciones neuroquimicas a largo plazo que subyacen a la conducta, y que
las respuestas observadas no se deben a los posibles efectos ansioliticos del candesartan,
dado que han pasado 14 dias desde la ultima administracion del antagonista AT1 y el
mismo no se encuentra en el sistema al momento de la prueba conductual. Por otro lado,
la administracion de la dosis desafio revirtié el aislamiento social inducido por la
administracion repetida de ketamina. Previamente se ha descrito que la administracion de
ketamina induce aislamiento social en dosis subanestésicas, mientras que, en dosis
minimas, presenta un efecto contrario. Como se menciona anteriormente, la
administracion de ketamina en dosis minimas presenta efectos antidepresivos, incluso a
nivel del eje hipotalamo-hipofisario-adrenal (Garcia et al., 2009; Zanos & Gould, 2018).
Esta dualidad dosis dependiente de la ketamina resulta coherente con nuestros resultados
donde el antagonismo del receptor AT1 previene los efectos deletéreos a largo plazo de
ketamina sobre la conducta social, mientras no bloguea sus efectos agudos tipo-

antidepresivo.

Finalmente, en nuestros resultados pudimos corroborar que la administracion del
antagonista AT1 no modifica el efecto agudo de ketamina sobre los procesos cognitivos,

mientras que previene el desarrollo de los cambios neuroadaptativos a largo plazo que
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subyacen a al déficit cognitivo frente a un desafio, en coherencia con las evidencias
encontradas en las otras pruebas conductuales. En este sentido, a pesar que en condiciones
basales no se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales, la
exposicion a una dosis desafio revela el déficit cognitivo en los animales que tratados con
ketamina y que no se observaron en los grupos que recibieron el antagonista del receptor
ATi. Antecedentes previos del grupo de trabajo muestran que el bloqueo de estos
receptores previene las alteraciones cognitivas inducidas por la administracion de
anfetamina (Marchese et al., 2016; Marchese et al., 2020). Interesantemente, se ha
reportado que algunos antipsicoticos atipicos producen una mejora en la velocidad de
procesamiento, la memoria semantica y la declarativa solo en el 25-50% de los pacientes
(Meltzer et al, 2013), lo que refuerza la necesidad de buscar nuevos blancos terapéuticos;

y dados nuestros antecedentes, el receptor AT1 presenta gran potencialidad.
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Conclusion

El receptor AT1 participa en los cambios neuroadaptativos, proinflamatorios/pro-
oxidativos y conductuales a largo plazo generados por la administracion repetida de
ketamina; sin embargo, no participa en las respuestas agudas del antagonista NMDA. Los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis son de gran relevancia dado que no existen
datos en la bibliografia en relacion al rol de los receptores AT1de Angiotensina Il en un
cuadro de desbalance glutamatérgico/dopaminérgico inducido por ketamina, mientras
que aportan evidencias al gran espectro de accién ya descripto para este psicotropico. Con
respecto a esto Ultimo, nuestros resultados sustentan un efecto dual de la ketamina que,
con solo modificar la dosis, duracion del periodo de administracion o de abstinencia,

puede recrear los signos psicoticos de la esquizofrenia o mostrar efectos antidepresivos.

Dado que el modelo preclinico de esquizofrenia utilizado en este trabajo esta
ampliamente validado, nuestro trabajo abre una nueva perspectiva donde los receptores
AT1 podrian considerarse como blanco terapéutico tanto en esta patologia como en
desordenes relacionados. Més aln, teniendo en cuenta la ausencia de una terapéutica
efectiva para el tratamiento de los signos negativos de la esquizofrenia, nuestros
resultados a este respecto son mas que alentadores. En este sentido, disponer de un
abordaje terapéutico integral como el que proporciona la manipulacién del sistema
angiotensinérgico, el cual permite modular la neurotransmisién dopaminérgica,
glutamatérgica y las respuestas neuroinflamatorias, mejorando asi la performance

conductual, es muy prometedor.

Nuestro trabajo, consideramos, abre el camino a nuevos estudios que colaboren
en brindare alivio a los individuos que padecen una patologia invalidante como la

esquizofrenia.
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Figura 42: El blogueo del receptor AT: previene las alteraciones a largo plazo
generadas por la administracion repetida de Ketamina, mientras que carece de impacto en
sus efectos agudos tipo-antidepresivos. La gran versatilidad de la Ketamina permite obtener
efectos completamente opuestos con solo modificar la dosis, duraciéon del periodo de
administracion o de abstinencia.
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