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Resumen

Los procesos moleculares que subyacen la formacion de memorias a largo plazo
involucran la activacion de cascadas de sefializacion que transmiten las sefiales
inducidas por la accion de neurotransmisores en la membrana celular hasta el nucleo,
controlando la respuesta genémica en las neuronas. Esto resulta en la alteracion de la
fuerza de las sinapsis neuronales y en la configuracién de una red neuronal asociada a
la formacién de la memoria. La via de las MAPKs presenta un rol central integrando las
sefiales producidas por los receptores de membrana y los efectores de esta cascada
son factores de transcripcién que inducen la expresidn de genes de expresion inmediata
temprana.

Ante el desafio de ahondar en los mecanismos moleculares que subyacen la
consolidacion de memorias aversivas, con el objetivo de estudiar la modulacién de la
actividad del sistema glucocorticoide por parte del receptor CB1 cannabinoide, resulta
de utilidad el trabajo con modelos in vitro acordes al sistema bioldgico de estudio. En
nuestro caso, el modelo seleccionado fue la linea celular HT22, una linea que expresa
de manera endogena los receptores CB1 y GR y deriva de hipocampo murino. En este
sistema demostramos que la sefializacion del receptor CB1 media el efecto inductor de
la dexametasona sobre el mMRNA de Zif268 a través de un mecanismo que involucra la
inhibicion de la FAAH (hidrolasa de amidas de acidos grasos), una enzima encargada
de hidrolizar el endocannabinoide anandamida (AEA). A partir de estudios en ratones
KO para el receptor CB1 y en concordancia con nuestros resultados in vitro,
determinamos que la expresion del receptor CB1 es necesaria para el efecto inductor
de la dexametasona sobre el mMRNA de Zif268 en el hipocampo murino. Al evaluar el
comportamiento de estos animales también encontramos que la expresiéon del receptor
CBL1 seria necesaria para que la dexametasona aumente la respuesta de evitamiento
inhibitorio en experiencias de aversion moderada. Estos resultados sugieren que el
sistema endocannabinoide (SEC), sefializando a través del receptor CB1, es necesario
para observar los efectos de los glucocorticoides sobre la respuesta de evitamiento
inhibitorio. A partir de los mecanismos descriptos en la linea celular HT22 postulamos
gue la dexametasona facilitaria la respuesta de evitamiento inhibitorio actuando a través
de una activacion indirecta del CB1, que se encontraria mediada por el aumento del
contenido de endocannabinoides en la sinapsis neuronal como consecuencia de un
efecto inhibitorio de los glucocorticoides sobre la actividad de la FAAH.

Por otro lado, también demostramos en la linea celular HT22 que tanto agonistas
(AM356) como antagonistas (AM251) del sistema cannabinoide inducen un aumento en
los niveles del mMRNA de Zif268 a través de un mecanismo que dependeria de la
activacion de ERK. Hasta el momento, el mecanismo de accion propuesto para el SEC
como facilitador de la consolidacion de la memoria involucra sus efectos sobre la
liberacion de neurotransmisores y la modulacion de la actividad GABAérgica. En este
contexto, el presente trabajo provee evidencia hovedosa de que ligandos cannabinoides



sintéticos, actuando a través del receptor CB1, podrian modular la consolidacion de la
memoria, de manera directa, induciendo la transcripcion de Zif268.

Al estudiar el efecto del cotratamiento con AM356 y la dexametasona, encontramos que
estos ligandos presentan una interaccion positiva tanto a nivel del mRNA de Zif268 como
en la respuesta de evitamiento inhibitorio. Si bien ambos ligandos per se aumentarian
los niveles de mensajero de Zif268 mediante un mecanismo que involucraria la
activacion de ERK, el punto de interaccién entre las vias de sefalizacion disparadas por
estos ligandos no se encuentra a nivel de esta kinasa. Por el contrario, el antagonista
del CB1 AM251 inhibe el efecto del este glucocorticoide sobre Zif268 a través de un
mecanismo que se encontraria mediado por la inhibicion de ERK.

Encontrar compuestos que inhiban la consolidacion de la memoria resulta de gran
interés para el tratamiento farmacoldgico preventivo de desérdenes de ansiedad, tales
como el trastorno de estrés post-traumatico (TEPT) y ciertas fobias. Existe evidencia
para postular al condicionamiento clasico como un proceso involucrado en la etiologia y
el mantenimiento de estos desérdenes. Teniendo en cuenta que tanto la activacion de
ERK como la induccién de Zif268 serian necesarias para la consolidacién de memorias
aversivas, y que el cotratamiento con AM251 y dexametasona presenta un efecto
inhibitorio sobre ERK en la linea celular HT22 y sobre Zif268 tanto in vitro como en el
hipocampo murino, proponemos que una terapia combinada con altas dosis de
dexametasona y un analogo del AM251 podria ser de utilidad para el tratamiento
preventivo de trastorno de estrés post-traumético. Este trabajo aporta evidencia
molecular novedosa acerca del rol del SEC, y en particular del receptor CB1, como
mediador de los efectos de los glucocorticoides sobre la consolidacion de memorias
aversivas. Los ensayos realizados permitieron alcanzar los objetivos planteados,
caracterizando la interaccién entre ligandos del receptor CB1 y del GR a nivel conductual
sobre la respuesta de evitamiento inhibitorio, y a nivel molecular sobre la actividad de la
FAAH, la fosforilacion de ERK y la expresion del mensajero de Zif268. Nuestros
resultados ponen de manifiesto la complejidad de los sistemas neuronales y la
necesidad de estudiar las vias de sefalizacién en su conjunto. Conocer cémo las
sefales se integran y se transforman en una respuesta conductual determinada resulta
fundamental para comprender los mecanismos que subyacen la consolidacion de
memorias.



Abreviaturas:

A

2-AG: 2-araquidonilglicerol

AA: &cido araquidonico

ABL: amigdala basolateral

AC: adenilil ciclasa

ACTH: hormona adrenocorticétropa

ADN: acido desoxirribonucleico

AEA: anandamida

AM356: (R)-(+)-metanandamida

AMPc: adenosina 3’,5-monofosfato ciclico
ANOVA: Analisis de la Varianza

B

BSA: seroalbumina bovina

C

CBL1: receptor de cannabinoides tipo 1
CB1-siRNA: RNA de interferencia contra el CB1
CB2: receptor de cannabinoides tipo 2
cGR: GR citosdlico

CORT: corticosterona

COX-2: ciclooxigenasa 2

CRE: elemento de respuesta al AMPc
CRH: hormona liberadora de corticotropina
D

DAG: diacilglicerol

DAGL-a: DAG lipasa a

DEX: dexametasona

DPM: desintegraciones por minuto



E

EC: endocannabinoide

EC50: concentracion efectiva 50

ERK: kinasa regulada por sefiales extracelulares
F

FAAH: hidrolasa de amidas de acidos grasos
G

GBS: genome wide GR binding sites

GC: glucocorticoide

GILZ: glucocorticoid-induced leucine zipper
GPCR: receptor acoplado a proteina G

GR: receptor de glucocorticoides

GRE: elemento de respuesta al GR

H

HATSs: histonas acetil transferasas

HHA: eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal

HPLC-ME: cromatografia liquida de alta eficacia acoplada al método de
espectrometria de masa

hs: horas

I

IEG: gen de expresion inmediata temprana
IMBX: metil-isobutilxantina

J

JNK: kinasa c-Jun N-terminal

K

Kd: constante de disociacion

L

LTP: potenciacion a largo plazo



M

MAGL: monoacilglicerol lipasa

MAPK: proteina kinasa activada por mitégenos
Max: maximo

MGR: GR de membrana

Min: minimo

min: minutos

MR: receptor de mineralocorticoides

MRNA: &cido ribonucleico mensajero

MWM: laberinto acuéatico de Morris

N

NAE: N-acetiletanolamina

NAPE: N-acil-fosfatidiletanolamina
NAPE-PLD: fosfolipasa D especifica de NAPE

NFkB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NGREs elementos de respuesta al GR negativos
NLS: sefiales de localizacién nuclear

NPV: nlcleo paraventricular

O

OEA: oleiletanolamina

P

PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa
PEA: palmitoiletanolamina

PI3K: fosfoinositol 3-kinasa

PKA: proteina quinasa dependiente de AMPc
PKC: proteina quinasa C

R

Racl: Ras-related C3 botulinum toxin sustrato 1



RI: receptor ionotrépico

S

sc-siRNA: RNA de interferencia de secuencia inespecifica
SD: desvio estandar

SEC: sistema endocannabinoide

seg: segundos

SFB: suero fetal bobino

SNC: sistema nervioso central

SNP: sistema nervioso periférico

SRE: elemento de respuesta al suero

SRF: factor de respuesta al suero

T

TGI: tracto gastrointestinal

THC: A-9-tetrahidrocannabinol

TRPV1: receptor de potencial transitorio V1

\%

VGCC: canales de calcio dependientes de voltaje
W

WB: western blot
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El sistema nervioso tiene la capacidad de codificar y guardar los acontecimientos que
transcurren a lo largo de la vida de un individuo y de evocarlos (revivirlos) de manera
voluntaria o involuntaria. El proceso de formacién de un recuerdo permite seleccionar la
informacién que se va a almacenar, de manera tal que no todos los eventos se
almacenan con la misma intensidad. Algunas memorias son débiles y desaparecen
mientras que otras son favorecidas para guardarse a largo término, como por ejemplo,
las experiencias que incluyen un alto contenido emocional. Su almacenaje involucra la
activacion de circuitos neuronales especificos que permiten recordar con facilidad tanto
el hecho acontecido como las sensaciones vividas durante ese momento. En patrticular,
se sabe que tanto el sistema glucocorticoide como el endocannabinoide son reclutados
durante la consolidacion de este tipo de memorias y que ligandos sintéticos de ambos

sistemas son capaces de modular su fuerza.

Los mecanismos moleculares que subyacen la consolidacién de la memoria y su
modulacion no se encuentran completamente dilucidados y son objeto de estudio de la
neurobiologia molecular. En la actualidad, existen diversas teorias y modelos que
intentan explicar este intrincado proceso con el objeto de comprender el funcionamiento
de nuestro sistema nervioso y de echar luz sobre algunas patologias cuya etiologia se
encuentra directamente relacionada con él y que hasta el momento carecen de una

terapia farmacologica eficaz.

1.1. FORMACION DE MEMORIAS A LARGO PLAZO

1.1.1. Aprendizaje y memoria

Los estimulos ambientales continuamente generan cambios en nuestra conducta. Por
ejemplo, al experimentar una situacién negativa o aversiva en un entorno determinado,
la conducta se puede ver modificada para intentar evitar una reexposicion a ese entorno.
A este proceso se lo define como aprendizaje y el mantenimiento de dicha informacién

en el tiempo es lo que llamamos memoria.

Para la ciencia experimental, el aprendizaje es la adquisicibn de una respuesta
conductual alterada debido a un estimulo ambiental, mientras que la memoria es una
representacion interna de dicha informacion adquirida, que se halla codificada espacio-
temporalmente en circuitos neuronales mediante cambios en las propiedades reactivas

de las neuronas [1].
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1.1.2. Memorias a corto y a largo plazo

Casi todas las formas de la memoria pueden ser guardadas a corto y a largo plazo. Con
excepcion de algunos casos, la duracion de la memoria de eventos aprendidos depende
del nimero de veces que un sujeto experimenta un estimulo que modifique su conducta.
Es decir, una Unica repeticién (o un Unico ensayo) puede generar una memoria que dure
solamente unos minutos (corto plazo), mientras que repeticiones multiples del estimulo
pueden dar lugar a la formacion de una memoria que se mantenga desde horas hasta
meses (largo plazo). Como excepcidn al primer caso, se puede mencionar a la memoria
asociativa formada ante situaciones con un alto contenido emocional. Se sabe que, en
estas situaciones, la liberacion de mediadores tales como los glucocorticoides y la
adrenalina, facilitan el almacenaje del recuerdo, permitiendo que una sola repeticién del

evento de lugar a la formacion de una memoria a largo plazo [2].

1.1.3. Lateoriade la consolidacion

La memoria a largo plazo se caracteriza por presentar un periodo conocido como
consolidacion. Esta teoria plantea que la formacion y estabilizacion de la memoria es un
proceso tiempo-dependiente, y que con el tiempo se vuelve estable y menos susceptible
a la disrupcion. Fue propuesta en 1900 por Miiller y Pilzecker, quienes, realizando
estudios en humanos, observaron que generar una distraccion inmediatamente después
de la sesién de entrenamiento puede disrumpir la formacién de memorias a largo plazo,
mientras que este efecto se pierde cuando la distraccién se presenta mucho tiempo
después del entrenamiento [3]. El tiempo durante el cual la consolidacion de la memoria
puede ser disrumpida se denomina “ventana de consolidaciéon” y comienza minutos

después del evento prolongandose por un periodo de 5 o 6 horas.

1.1.4. Creando recuerdos duraderos

Como no todas las experiencias o eventos se guardan a largo plazo, deben existir
procesos a través de los cuales se selecciona la informacién que va a ser almacenada.
La consolidacion de la memoria es un proceso lento, que se puede extender hasta unas
5 0 6 horas y que involucra la inducciéon de segundos mensajeros, la activacion de
kinasas y factores de transcripcion y cambios en la expresion de mRNA y proteinas [4,
5]. Los procesos fisiolégicos activados por una experiencia, como por ejemplo la
activacion del sistema adrenérgico y glucocorticoide ante una situacion de stress, son
los que ponen en marcha estos mecanismos lentos que parecen haber otorgado una

ventaja evolutiva al modular la fuerza de la memoria [2, 6].
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Las emociones estan intimamente vinculadas con la memoria. Numerosas
investigaciones sefialan que los eventos con contenido emocional, positivos o
negativos, se recuerdan en mayor medida que los neutros [7-9] resultando en general
innecesaria la repeticion del estimulo para la formacion de una memoria de largo plazo.
Ahora bien, ¢cuales son los sistemas neurolégicos que se ponen en juego durante la
experimentacion de situaciones con alta carga emocional y que, actuando de manera
orquestada, dan lugar a la formacién de memorias persistentes y de facil evocacion? Si
bien originalmente fueron los estudios en humanos los que dieron lugar a la teoria de la
consolidacion de la memoria, la mayoria de los descubrimientos que versan sobre las
conductas asociadas a la consolidacion de la memoria y los mecanismos moleculares

gue la subyacen surgen a partir del estudio en modelos animales de rata y ratén [10].

1.1.5. Modelos experimentales en el estudio de la modulacion de la
memoria

El estudio de la modulacion de la memoria analiza los sistemas y procesos
neurobioldgicos que definen la intensidad de nuestros recuerdos. Como la memoria no
puede ser directamente observada, debe ser inferida a partir de cambios en la conducta
generados por alguna experiencia. Para caracterizar los sistemas que participan en este
proceso se realizan pruebas de evaluacién conductual en animales. Estas suelen contar
con dos etapas, una de entrenamiento en la cual el animal aprende una nueva respuesta
debido a cambios en el entorno, y una fase de evaluacion en la que se evallua capacidad
del animal de evocar esa respuesta adquirida. Para estudiar el efecto de un farmaco
sobre la consolidacion de la memoria, este se administra inmediatamente después del
entrenamiento para no interferir con la fase de adquisicién. Un farmaco que presente un
efecto facilitador inducira una respuesta exacerbada durante la evaluacion mientras que
un animal tratado con un agente disruptor vera disminuida su respuesta. Se utilizan
agonistas, antagonistas o0 agonistas inversos de los receptores que forman parte de los
sistemas de neurotransmision para caracterizar el rol de cada uno de ellos en este

proceso.

Los paradigmas de condicionamiento clasico Pavloviano son ampliamente utilizados
para estudiar la modulacion de la memoria. En la década de 1890, el fildsofo ruso Ivan
Pavlov desarroll6 uno de los experimentos mas conocidos del aprendizaje asociativo.
Durante sus estudios con perros observé como salivaban (respuesta incondicionada -
RI) tras ver comida (estimulo incondicionado - El). Entonces decidié hacer sonar un
estimulo neutro como una campana (estimulo condicionado - EC) cuando presentaba la

comida a los animales. El resultado fue que los perros comenzaban a salivar al escuchar
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este instrumento (respuesta condicionada - RC) (Fig. 1.1). Este tipo de aprendizaje
otorga una gran ventaja evolutiva ya que permite prever recursos y peligros que pueden

poner en juego la supervivencia del individuo.

Entrenamiento Ensayo

EC . E| R| Consolidacion EC RC

| f

Figura 1.1: Esquema del aprendizaje asociativo. En los aprendizajes asociativos clasicos suele

asociarse un estimulo neutro (Estimulo condicionado, EC) con un estimulo que genera una
respuesta en el animal (Estimulo incondicionado, El). Luego de varias presentaciones de ambos
estimulos (EC-EI) el EC puede pasar a evocar la respuesta antes generada por el El sin su

presencia y se llama ahora a esta respuesta, respuesta condicionada (RC).

1.1.6. Prueba de evitamiento inhibitorio

Entre las pruebas de evaluacién conductual que responden a este paradigma, el de
evitamiento inhibitorio es ampliamente utilizado para estudiar el efecto de farmacos
sobre la consolidacion de memorias asociativas. Su popularidad radica en la formacién
de memorias robustas y de largo plazo tras la aplicacion de un unico par EC-El y en que

permite discriminar los efectos de los farmacos sobre las distintas fases de la memoria.

El dispositivo utilizado es una caja separada en dos compartimentos, uno iluminado y
otro oscuro, con libre circulaciéon de uno al otro. Durante la fase de entrenamiento, el
animal aprende a asociar un contexto particular (compartimento oscuro del aparato) con
la ocurrencia de un evento aversivo (aplicacién de un shock eléctrico). Al ser colocado
en el compartimento iluminado, la conducta innata del ratén es ir hacia el oscuro.
Cuando esto ocurre, se cierra dicho compartimento y se le aplica un shock eléctrico. Si
logra adquirir, consolidar y evocar esta asociacion, el dia del testeo inhibir4d su
comportamiento innato y evitara ir a ese sector (Fig. 1.2). La respuesta medida (tiempo

de latencia) es el tiempo que tarda el animal en ingresar al compartimento oscuro.

Para evaluar el efecto de los farmacos sobre la respuesta de evitamiento inhibitorio,
estos se administran inmediatamente después de sacar al animal del aparato luego del
entrenamiento. Un farmaco que aumenta la respuesta de evitamiento inhibitorio, es
decir, que durante la evaluacion incrementa la latencia de los animales para ingresar al
compartimento oscuro, presentaria un efecto facilitador sobre la consolidacion de la
memoria asociativa. Por el contrario, se considera que un farmaco es disruptor de la
consolidacion de la memoria si disminuye la latencia de los animales en la sesion de

evaluacion. Es necesario discriminar los efectos de los farmacos sobre las etapas de

5
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consolidaciéon y evocacion debido a que éstos, dependiendo de su farmacocinética,
pueden encontrase todavia en circulaciéon durante la sesién de evaluacién. Para ello, se
compara el efecto de la administracién de los ligandos 8 hs post-entrenamiento sobre la
respuesta de evitamiento inhibitorio con de la administracién post-entrenamiento. De
esta manera, se han encontrado que diversos sistemas son capaces de modular la
formacion de memorias. Por ejemplo, la administracion de corticosterona, el principal
glucocorticoide en la rata, en el cuerpo estriado y en el hipocampo inmediatamente
después de la sesion de entrenamiento, aumenta la respuesta de evitamiento inhibitorio

de manera dosis-dependiente [11].

Entrenamiento Evaluacion

EC: compartimentooscuro  Rl: escape del shock eléctrico
El: shock eléctrico RC: evitacion del compartimento oscuro

Figura 1.2. Representacion esquemaética de la prueba de evitamiento inhibitorio.

La infusion intra-cerebral de agentes amnésicos en determinadas areas del cerebro
durante la “ventana de consolidacion”, ha permitido identificar algunas regiones
involucradas en la consolidacion de la memoria. En la prueba de evitamiento inhibitorio
se ha descripto que la regiébn CA1 del hipocampo, la amigdala basolateral (ABL) y la
corteza prefrontal medial resultan esenciales para este proceso [12-14]. Si bien las
conexiones anatdmicas entre estas regiones han sido estudiadas, aln se desconoce el
orden de sefializacion, resultando demasiado especulativa la esquematizacién de un

circuito neuronal [15].

1.2. MECANISMOS MOLECULARES QUE SUBYACEN LA CONSOLIDACION DE
LA MEMORIA

1.2.1. Lasintesis de proteinas es necesaria paralaformacion de memorias
alargo plazo

Mientras que la memoria a corto plazo esta mediada por modificaciones covalentes de
proteinas pre-existentes, la consolidacion de memorias a largo plazo involucra la

sintesis de mMRNA y proteinas nuevas que transforman cambios sinapticos temporarios
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en modificaciones permanentes [16]. Inhibidores de la sintesis de RNA y de proteinas
administrados durante la “ventana de consolidaciéon” bloguean la formacién de
memorias a largo plazo [5, 17], mientras que su administraciébn una vez que se ha

establecido la memoria carece de efecto [18].

Asi como el uso de inhibidores de la sintesis de RNA y de proteinas bloquea la
consolidacion de la memoria, se ha descripto que la delecién genética de genes
especificos también produce el mismo efecto. Ratones que presentan una delecion de
los genes que codifican para la quinasa regulada por el complejo Ca?*/Calmodulina IV
o CaMKIlV [19], o para los factores de transcripcion CREB [20], Zif268 [21] o c-rel [22]

presentan déficits en la expresién de memorias a largo plazo.

De manera complementaria, existen numerosos trabajos que demuestran que durante
la formacién de memorias a largo plazo dependientes del hipocampo incrementan los
niveles de mRNA de ciertos genes de expresién inmediata temprana o IEGs (sigla que
deriva de su nombre en inglés immediate early genes) Zif268 [23], Arc [24], fos y jun
[25]. Arc es una proteina efectora asociada al citoesqueleto y luego de la transcripciéon
su mRNA es rapidamente transportado a las dendritas. La proteina c-fos se utiliza como
marcador de actividad neuronal [26] y junto con c-jun forma parte del factor de
transcripcion heterodimérico AP-1. Como hemos mencionado, Zif268 también es un
factor de transcripcion y, al igual que los otros IEGs, su expresion puede ser
rapidamente inducida. Como se detallara mas adelante, hasta el momento no se han
identificado los genes blancos de estos factores de transcripcién involucrados en la

formacion de memorias a largo plazo.

1.2.2. Vias de sefializacion implicadas en la consolidacién de la memoria

El mecanismo molecular que regula la expresién de estos genes es un proceso complejo
que consta de multiples etapas. La memoria de largo plazo se caracteriza por presentar
un incremento prolongado en los niveles de segundos mensajeros tras la
despolarizacion de la membrana neuronal y la liberacion de neurotransmisores que
induce la activacion de kinasas. Estas a su vez modulan la actividad de factores de

transcripcion que regulan la transcripcion de IEGs.

El incremento sostenido en los niveles de segundos mensajeros es un paso
caracteristico de la formacion de memorias a largo plazo. Entre ellos, el AMPc cumple
un rol primordial sobre los cambios en la expresion génica, y la via AMPc/PKA/CREB

activada por los receptores NMDA ha sido ampliamente caracterizada en la
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consolidacion de la memoria [27-29]. El influjo del Ca?* tras la activaciéon de los
receptores de NMDA incrementa la produccion de AMPc mediante la accion de la
calmodulina sobre la adenilil ciclasa [30]. EI AMPc activa a la PKA y esta a su vez activa
al factor de transcripcién CREB [31]. La sefializacidn de receptores acoplados a proteina
G (GPCRs) tras la union a otros neurotransmisores como la dopamina, también puede

inducir un aumento sostenido en los niveles de AMPc.

Por otro lado, la via de las MAP kinasas o via MAPK (de su nhombre en inglés Mitogen-
Activated Protein Kinases) también presenta un rol primordial en la formacién de
memorias a largo plazo al integrar las sefales inducidas por la activacion de multiples
receptores neuronales. La sefializacion de receptores metabotrépicos de glutamato [32],
receptores de endocannabinoides de tipo 1 [33], receptores muscarinicos de
acetilcolina, receptores de dopamina [34], y receptores de serotonina [35] inducen la
activacion de ERK (kinasa regulada por sefales extracelulares) en neuronas y
particularmente en el hipocampo. La respuesta cruzada entre estos receptores estaria
mediada por la activacion de kinasas moduladas por segundos mensajeros como la PKA
y la PKC, las cuales a su vez fosforilarian intermediaros de la via MAPK, tales como
Ras, Raf-1, Rapl, y B-Raf [36]. De esta manera, la via de la MAPK se postula como un
integrador en donde convergen las sefiales desencadenadas por los receptores de

neurotransmisores en las neuronas (Fig. 1.3).

GPCRacopladoa G, 0 G, GPCRacopladoa G,

I| I|I

B-® - @-®
\ /
A B-Raf

PKA \ /

MEK

Efectores
Figura 1.3: Vias de transduccion de sefiales que regularian la activacion de las MAPKs en las

neuronas. Esta cascada de sefalizacion resulta critica para la formacién de memorias

dependientes del hipocampo y se postula que este sistema integrador no solo suma las sefiales

8
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gue recibe, sino que también podria originar respuestas sinérgicas. Esquema adaptado de

Mechanisms of Memory de J. David Sweatt, Segunda Edicion [10].

Una vez fosforilado, el producto de la activacion de MEK, ERK doblemente fosforilada
(PPERK), transloca al nucleo. La presencia de ppERK en el nicleo esta acoplada a la
fosforilacion del factor de transcripcion CREB en la serina 133 mediada por la activacion
de las kinasas RSK2 y MSK1. Esta fosforilacion recluta a la proteina de union a CREB,
CBP, al complejo de iniciacién promoviendo el inicio de la transcripcién [37]. La habilidad
de CREB de patrticipar en la consolidacién de la memoria es consistente con su rol
aparente en la regulacion de genes involucrados en la neurotransmisién y en la
memoria. Genes tales como los que codifican para el receptor f1-adrenergico, la tirosin
hidroxilasa, la dopamina [-hidroxilasa, Zif268 y el receptor de glucocorticoides

presentan elementos de respuesta al AMPc (CRE) en sus regiones promotoras [38].

La activacion y translocacion al nucleo de ERK también puede dar lugar a la activaciéon
de otros factores de transcripcion aparte de CREB, tales como Elk1l. Durante la
consolidacion, Elk1 es fosforilado en multiples sitios por ERK y coopera con el factor de
respuesta al suero (SRF por su nombre en inglés) para inducir la transcripcion de genes
controlados por el elemento de respuesta al suero, SRE. Se sabe que, durante la
consolidacién de la memoria, la expresién del factor de transcripcién Zif268 es inducida
a través de la via de sefalizacion ERK/EIK1/SRE [39]. Las vias de sefalizacion
descriptas se encuentran esquematizadas en la Fig 1.4. A continuacién, describiremos
el rol de esta proteina que resulta clave para la formacion de memorias de largo plazo
dependientes del hipocampo y cuya transcripcién se encuentra regulada por el receptor

de glucocorticoides.
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Figura 1.4: La formacién de memorias a largo plazo involucra una secuencia de mecanismos
celulares que incluyen: activacion de GPCRs y receptores ionotropicos (RI) por
neurotransmisores; incremento de los niveles intracelulares de segundos mensajeros como el
AMPc y el Ca?*; la activacion de kinasas como PKA, ERK, MSK1 y RSK2; la activacién de
factores de transcripcion como CREB y Elk1 y la transcripcién de genes de expresién temprana

como Zif268, entre otros.

1.2.3. El rol de Zif268 en la consolidacién de la memoria

Un paso crucial en la respuesta genémica de las neuronas es la expresion de genes de
expresion inmediata temprana o IEGs (de su nombre en inglés immediate early genes)
que codifican factores de transcripcidbn que regulan la expresion de numerosos
efectores. Entre ellos se encuentra Zif268 (también conocido como Egrl, Krox-24,
NGF1-A, TIS8 y Zenk), un factor que pertenece a la familia de proteinas de respuesta
temprana al crecimiento. En su dominio de unién al ADN presenta tres secuencias de
dedos de Zinc que le permiten regular la transcripcion de otros genes. Tiene una elevada
expresion basal en cerebro, principalmente en areas de la neocorteza, hipocampo,

amigdala, estriado y talamo [40].

El concepto de que Zif268 pueda tener un rol importante en la plasticidad sinaptica se
remonta a 1990, cuando se descubrié que tras la induccién de la potenciacién a largo
plazo o LTP (por su nombre en inglés long term potentiation) se induce una rpida y
robusta transcripcion de Zif268 en el giro dentado del hipocampo, observdndose un

aumento significativo en sus niveles de mRNA a partir de los 15 minutos de estimulacion

10
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[23, 41]. EILTP se define como un aumento duradero en la comunicacion sinaptica entre
dos neuronas como consecuencia de una estimulacion eléctrica de alta frecuencia, y se
postula como uno de los mecanismos celulares que subyacen la formacion de la

memoria.

La expresion de Zif268 no solo es necesaria para el fenébmeno de LTP, sino también
para la consolidacion de distintos tipos de memoria. Se ha demostrado que Zif268
presenta un rol critico en la consolidacion de la memoria evaluada en las pruebas de
reconocimiento novedoso de objetos [42], el laberinto acuatico de Morris [43], el
condicionamiento de miedo [44], y evitamiento inhibitorio [4] a través de la evaluacion
conductual de ratones knock out de Zif268 o de la infusion intracraneal de secuencias

antisentido contra su mRNA.

Hasta el momento, se han identificado algunos genes blanco de Zif268 en asociacion
con los procesos de plasticidad neuronal o de consolidacién de la memoria, tales como

los genes que codifican para sinapsina | [45] y para la glutamato dehidrogenasa [46].

1.3. EL SISTEMA GLUCOCORTICOIDE Y SU ROL EN LA CONSOLIDACION DE
LA MEMORIA

1.3.1. Glucocorticoides enddgenos y ligandos sintéticos

La sintesis y secrecion de los glucocorticoides (GCs) se encuentra regulada por la
hormona ACTH, la cual a su vez es regulada por la CRH en lo que se conoce como el
eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA). Este eje, que involucra al hipotadlamo, a la
glandula hipdfisis y a la corteza adrenal junto con el sistema simpatico, conecta el
cerebro con la periferia. En el hipotdlamo, las neuronas hipofisiotropicas reciben
inervacion central y en respuesta liberan CRH a la circulacion portal-hipofisaria, la cual
al unirse a sus receptores en las células corticotrépicas de la hipofisis anterior, estimula
la sintesis y liberacion de ACTH por parte de las mismas. El eje se completa con la

secrecion de glucocorticoides en respuesta a la liberacion de ACTH [47].

Los principales glucocorticoides enddgenos son el cortisol (hidrocortisona) y la
corticosterona. La mayoria de los mamiferos producen ambos esteroides, sin embargo,
las proporciones en que se producen varian entre especies. El cortisol es el
glucocorticoide predominante en humanos mientras que en roedores se produce
principalmente la corticosterona. El cortisol muestra actividad tanto glucocorticoide

como mineralocorticoide cuando se administra en altas dosis. Esto se debe a que el
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receptor de mineralocorticoides (MR) presenta mayor afinidad por el cortisol y la
corticosterona (Kd entre 0,5 y 2 nM) que el receptor de glucocorticoides (GR) (Kd entre
10 y 20 nM) [48]. Pequefias modificaciones en la estructura de estos esteroides
modifican la relacién entre la actividad glucocorticoide y mineralocorticoide de los
compuestos. Esta propiedad se ha utilizado para el disefio de analogos sintéticos que
presenten baja afinidad por el MR en pos de disminuir los efectos mineralocorticoides
indeseados en las terapias farmacoldgicas. Tal es el caso del glucocorticoide sintético
dexametasona, ampliamente utilizado en la clinica para el tratamiento de des6rdenes

de origen inflamatorio [49].

1.3.2. El receptor a glucocorticoides

El GR pertenece a la superfamilia de receptores nucleares, mas especificamente a la
familia de receptores de esteroides. Hasta el momento se han descripto dos isoformas
principales por splicing alternativo: GRa, de 97kDa y el GRp, de 94kDa, siendo GRa la
isoforma responsable de la mayoria de los efectos genémicos de los GC [50].
Adicionalmente, para el GRa se han descripto ocho isoformas correspondientes a ocho

diferentes sitios de iniciacién de la traduccién [51].

El GRa estructuralmente posee tres dominios principales: un dominio N-terminal de
activacion independiente del ligando, un dominio central de unién al ADN y un dominio
C-terminal de unién al ligando. Entre estos dos ultimos dominios, el GR presenta dos

sefales de localizacion nuclear (NLS).

El dominio N-terminal contiene la regién de activacion de la transcripcién (AF-1)
necesaria para una maxima actividad transcripcional del receptor. Esta regién actia
uniendo cofactores asi como también posee aminoacidos susceptibles de ser

fosforilados, que intervienen en la modulacion postraduccional del receptor.

El dominio de unién al ADN contiene dos grupos de cuatro cisteinas cada una de las
cuales coordina un a&tomo de Zn?*. A través de este dominio, el GR se une a secuencias
especificas del ADN denominadas elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE).
La secuencia consenso GRE consiste en una secuencia palindrémica conformada por
dos regiones de 6 nucledtidos conservados, separados por 3 bases no conservadas:
TGTTCTnnnAGAACA.

El dominio de unién al ligando contiene tres regiones principales: el bolsillo de union al

ligando, la region AF-2 y la region de dimerizacion.
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1.3.3. Distribucién del GR

El GR presenta una expresion ubicua, ejerciendo numerosas funciones en todo el
organismo. En el cerebro de rata, las regiones con mayor densidad del GR son la corteza
cerebral, la corteza olfatoria, la amigdala, el tAlamo dorsal, el hipotalamo, el cuerpo
trapezoide y el hipocampo, entre otras [52]. En tejidos postmortem de hipocampos
humanos también se hallaron niveles abundantes de GR, principalmente en las regiones

CAy en el giro dentado [53].

1.3.4. Sefializacion gendémica del GR

La union de los GC al GR dispara tanto efectos genémicos como no-genémicos. Entre
los primeros, el receptor actia como factor de transcripcién per se, o como regulador de
diversos factores de transcripcion modificando los niveles de mRNA de determinados

genes.

En ausencia de su ligando, el GR presenta una localizacion citoplasmatica, formando
un complejo con hsp90, hsp70, p23 y con las inmunofilinas de alto peso molecular
FKBP51 y FKBP52, entre otras proteinas [54]. Este complejo bloguea la secuencia de
localizacion nuclear del GR, inhibiendo de esta manera su translocacion al ntcleo. Tras
la unién de los GC al GR, este sufre una serie de cambios conformacionales y
modificaciones postraduccionales que determinaran su actividad. Por ejemplo, la
fosforilacion del GR en la serina 211 por la p38 MAPK es necesaria para una maxima
respuesta de transactivacion, mientras que la fosforilacién de serinas ubicadas en las
posiciones 203 y 404 han sido asociadas con una inhibicién de la sefializacion del GR
[55]. Las modificaciones postraduccionales inducen un cambio alostérico en el GR,
permitiendo la exposicion del NLS y su consecuente translocacion al nicleo. La
disociacién del GR con el complejo de chaperonas no seria necesaria para su transporte
[56].

El GR puede ejercer sus efectos gendmicos ya sea por union directa al ADN a través de
secuencias GRE, por interaccibn con otros factores de transcripcion, o bien por
combinacién de ambos procesos. Como resultado, la transcripcion de genes puede
verse aumentada (fendbmeno conocido como transactivacion) o bien disminuida
(fendbmeno conocido como transrepresion). Estos mecanismos se encuentran

esquematizados en la figura 1.5.
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En la actualidad, el modelo mas aceptado de transactivacion involucra la dimerizacién
del GR tras su union al sitio GRE. Esta interaccion induciria un cambio conformacional
en el GR que reclutaria a diversos cofactores, tales como las histonas acetil transferasas
(HATs) y C/EBP, encargadas de facilitar la expresién génica modificando el estado de
relajacion de la cromatina [57]. La secuencia del gen regulado determina el tipo de
dimero formado y los cofactores que seran reclutados [58]. Sin embargo, también se ha
descripto que el GR en su estado monomérico es capaz de unirse directamente al ADN

y modular la transcripcion génica [59].

La unién del GR al ADN no solo participa de la transactivacién, sino que es capaz de
suprimir la expresion génica al interactuar con elementos de respuesta al GR negativos
(nGRESs). La unién del GR a estos elementos induce la formacién de complejos
represores a través de la asociacion con co-represores y HDACs [60]. De esta manera,

la unién directa del GR al ADN también puede mediar un fenémeno de transrepresion.

Otro mecanismo gendmico relevante involucra la interaccion proteina-proteina entre el
GR en su estado monomérico y otros factores de transcripcion. EI GR es capaz de
interactuar con otros factores de transcripciébn antes de que estos se unan a sus
elementos de respuesta en el ADN. Este es el caso del factor de transcripcion nuclear
kKB (NF-kB), con quien la interaccién se puede dar tanto en el citoplasma, inhibiendo su
translocacion al nucleo, como en el nucleo, inhibiendo su unién al ADN [61]. El GR
también puede actuar sobre factores de transcripcion que ya se encuentren unidos al
ADN, tales como NF-kB, AP-1, STATs, Oct y NF-1 entre otros [62].

La habilidad del GR para asociarse a diferentes cofactores es especifica del tipo celular
y del contexto del promotor, lo cual probablemente explique la variabilidad de la
respuesta a los GC entre tipos celulares y estados metabdlicos [63]. La complejidad de
estos mecanismos en el SNC parece ser todavia mayor. Estudios realizados en la linea
celular PC12 permitieron identificar los sitios de unién del GR al ADN (GBS por su
nombre en inglés genome-wide GR-binding sites) en un contexto neuronal. La mayoria
de los GBS identificados resultaron novedosos y especificos para esta linea celular,
presentando solo el 7% y el 11% de superposicion con las lineas celulares A549 y 3T3-
L1 respectivamente. Alrededor de la mitad de los GBS hallados carecen de GRE,
encontrandose la unién probablemente mediada por la interaccion con otros factores de
transcripcion unidos a sus elementos de respuesta. Mientras que los GBS que contienen
GRE se asociaron a genes que regulan las funciones celulares generales, los GBS sin

GRE se ubicaron principalmente cerca de genes involucrados en la funciéon neuronal,
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tales como la excitabilidad neuronal, la formacion de proyecciones axonicas y la

liberacion de neurotransmisores [64].

1.3.5. Sefalizacién no-gendémica del GR

El amplio espectro de accién de los glucocorticoides no puede ser explicado en su
totalidad por sus efectos genémicos, postulandose de esta manera que también actian
a través otros mecanismos. Por ejemplo, se ha reportado que la dexametasona es capaz
de inhibir la sintesis de &cido araquidonico (AA) mediada por cPLA2 (PLA2 citosdlica).
Este es un efecto rapido, dependiente del GR (sensible al tratamiento con RU486) e
independiente de la transcripcion (insensible al tratamiento con actinomicina) [65]. Losel
y Wehling definieron los efectos no-gendmicos como cualquier accion que induzca
efectos rapidos como la activacion de vias de transduccién de sefiales sin afectar inicial
o directamente la expresion génica [66]. Estas respuestas no se ven alteradas por
inhibidores de la transcripcion o de la sintesis proteica, y pueden involucrar la union del
ligando a un receptor de membrana. En el caso de los GCs, estos efectos no-gendmicos

se encontrarian mediados por tres mecanismos:

- Interacciones inespecificas con la membrana celular. Se postula que los GCs, al
disolverse en la membrana plasméatica, modifican sus propiedades
fisicoguimicas modulando la actividad de proteinas de membrana, resultando en
la inhibicion de la entrada de Na* y Ca?* a la célula [67].

- Interacciones especificas con el receptor de glucocorticoides citosoélico (cGR)
[68].

- Interacciones especificas con un receptor de glucocorticoides de membrana
(mGR). Este receptor cruza con el anticuerpo disefiado contra GRa [69], y seria
una forma palmitoilada del receptor citosoélico. Esta modificacion postraduccional

promoveria su translocacion a membrana [70].

Se ha descripto que la unién de los GCs a sus receptores puede modular numerosas
vias de sefializacion, dependiendo del modelo celular en estudio. En células
neuroendécrinas del NPV (ndcleo paraventricular), la dexametasona aumenta la
concentracion de endocannabinoides en la sinapsis neuronal mediante la activacion de
la via Gas-AMPc-PKA [71]. También se ha reportado la activacion rapida de la via de
las MAPKSs tanto en células inmortalizadas como en neuronas hipocampales [72, 73].
En el hipocampo murino y en la linea celular AtT20, el tratamiento con corticosterona
aumenta los niveles de fosforilacion de ERK1/2 [74] y se postula que la activacion de

esta kinasa estaria involucrada en los efectos del estrés sobre la consolidacion de
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memarias con un alto contenido emocional. En la figura 1.5 se resumen los mecanismos

gendmicos y no-gendémicos descriptos para el GR.

—
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- Aumento de segundos
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Efectos no-gendmicos Efectos genédmicos

Figura 1.5: Vias de sefalizacion del GR gendmicas y no genémicas. Los GC pueden generar
respuestas rapidas no-genémicas a través de la interaccion directa con la membrana plasmatica,
por la unién al GR citosoélico o por la unién al GR localizado en membrana. Estos efectos
involucran cambios en las corrientes transmembrana, el aumento de la produccion de segundos
mensajeros como el AMPc y el Ca?* y la activacion de kinasas como ERK, PKA, PKC, JNK y Akt.
Los efectos gendmicos de los GC estdn mediados por su union al GR citosoélico y su posterior

translocacion al nucleo.

1.3.6. Rol del sistema glucocorticoide en la consolidacién de la memoria

Durante las situaciones de gran contenido emocional se liberan hormonas adrenales,
tales como la adrenalina, la noradrenalina y los glucocorticoides, lo cual genera una
activacion del estado de alerta. La acciéon de estas hormonas es una de las claves para
comprender la relacion entre la memoria y las emociones, ya que las ultimas modulan
selectivamente la memoria de eventos que son emocionalmente significativos [6, 14,
75].

El sistema glucocorticoide media los efectos moduladores del stress sobre la
consolidacion y la recuperacién de la memoria [76]. Ante un evento traumatico, la
activacion del eje HHA resulta en la liberacion de glucocorticoides de la corteza adrenal.
Sus efectos sobre la memoria varian en funcion del tipo de memoria y de la fase

evaluada, y suelen presentar una dosis-dependencia con forma de U invertida [8, 77].
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Si bien se ha descripto que niveles elevados de glucocorticoides tienen efectos
deletéreos sobre la recuperacion de informacion previamente adquirida [76, 78, 79],
numerosos trabajos demuestran que presentan un efecto facilitador dosis y tiempo-
dependiente sobre la consolidacion de memorias asociativas cuando es administrado
inmediatamente después de la sesién de entrenamiento [80, 81]. En la prueba de
evitamiento inhibitorio, el tratamiento sistémico con dosis de dexametasona de 0,3y 2
mg/kg post-entrenamiento facilita la consolidacion, mientras que una dosis mayor (3

mg/kg) carece de efecto [6].

Los corticoides son altamente lipofilicos y al ser liberados atraviesan la barrera
hematoencefalica y se unen a sus receptores citoplasmaticos, el MR, de alta afinidad, y
el GR, de baja afinidad. Sus efectos sobre la memoria parecen estar relacionados con
la activacion selectiva del GR, ya que el bloqueo farmacoldgico del GR, pero no del MR,

afecta la consolidacion de la memoria [82, 83].

Los mecanismos moleculares que median el efecto facilitador de los glucocorticoides
sobre la consolidacion de la memoria no se encuentran completamente dilucidados. Se
postula que este sistema, actuando a través de mecanismos genémicos y no
gendmicos, podria modular la sefializacion de diversos receptores de membrana que
participan de la formacion de la memoria, tales como el receptor f2-adrenérgico [8], el
receptor de cannabinoides tipo 1, CB1 [84] y el NMDA [85].

1.3.7. Mecanismos moleculares implicados en los efectos de los GCs
sobre la consolidacion de la memoria asociativa

Ensayos realizados en ratones y en lineas celulares mostraron que la corticosterona,
actuando a través del GR, activa la via de las MAPKs y aumenta la expresion de Zif268.
Tras la administracion de GC en la linea celular AtT20 se observé un incremento en los
niveles de expresion de Ras, Raf-1, pERK1/2 y Zif268. Los mismos resultados se
obtuvieron al inducir de forma transitoria la expresion de una forma constitutivamente
activa del GR en células CHO. En neuronas de hipocampo murino, la delecién genética
del GR disminuye la expresion basal de Ras, Raf-1, ERK1/2 y Zif268 y también inhibe
el incremento de estas proteinas inducido por estrés. En paralelo, la inhibicién
farmacologica de la via de las MAPKs en el hipocampo bloquea el efecto facilitador de
los GCs sobre la consolidacion evaluada en la prueba de condicionamiento de miedo.
Estos resultados proveen un mecanismo molecular para los efectos de los GCs sobre

la consolidaciéon de memorias condicionadas con alto contenido emocional, en dénde la
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via de las MAPKs y el gen regulado rio abajo, Zif268, serian sus sustratos moleculares
[74].

A partir de ensayos de co-inmunoprecipitacion, se ha encontrado recientemente que el
GR interfiere positivamente con la via de sefalizacion NMDA-R/ERK1/2/MSK1/2-ELK1,
induciendo la fosforilacion de los factores de transcripcion MSK1/2 y EIk1 a través de
una interaccioén proteina-proteina con pERK1/2. La respuesta cruzada entre ambos
sistemas resultaria necesaria para inducir la marca epigenética requerida para la
transcripcion de Zif268. Esta secuencia de eventos se dispara durante la consolidacion
de memorias evaluadas en diversos ensayos conductuales tales como el laberinto
acuatico de Morris o MWM (por sus nombre en inglés Morris Water Maze),
condicionamiento de miedo y reconocimiento novedoso de objetos [86] y se encuentra

esquematizada en la figura 1.6.

Estrés psicologico (NF, RON, MWM, MC)

/ \ Neurona granulosa
Corticosterona Glutamato del giro dentado

Citoplasma /

Ntcleo {Eﬁ“
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MSK1 CElk-1)
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/ Transcripcion génica
: < : (Zif26ﬁ, c-Fos)
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condensada abierta Consolidacion de
memorias asociadas
a eventos

Figura 1.6: Vias de sefalizacidon activadas en neuronas del giro dentado que inducen la
transcripcion de genes involucrados en la consolidacibn de memorias asociativas con alto
componente emocional. Los eventos estresantes evocan la activacion concomitante del GR y de
la via NMDAR-ERK-MAPK. La activacién simultdnea del ERK1/2 y del GR y su subsecuente
interaccion facilita la habilidad de pERK1/2 de fosforilar MSK1/2 y Elk1. La activaciéon de las
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kinasas nucleares origina una remodelacion de la cromatina permitiendo la transcripcion de IEGs
como c-fos y Zif268 (también conocido como Egrl). NF: prueba de nado forzado. RON: prueba
de reconocimiento de objetos novedosos, MWM: laberinto acuatico de Morris. MC: prueba de

condicionamiento de miedo. (Esquema adaptado de Reul 2014)

1.4. EL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

1.4.1. Ligandos cannabinoides

El sistema endocannabinoide (SEC) es un sistema de sefializacion que participa en una
gran variedad de eventos fisioldégicos. Sus principales componentes son los
endocannabinoides (EC), las enzimas de sintesis y degradacion de los mismos, y sus
receptores especificos [87].

Los cannabinoides son compuestos lipidicos pertenecientes al grupo de los
terpenofenoles. En 1964 se aisl6 e identifico al A-9-tetrahidrocannabinol (THC), principal
compuesto psicoactivo de la planta Cannabis sativa [88]. Debido a la naturaleza lipofilica
de estos compuestos, en un principio se pensaba que ejercian sus efectos
inespecificamente, interactuando con la membrana celular.

El SNC también es capaz de sintetizar cannabinoides a demanda, y a éstos se los
denomina endocannabinoides (EC) debido que pueden ser fabricados de manera
enddgena. La identificacion de los receptores cannabinoides permitié descubrir en 1992
la existencia de uno de sus agonistas enddgenos, la N-araquidoniletanolamina, también
conocida como anandamida (AEA) [89]. El hecho de que la AEA no es capaz de
reproducir completamente los efectos inducidos por el THC llevé al descubrimiento de
otro endocannabinoide, el acido 2-araquidonilglicerol (2-AG) [90]. La mayoria de los
estudios del SEC se centran en estos ligandos, a pesar de la existencia de derivados
del acido araquidonico que presentan efectos similares [91]. Los EC son mediadores
lipidicos que incluyen amidas, ésteres y éteres de acidos grasos de cadena larga poli-
insaturada [92].

Los efectos fisiolégicos de estos compuestos son muy diversos. Entre ellos podemos
mencionar la hipotermia, la vasodilatacion y la anti-inflamaciéon a nivel de SNC [93].
También estarian implicados en procesos patolégicos como la obesidad, el cancer, la

esquizofrenia y la esclerosis multiple [94].

1.4.2. Metabolismo de los endocannabinoides

Si bien la AEA y el 2-AG son producidos a demanda en respuesta al incremento en la
concentracion intracelular de Ca?* [95], no comparten las vias metabdlicas de sintesis y

degradacion.
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La AEA se sintetiza a partir de la N-acil-fosfatidiletanolamina (NAPE) mediante una
reaccién catalizada por la fosfolipasa D especifica de NAPE (NAPE-PLD) o a través de
rutas que no involucran a esta enzima [94]. Por otro lado, el 2-AG es producido a partir
del diacilglicerol (DAG) por accién de la DAG lipasa a (DAGL-a) [96].

Una vez liberados al espacio sindptico, la AEA y el 2-AG se unen a los receptores
cannabinoides presinapticos y a través de la inhibicién de los canales i6nicos de Ca%"y
la apertura de canales de K*, regulan de manera retrograda la transmision sinaptica
inhibiendo la liberacion de neurotransmisores tales como el glutamato [97] y el &cido
gama-aminobutirico (GABA) [98]. La sefializacion del SEC es rapidamente finalizada

por la recaptacién selectiva de la AEA y del 2-AG en neuronas y células de la glia.

Se ha postulado que la AEA puede transportarse por difusion simple debido al gradiente
de concentracion o a través de proteinas transportadoras como las proteinas de unién
a los 4cidos grasos [95]. EI mecanismo de transporte del 2-AG podria ser similar al de
la AEA, pero no ha sido del todo caracterizado [99]. Una vez que los endocannabinoides
son recaptados por las células pueden ser degradados por hidrélisis u oxidaciéon. La
AEA es degradada por accién de la hidrolasa de amidas de acidos grasos FAAH (por
sus nombre en inglés fatty acid amide hydrolase) en acido araquidénico y etanolamina,
mientras que el 2-AG es principalmente hidrolizado por la lipasa de monoacilglicerol
(MAGL) en acido araquidonico y glicerol [100]. La oxidacion de ambos ligandos podria
estar mediada por la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y por varias lipoxigenasas [101]. En la
Fig. 1.7 se muestra un esquema simplificado de la ruta metabdlica del SEC y de su

sefalizacién retrograda en la sinapsis neuronal.
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Figura 1.7: Esquema simplificado de las rutas metabdlicas de los endocannabinoides AEA y 2-
AG. Ambos neurotransmisores son sintetizados a demanda en las neuronas post-sinpticas. La
sintesis de la AEA es catalizada por la NAPE-PLD a partir del fosfolipido NAPE. El 2-AG se
sintetiza a partir del DAG, en una reacciéon catalizada por la DAGLa. La AEA y el 2-AG son
liberados al espacio sindptico y se unen a sus receptores CB1 y CB2 pre-sinapticos.
Réapidamente, son recaptados ingresando a la neurona pre-sinaptica por difusion pasiva o a

través de unos transportadores. Alli son hidrolizados por accién de la FAAH y de la MAGL.

1.4.3. Los receptores cannabinoides

Tras el descubrimiento del A-9-tetrahidrocannabinol, el desarrollo de anélogos sintéticos
y el mapeo de los sitios de unién de dichos ligandos se develd la existencia de un
receptor de cannabinoides. Este presentaba propiedades similares a las de un GPCR
huérfano, que ahora es conocido como el receptor de cannabinoides tipo 1 (CB1) [102-
104].
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El CB1 se encuentra codificado por el gen CNR1 y consiste en una secuencia de 417
amino&cidos en el humano. Su secuencia aminoacidica muestra un 99% de identidad
con respecto al raton. Sumado a la forma canénica del receptor CB1, se ha reportado la
existencia de dos isoformas con extremos N-terminal cortos resultantes del splicing
alternativo [105, 106]. Las propiedades farmacoldgicas y fisiologicas de estas isoformas
todavia no han sido caracterizadas, ya que los estudios realizados en modelos in vivo

muestran grandes discrepancias [107].

Poco tiempo después del hallazgo del CB1, se identificO y clon6é otro receptor
cannabinoide, denominado mas tarde receptor de cannabinoides tipo 2 (CB2). El CB2
se encuentra codificado por el gen CNR2, y su secuencia en humanos presenta 360
aminoacidos. La secuencia aminoacidica solo comparte un 44% de homologia con el
CB1, mientras que su homologia entre humanos y roedores es del 80% [108].

La AEA es un agonista parcial del receptor de cannabinoides tipo 1 (CB1) que presenta
baja afinidad por el receptor de cannabinoides de tipo 2 (CB2), mientras que el 2-AG
actla como agonista sobre ambos receptores con una afinidad media [91, 109]. Ha sido
reportado que tanto la AEA como el 2-AG interactlian con otros receptores. Entre ellos
podemos mencionar al receptor de potencial transitorio V1 TRPV1 (por sus siglas en
inglés transient receptor potential cation channel subfamily V member 1), que participa
en la transmision sinaptica de la nocicepcion [91], y al receptor huérfano GPR55, un
GPCR que se acoplaria a Gq [110].

En la busqueda de nuevas terapias farmacoldgicas, en los Ultimos afios se han
desarrollado numerosos analogos sintéticos de los EC que presentan mayor
selectividad por determinados receptores cannabinoides. Por ejemplo, la (R)-(+)-
metanandamida (AM356) es un analogo estable de la AEA selectivo para el receptor
CB1, con valores de Ki de 20nM para el CB1 y de 800nM para el CB,. El AM251 es un
potente agonista inverso del CB; que presenta una selectividad 300 veces mayor que
por sobre el CB2[94].

1.4.4. Distribucion de los receptores cannabinoides

A partir de técnicas autoradiograficas, hibridizacion in-situ e inmunohistoquimica, se
probo que el CB1 es el GPCR méas ampliamente expresado en el cerebro [95]. Entre las
regiones con mayores niveles de CB1 se encuentran el hipocampo, el bulbo olfatorio, el
ganglio basal y el cerebelo. También se hall6 una expresibn moderada en la corteza
cerebral, el septum, la amigdala y el hipotdlamo, mientras que en el tdlamo y el cuerno

ventral de la médula espinal los niveles de expresion del CB1 son bajos [111].
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Las terminales presinapticas presentan una alta densidad del CB1, en donde media la
sefalizacién retrégrada de los endocannabinoides [112]. Esto no excluye la existencia
del CB1 a nivel postsinaptico, en donde estudios funcionales demostraron una auto-
inhibicién ejercida por endocannabinoides en neuronas neocorticales [113]. Por otro
lado, se detectaron bajos niveles de CB1 en astrocitos, oligodendrocitos y en la

microglia, dénde presentaria un rol mediando la transmisién sinaptica [114, 115].

Aparte del SNC, el CB1 también se expresa en el sistema nervioso periférico (SNP) y
en determinadas regiones del tejido periférico. En el SNP se encuentra principalmente
en las terminales nerviosas simpaticas [116], mientras que a nivel periférico se
encuentra en el tracto gastrointestinal (TGI) [117], tejido adiposo [118], sistema

reproductivo, glandula adrenal y médula 6sea [119].

Tres afios después del descubrimiento del CB1, el CB2 fue identificado en macréfagos
presentes en el bazo [120]. Estudios posteriores revelaron una expresion predominante
del CB2 en células del sistema inmune y niveles moderados de expresién en otros
tejidos periféricos, incluyendo el TGI [121], sistema cardiovascular, higado, tejido
adiposo, hueso y sistema reproductivo. En contraste con el CB1, en un principio el CB2
no se encontrd en SNC y se lo catalogé como un receptor cannabinoide periférico [122].
Sin embargo, este concepto ha sido refutado por trabajos que demostraron su presencia
en cerebro [123]. Si bien la expresion del CB2 en SNC y SNP es sumamente inferior al
CB1, el CB2 también participa de la actividad neurolégica, principalmente en la
nocicepcion, la adiccion a drogas y en la neuroinflamacién. Estudios realizados en
neuronas piramidales de la corteza prefrontal identificaron que el receptor CB2 modula
la excitabilidad neuronal mediante la regulacién de canales de CI- activados por Ca%
[124].

1.4.5. Sefializacion de los receptores cannabinoides

Tanto el CB1 como el CB2 son miembros de la familia de receptores acoplados a
proteina G (GPCR por su nombre en inglés G protein coupled receptor) y se acoplan a
la proteina Gio sensible a la toxina pertussis, suprimiendo la actividad de la adenilil
ciclasa (AC) y la formacién del AMPc tras la activacion del receptor [122]. Sin embargo,
se ha reportado que el CB1 también es capaz de acoplarse a Gs [125, 126] y Gqa1 [127]
de manera ligando- y tejido-dependiente. A su vez, se sabe que el CB1 inhibe la
actividad de canales de Ca?" tipo P/Q, Ry N [33, 128]. Se postula que sus efectos sobre

los canales de Ca?" estarian implicados en la disminucién de la liberacién de
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neurotransmisores inducida por endocannabinoides [129], implicados en la sefializacion

retrograda del SEC en la sinapsis neuronal.

Estudios previos han mostrado que el CB1 puede inducir la activacion de la via de las
MAPK, incluyendo la activacion de ERK1/2, la kinasa c-Jun N-terminal o JNK (por su
nombre en inglés c-Jun N-terminal kinase) y p38, las cuales participan en la regulacion
de la proliferacion, muerte y ciclo celular [130, 131]. Esta respuesta depende del tipo
celular y del ligando implicado [132]. Las principales vias de sefializacion moduladas por

el CB1 se encuentran esquematizadas en la figura 1.8.
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Figura 1.8: Principales vias de sefializacion del CB1. El CB1 es un GPCR que se acopla a la
proteina Gio. Su activacién por unidn a sus agonistas clasicos inhibe la via de sefializacion
AMPCc/PKA/CREB, activa la cascada de las MAPKSs y bloguea la apertura de los canales de calcio
dependientes de voltaje (VGCC), inhibiendo la liberacién de neurotransmisores al espacio

singptico.
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1.4.6. Rol del SEC en la consolidacién de la memoria asociativa

El receptor de cannabinoides tipo 1 (CB1) se encuentra altamente expresado en el
sistema limbico, incluyendo el hipocampo y la amigdala y su sefializacion es crucial para

la formacién de memorias de corto y largo plazo [95].

La infusion intra-ABL de WIN55,212-2, agonista del CB1, administrada inmediatamente
después del entrenamiento de evitamiento inhibitorio, facilita la consolidacién de la
memoria manera dosis-dependiente [84], mientras que el bloqueo farmacoldgico del
CB1 con su agonista inverso AM251 presenta efectos opuestos sobre la consolidacion
de la memoria que dependerian del grado de aversion del estimulo incondicionado [84,
133, 134].

1.4.7. Participacion del sistema endocannabinoide en los efectos rapidos
de los glucocorticoides

El sistema endocannabinoide modula un sinnimero de procesos fisioldgicos y resulta
esencial en la respuesta adaptativa al stress, estando también relacionado con los
procesos de consolidacion de la memoria y del aprendizaje principalmente a través del
CBL1. La sintesis y liberacion de los endocannabinoides se encuentra finamente regulada
y se ha postulado que los glucocorticoides cumplen un papel fundamental en ella,
induciendo su liberacién, al punto que se ha sugerido que son los endocannabinoides
los mediadores de los efectos atribuidos a los glucocorticoides en los eventos

relacionados al stress [135, 136].

La primera evidencia se origina a partir de estudios in vitro que evaluaron los efectos de
los glucocorticoides sobre la actividad del eje HHA. En estos experimentos se demostré
que la rapida supresién de la liberacién de glutamato inducida por los glucocorticoides
en las neuronas del nlcleo paraventricular se encuentra mediada por el incremento en
los niveles de endocannabinoides [137]. Analisis bioquimicos realizados sobre laminas
de hipocampo revelaron un incremento rapido de anandamida y 2-araquidonilglicerol
tras el tratamiento con dexametasona [138]. De acuerdo con el modelo planteado, tras
la union de los GC al mGR, se activa una via de sefializacion que involucra la activacion
de la PKA y que culmina en la sintesis de endocannabinoides [71, 139]. La liberacion de
endocannabinoides desde la membrana post-sindptica suprime la liberacién
presinaptica de neurotransmisores que participan del feed-back negativo del eje HHA.
Estudios mas recientes in vivo arrojaron resultados similares al demostrar que una Unica

inyeccion de corticosterona aumenta rapidamente los niveles de anandamida en el
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hipocampo y en la amigdala [140]. Estos trabajos sentaron las bases para plantear al

SEC como mediador de los efectos rapidos de los GC sobre el aprendizaje y la memoria.

Estudios realizados con un sistema gen reportero que presenta el promotor de la
hidrolasa de amidas de acidos grasos o FAAH (por su hombre en inglés fatty acid amide
hydrolase) proponen que los GC también pueden aumentar los niveles de AEA
disminuyendo su degradacion. Como ya se menciond, la FAAH es una enzima que
participa del metabolismo de la AEA, degradandola a &cido araquidonico (AA) y
etanolamina. Se ha descripto que el promotor de esta enzima presenta 5 sitios GRE, y

que la sobreexpresion del GR disminuye significativamente su transcripcion basal [141].

Debido a la interaccién descripta entre el SEC y los GC, se evalu6 si la sefializacién del
SEC podria mediar los efectos de los GC sobre la consolidacién de la memoria. Estudios
realizados en modelos murinos mostraron que la administracion post-entrenamiento del
antagonista del CB1, AM251, bloguea el efecto facilitador de la corticosterona [84] vy el
de la dexametasona [134]. A partir de estos resultados, el grupo de Campolongo plante6
un modelo en donde sugiere que el sistema endocannabinoide, actuando a través de su
sefalizacién retrograda, mediaria los efectos rapidos de los GC sobre la consolidacion

de la memoria con un alto componente emocional [136].

En base a los antecedentes mencionados, nos propusimos estudiar la regulacién de la
actividad del sistema glucocorticoide sobre la consolidacion de la memoria asociativa
por parte de los ligandos cannabinoides sefalizando a través del receptor CB1. Para
ello, estudiamos la interaccién entre ambos sistemas tanto a nivel conductual como a
nivel molecular, sobre la via de sefializaciéon GR/ERK/Zif268 implicada en los efectos de
los glucocorticoides sobre la consolidacién de la memoria. La regulacién de memorias
con un alto componente emocional ha otorgado una ventaja evolutiva y resulta
fundamental para la supervivencia. Los resultados presentados en este trabajo
pretenden ahondar en los mecanismos moleculares que subyacen la consolidacion de
la memoria, permitiendo postular nuevas bases para la comprension de desérdenes de
ansiedad tales como el trastorno de estrés post-trauméatico (TEPT) o ciertas fobias, cuya

etiologia se encontraria asociada a fallas en la formacion de memorias asociativas [142].
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1.5. HIPOTESIS DE TRABAJO

Teniendo en cuenta los antecedentes descriptos puede hipotetizarse que los ligandos
del sistema endocannabinoide, actuando a través de su receptor CB1, son capaces de
modular la actividad del receptor a glucocorticoides involucrada en la consolidacion de
memarias asociativas con un alto componente emocional. El estudio de este proceso y
de los posibles mecanismos moleculares implicados son el objetivo del presente

proyecto.
Objetivos especificos:

Objetivo 1: Estudiar como la actividad del receptor a glucocorticoides afecta la respuesta
de evitamiento inhibitorio a nivel de la consolidacién frente a la modulacién del sistema

cannabinoide.

Objetivo 2: Estudiar en el hipocampo murino la interacciébn entre el sistema

glucocorticoide y endocannabinoide sobre la regulacién de la transcripcion de Zif268.

Objetivo 3: Estudiar en la linea celular HT22, derivada de hipocampo murino, la
interaccion entre el sistema glucocorticoide y endocannabinoide sobre la regulacion de

la transcripcién de Zif268 y el mecanismo molecular que subyace dicho proceso.
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2.1. MODELOS DE ESTUDIO

2.1.1. Ratones CD1

Ratones machos CD1 silvestres (WT) y deficientes para el gen CB1 (KO) de entre 8 y
12 semanas de edad (30-35 g de peso) fueron criados y mantenidos en el bioterio del
CEFyBO de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires. Los animales
fueron alojados acorde a la guia NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animal,
en un ambiente controlado (20-22°C de temperatura, 45-55% de humedad y ciclos de
12hs luz/oscuridad), con agua y comida para que sean ingeridas ad libitum.

La semana previa a cada ensayo, los ratones recibieron en distintos dias 3 inyecciones
por via i.p. de 100 pl de solucidn fisiolégica para habituarse a la manipulacion por el
operador. El dia previo al ensayo, se pesaron para calcular la cantidad de droga a
administrar y se le asigné a cada uno un tratamiento de manera randomizada.

2.1.2. Linea celular HT22

Las células fueron provistas por la Dra. Ana Liberman (IBioBA, MPSP, CONICET,
Argentina). Fueron crecidas adheridas en estufa con atmoésfera humidificada,
conteniendo 5% CO2, a 37°C, en medio DMEM (Dulbeco’ s modified Eagle’ s medium)
suplementado con 10% de SFB y 50 pg/ml de gentamicina. Las células fueron
subcultivadas mediante el agregado de una solucién 0,05% de tripsina y 0,3 mM de
EDTA. Durante el cultivo se procuré que nunca sobrepasen el 50% de confluencia para
evitar su diferenciacion.
2.2. PREPARADO DE DROGAS

A continuacion, se muestra un listado de las drogas empleadas para realizar los
ensayos:

Droga Solucién stock Laboratorio Blanco Molecular

Ligandos del sistema glucocorticoide

Fosfato Sédico de Dexametasona 4 mg/ml SIDUS agonista del GR
Dexametasona 100 mM en DMSO  Tocris agonista del GR
Corticosterona 10 mM en etanol Tocris agonista no selectivo para el GRy MR

Ligandos del sistema endocannabinoide

R-(+)-metanadamida (AM356) 10 mM en etanol Tocris agonista del CB;

HU-210 10 mM en etanol Tocris agonista no selectivo para el CB; y CB;
0-2050 20 mM en etanol Tocris Antagonista-agonista parcial del CB;
AM251 4 mM en etanol Tocris Agonista inverso del CB;

Inhibidores de kinasas
PD 98059 25 mM en DMSO Tocris inhibidor de MEK
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Las soluciones de uso final se prepararon en DMEM (ensayos in vitro) o en solucion
fisioldgica (ensayos in vivo). La concentracion de uso final se detalla en la seccion de
resultados.

2.3. GENOTIPIFICACION DE RATONES

Segmentos de 5-6 mm de colas de ratones de 21 dias de edad de la cepa CD1 WT y
KO fueron utilizados como material para obtener el ADN gendmico para la
genotipificacién. Los segmentos de las colas fueron digeridos con la enzima proteinasa
K'y el buffer de lisis para extraccién de ADN (Tris-HCI 100 mM, EDTA 5 mM, SDS 0,2%,
NaCl 200 mM, pH 8,0) durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego los tubos
se centrifugaron a 14.000 rpm durante 10 minutos, los sobrenadantes se traspasaron a
un nuevo tubo donde se les agregé 400 ul de isopropanol y se invirtieron para que
precipite el ADN. ElI ADN se traspaso a un nuevo tubo, se dej6 secar al aire durante 5
minutos y luego se resuspendié con buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) durante
8 horas a 37 °C. A partir de este ADN fueron realizadas las PCRs para las secuencias
del gen CB1 y/o el casete de neomicina (Neo-casete) (Tabla 1). Este ultimo es la
secuencia por la cual se reemplazé el gen en cuestiéon (CB1) en los animales KO. Las
PCRs dieron dos productos, el correspondiente al gen CBl1 de 366 pb y el
correspondiente al Neo-casete de 200 pb. Para estas PCRs se utilizd el siguiente
programa:

- 94°C 2 min (desnaturalizacion inicial)
- 30 ciclos de 94 °C 30 seg, 56°C 1 min, 72°C 20 seg
- 72°C 7 min (extension final).

Al finalizar la PCR, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 2% y se observd
la presencia de bandas correspondientes a los fragmentos esperados.

Gen Sentido Secuencia
Sentido GATGCTCTTCGTCCAGATCATCC
Neo-casete - -
Anti-sentido GCAGGATCTCCTGTCATCTCACC
Sentido GAGGTGCCAGGAGGGAAC

CB1
Anti-sentido CATCATCACAGATTTCTATGTAC

Tabla 2.1: Secuencia de los cebadores utilizados para la genotipificacion.

2.4. EVALUACION CONDUCTUAL DE ANIMALES

Los ensayos conductuales se realizaron por la tarde (13 hs), en una habitacién
destinada a pruebas de comportamiento, en presencia de ruido blanco y baja intensidad
luminica. 2 horas antes de cada prueba, las jaulas con animales se colocaron en la
habitacion, permitiendo a los animales habituarse al lugar. Entre las distintas fases de
la prueba los ratones se transportaron en sus jaulas al bioterio. El dispositivo utilizado
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se limpié entre individuos con etanol 70% para remover rastros de olor. La actividad se
registrd con una video-camara Sony.

2.4.1. Pruebade campo abierto

El dispositivo empleado consiste en una caja de acrilico de 42X35X30 cm con paredes
oscuras y piso cuadriculado. La prueba consta de 1 ensayo en el que se coloca al animal
en el centro de la caja y se lo deja explorar por 5 minutos. La actividad locomotora
horizontal se estimé con el nimero de lineas cruzadas. Los parametros que utilizamos
para estimar el comportamiento simil-ansioso en la prueba de campo abierto son el
tiempo que tarda en ingresar el animal al centro de la arena (latencia al centro), el
ndmero de veces que ingresa al centro durante el periodo de permanencia en el aparato,
el numero de defecaciones y el niumero de erguimientos sobre las patas traseras
(rearings). Cuando los ratones son introducidos en el centro del aparato del campo
abierto, tienden a explorar la zona periférica de la arena. Esta tendencia a permanecer
cerca de las paredes, conocida como tigmotaxia, disminuye gradualmente durante los
primeros minutos de exploracibn. Los agentes ansioliticos disminuyen este
comportamiento, haciendo que los animales exploren antes el centro de la arena e
ingresen mas veces a este sector.

2.4.2. Prueba de evitamiento inhibitorio

Esta prueba es empleada con el fin de evaluar memoria asociativa a largo plazo. El
dispositivo utilizado es una caja separada en dos compartimentos, uno iluminado y otro
oscuro, con libre circulacion de uno a otro. El compartimento oscuro posee un piso de
varillas metalicas que conducen corriente eléctrica. La prueba consta de tres fases:

- Pre-entrenamiento: se coloca al animal 30 seg en el compartimento iluminado
sin acceso al otro sector, y a continuacion 30 seg en el compartimento oscuro.

- Entrenamiento: media hora mas tarde, se coloca al animal en el compartimento
iluminado y se mide el tiempo de latencia para que pase al compartimento oscuro
(latenciaons). La conducta innata del ratén es ir hacia ese compartimento y cuando esto
sucede, y el ratdn se encuentra con todo su cuerpo dentro de este sector, se le aplica
un shock eléctrico de 0,2 0 0,35 mA durante 3 seg. 10 seg después, el raton es retirado
del aparato y antes de ser devuelto a su jaula recibe una inyeccion i.p. con el ligando
(DEX 0,1 mg/kg, DEX 1,5 mg/kg, AM356 0,03mg/kg o combinaciones de estas drogas).
Al haber administrado los compuestos post-entrenamiento descartamos que los efectos
observados se deban a una modulacion a nivel de la adquisicion de la memoria.

- Evaluaciéon: A las del 48 hs del entrenamiento, se coloca al animal en el
compartimento iluminado y se mide el tiempo de latencia para que pase al
compartimento oscuro (tiempo maximo de 300 seg). A esta latencia la denominamos
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latenciassns O latencia de retencion. Si el raton asocia el compartimento oscuro con el
shock eléctrico, inhibirA su comportamiento innato y evitara ir hacia ese sector,
mostrando tiempos de latencia mayores.

2.5. DETERMINACION DE NIVELES DE mRNA EN TEJIDOS Y CELULAS

2.5.1. Obtencion de extractos de hipocampo murino

2.5.1.1. Tratamiento de los animales:

- Determinacién de efecto de la DEX sobre la transcripcion de Zif268 en ratones
WT: ratones WT se inyectaron con DEX 1,5 mg/kg o con vehiculo por via i.p. y a
distintos tiempos se sacrificaron por dislocacion cervical (N=3 minimo por
tratamiento). Para medir los niveles basales de los genes se sacrificaron ratones
sin recibir tratamiento (Fig. 2.1a). Este protocolo corresponde a los resultados
informados en la figura 3.9.

- Determinacién del efecto de la DEX sobre la transcripcion de Zif268 en ratones
WT vs KO: ratones WT y KO se inyectaron con DEX 1,5 mg/kg o con vehiculo por
via i.p. y se sacrificaron por dislocacion cervical a los 30 min o0 a las 6 horas de
tratamiento (N=4 minimo por tratamiento). Para medir los niveles basales de los
genes se sacrificaron ratones sin recibir tratamiento (Fig. 2.1b). Este protocolo
corresponde a los resultados informados en la figura 3.10.

- Determinacién de la modulacién de la respuesta de la DEX ante el tratamiento
con ligandos CB1: ratones WT y KO se pre-trataron por 2 hs con HU210 0,1 mg/kg,
AM251 1 mg/kg o con vehiculo y luego con DEX 1,5 mg/kg o vehiculo. Todos los
ligandos se administraron por via i.p. A las 6 horas se sacrificaron por dislocacion
cervical y se les removié quirdrgicamente el hipocampo (N=4 minimo por
tratamiento) (Fig. 2.1c). Este protocolo corresponde a los resultados informados en
la figura 3.12.
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Figura 2.1: Protocolos utilizados para el estudio de los efectos de la dexametasona y los
cannabinoides sobre los niveles de mRNA de Zif268 en el hipocampo de ratones CD1 WT y KO
para el receptor CBL1. El protocolo a. corresponde a la figura 3.12, el b. ala3.13y el c. ala 3.15.

25.1.2. Remocién vy recolecciéon de los hipocampos: una vez sacrificados los

animales, se les removidé quirargicamente ambos hemisferios del hipocampo. Todo el
procedimiento se realiz6 en una placa de Petri colocada sobre hielo para mantener en
frio los tejidos. Cada hipocampo se recolecté en un tubo autoclavado conteniendo 0,5
ml de reactivo de Quick-Zol (Kalium Technologies).
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2.5.1.3. Homogeneizacion de los hipocampos: los tejidos en Quick-Zol se
trasvasaron a un homogeneizador de teflon de 2 ml autoclavado y se disgregaron
mecénicamente hasta no observar fragmentos sélidos a nivel macroscopico. Una vez
concluido el proceso, las muestras se devolvieron sus tubos originales y se centrifugaron
a 12000 xG por 20 min en centrifuga refrigerada a 4°C. El sobrenadante conteniendo el
RNA se trasvas6 a un tubo autoclavado nuevo. Durante la homogeneizacion las
muestras se mantuvieron en hielo para evitar la degradacion del RNA.

2.5.2. Obtencidén de extractos celulares

Células HT22 en etapa exponencial de crecimiento se sembraron en placas de 12
pocillos al 50% de confluencia. Al dia siguiente se hambrearon durante la noche
reemplazando el medio por DMEM base con antibiético. Los estimulos se realizaron 48
hs después del plaqueo, y se encuentran detallados en las figuras correspondientes de
la seccion de resultados. Para finalizar los estimulos se aspir6 el sobrenadante y sobre
la monocapa de células se agreg6 0,5 ml del reactivo Quick-Zol (Kalium Technologies)
a fin de realizar una lisis celular activa. Los tubos conteniendo el lisado celular fueron
inmediatamente llevados a un freezer de —80 °C donde se conservaron hasta el
momento de la purificacién del ARN.

2.5.3. Purificaciéon del ARN

Los tubos conteniendo el lisado celular o de hipocampo fueron retirados de los —80 °C
e incubados a temperatura ambiente por 5 min. Luego de dicha incubacién se agregaron
250 ul de cloroformo a cada tubo, se los agité vigorosamente de manera manual por 15
seg y se los incubd a temperatura ambiente por 5 min. Inmediatamente después de esta
segunda incubacién se los centrifugd por 15 min a 12000 xG en centrifuga refrigerada
(4 °C). Mediante dicha centrifugacion se logra la separacion de las fases acuosa y
organica (superior e inferior, respectivamente). La fase acuosa conteniendo el ARN fue
transferida a otro tubo de centrifuga y la fase organica descartada. Luego, el ARN fue
precipitado por agregado de 0,5 ml de isopropanol a la fase acuosa, incubacién a
temperatura ambiente durante 10 min e inmediata centrifugacion a 12000 xG por 10 min
en centrifuga refrigerada. El precipitado fue lavado con 500 pl de etanol 75%,
centrifugado a 7000 xG por 5 min en centrifuga refrigerada, secado a temperatura
ambiente por 10 min y resuspendido en 20 ul de agua libre de nucleasas. El ARN asi
resuspendido fue incubado durante 10 min a 55 °C para facilitar su disolucion y
posteriormente conservado a —80 °C hasta el momento de ser utilizado. En todos los
pasos de este procedimiento se utilizaron materiales y reactivos libres de nucleasas.
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2.5.4. Tratamiento con DNAsa

Con el fin de eliminar las posibles contaminaciones con ADN de las muestras a
cuantificar por PCR se trataron las mismas con DNasas. Luego de descongelar en hielo
cada muestra de ARN se agregaron 2 uL de solucién BaseLine Zero y 1 uL de DNasa
a cada tubo. Esta mezcla se incub6 20 minutos a 37 °C. Luego del agregado de 2 yL de
Stop Solution, las mismas se incubaron nuevamente 10 min a 65 °C y posteriormente
se conservaron a -80 °C.La calidad del RNA obtenido fue analizada por electroforesis
en geles de agarosa 2% conteniendo bromuro de etidio (BrEtd), 0,1 mg/ml en buffer TAE
1X (50X: 242 g Tris-Base; 47,1 ml acido; 100 ml EDTA 0,5 mM; agua cantidad suficiente
para 1000 ml; pH 8,0). Se sembraron 500 ng de muestra, previamente diluida con
xilencianol. La corrida electroforética se realizé a 100 V durante 30 min en buffer TAE.
Una vez finalizada la electroforesis el gel fue visualizado por emision de la fluorescencia
del bromuro de etidio intercalado al absorber luz ultravioleta (300 nm).

2.5.5. Sintesis del ADN copia (ADNc)

Cada muestra de ARN fue descongelada en hielo, su contenido de ARN fue cuantificado
por absorbancia a 260nm y la ausencia de contaminacion proteica fue verificada por
cuantificacion de la relacién de absorbancias a 260 nm/280nm (relaciones inferiores a
1,7 indican contaminacion con proteinas). Para la sintesis de ADNc se partié de 2 ug de
ARN y se le agreg6 2 pl de cebadores hexaméricos al azar (0,5 pg/ul) y cantidad
suficiente de agua libre de nucleasas para alcanzar un volumen final de 14,5 ul. Esta
mezcla se incubd 5 min a 65 °C e inmediatamente después se colocé la muestra en
hielo y se procedi6 a la sintesis del ADNc por agregado de 4 ul de buffer RT Buffer (5X
- Promega); 0,5 pl de transcriptasa reversa M-MLV 200 U/ul (Promega); 1 pl de DNTPs
10 mM (Invitrogen). La mezcla de reaccion asi preparada fue homogeneizada y
sometida, en termocicladora, a un ciclo de:

1.10 mina 25 °C
2.60 mina37°C
3.15mina70°C
4.10°C =
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2.5.6. PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Para la cuantificacion relativa del ARNm se utilizaron los siguientes pares de cebadores

especificos:
Nombre | Especie | Orientacién | Secuencia de oligonucleétidos ™
(°C)
GlLZ raton sentido 5-CCTCACAATGCGGCCACAGAT -3 |56
antisentido | 5-GGACTTCATGTCTTCAGTGGACA - |55
3!
Zif268 raton sentido 5-AGTTATCCCAGCCAAACGAC -3’ 52
antisentido | 5-GTTCAGGCCACAAAGTGTTG -3’ 52
B- raton sentido 5-AGACTTCGAGCAGGAGATGG -3 54
ACTINA
antisentido | 5-AGCACTGTGTTGGCATAGAG -3’ 52
CB1 raton sentido 5-TAATTGCTGTGTTGCCTCTCC-3’ 59
antisentido | 5-TCCGATCCAGAACATCAGGTA -3° |58

Es importante mencionar que tanto los cebadores como la secuencia blanco pueden
afectar la eficiencia de la qPCR. Es por ello que los cebadores utilizados fueron elegidos
debido a que reunen las condiciones que se describen el manual de Biorad (Real-Time
PCR Applications Guide) entre las que se destacan:

- La secuencia blanco debe ser de 75-200 pb
- Los cebadores deben tener un contenido de GC de 50-60%
- Latemperatura de melting (Tm) de los cebadores debe ser de 50-65°C

La cuantificacion fue realizada utilizando como sistema de deteccién el equipo Applied
Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System. Cada muestra de ADNc fue cuantificada
por triplicado, en una mezcla de reaccién preparada de la siguiente forma:

- 0,25 pl de cebador sentido 10 pM

- 0,25 pl de cebador antisentido 10 puM

- 3 plde HOT FIREPoI® EvaGreen® gPCR Mix Plus (Solis BioDyne)
- 13,5 pl de agua libre de nucleasas

- 2 pl de ADNCc (previamente diluido 1/10).
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Las mezclas de reaccién fueron procesadas de acuerdo con el siguiente protocolo:

1. Desnaturalizacion inicial 5mina95°C

2. Desnaturalizacién 30sa95°C

3. Hibridizacion 30sa60-°C 40 ciclos
4. Elongacién 30sa72°C

La especificidad de cada par de cebadores fue chequeada por el andlisis de la curva de
disociacion realizada mediante una rampa de temperatura de 72 a 95 °C aumentando 1
°C cada 5 segundos.

En cada tanda de cuantificacion se incluyeron controles de contaminacién con ADN
gendmico (procesando para ello muestras de ARN tratadas como se indica en el punto
6.3 pero reemplazando el volumen de enzima retrotranscriptasa por agua libre de
nucleasas) y blancos de reaccién (colocando agua libre de nucleasas en lugar del
volumen de muestra).

2.5.7. Analisis de los resultados de gPCR

La cantidad relativa del mARN fue calculada utilizando el método de AACt [143]
normalizado por B-Actina (gen de referencia). Para ello, en una primera instancia se
realiz6 una curva de calibracion para determinar la eficacia de cada par de cebadores.
Se realizaron mezclas en partes iguales de las muestras de ADNc que se deseaba
comparar (dilucion 1). Luego se realizaron 5 diluciones seriadas al tercio (dilucién 2, 3,
4, 5y 6) y siguiendo el mismo protocolo que el indicado para las muestras en el punto
anterior, se determiné el valor de Ct tanto para el gen de interés (X) como para el gen
de referencia (B-actina). Estos valores se graficaron en funcién del logaritmo de cada
dilucién, obteniéndose una funcién lineal con su correspondiente ecuacion (y=m.x+b).
De esta forma, se obtuvieron dos graficos: uno para el gen de interés (Zif268, CB1)
(yl=ml.x+bl) y el otro para B-actina (y2=m2.x+b2). Finalmente, la eficiencia (E) fue
calculada utilizando la siguiente ecuacion:

E= 10tYM™ donde E debe ser cercana a 2

Una vez conocido el valor de eficiencia para cada cebador, la cuantificacion relativa de
una muestra incognita se calcula con la siguiente ecuacion:

EXACtX

:E . ACtActina donde’
Actina

Ron

R2;1 es la expresién de X normalizada a $-actina de la muestra 2 relativa a la muestra 1,
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ACtx = Ct(X muestra 2) — Ct(X muestra 1)
ACtactina = Ct(Actina muestra 2) — Ct(Actina muestra 1)

Para una revisién mas exhaustiva de este analisis de datos se recomienda la lectura de
la guia de aplicaciones de Bio-Rad — “Real-Time PCR Applications Guide”.

2.6. TRANSFECCIONES TRANSIENTES

Las células HT22 se transfectaron con el reactivo K2 Transfection System (Biontex) de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. Brevemente, se plaquearon 0.5-2.0 x 10°
células por well de p48 en 250 pl de DMEM completo. Se incubaron las mismas por 24
hs hasta lograr una confluencia del 90-100% y se realizaron las transfecciones
dependiendo del ensayo.

Para la transfeccién de ADN plasmidico, se agregaron 5 ul de K2 Multiplier por well de
p48 a transfectar. Luego de 2 hs, se agregaron en 15 pl de DMEM libre de suero, los
diferentes plasmidos hasta una cantidad total de ADN de 300 ng. En otros 15 pl del
mismo medio se agregaron 1,2 pyl de K2 Transfection Reagent. Se mezclaron ambas
alicuotas de 15 ul y se incub6 la mezcla a temperatura ambiente por 15-20 minutos.
Luego se agregd gota a gota dicha mezcla al well conteniendo las células y estas se
incubaron por 48 hs.

Para la transfeccion de siRNA, se agregaron en 15 pl de DMEM libre de suero 400 ng
de siRNA. En otros 15 pl del mismo medio se agregaron 1,2 ul de K2 Transfection
Reagent. Se mezclaron ambas alicuotas de 15 ul y se incubé la mezcla a temperatura
ambiente por 15-20 minutos. Luego se agregd gota a gota dicha mezcla al well
conteniendo las células y estas se incubaron por 48 hs.

2.7. MEDICION DE LA ACTIVIDAD GENOMICA DEL GR EN LA LINEA CELULAR
HT22 MEDIANTE ENSAYO GEN-REPORTERO DE LUCIFERASA

Células HT22 se sembraron en placas de 24 pocillos y se transfectaron con la
construcciéon reportera TAT3-Luc mediante el protocolo descripto anteriormente. El
plasmido fue donado por el Dr. Carlos P. Fitzsimons de la Universidad de Amsterdam.
Después de 4 h, las células se sembraron en placas de 96 pocillos y, luego de 24 h,
fueron hambreadas durante la noche reemplazando el medio por DMEM base con
antibiético. Los estimulos con dexametasona se agregaron 48 hs después de la
transfeccion. La actividad de luciferasa fue medida a las 24 hs con el kit de luciferasa
Steady-Glo (Promega Biosciences Inc, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones
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del fabricante, utilizando el lector de microplacas FlexStation3 (Molecular Devices, LLC).
Los datos se expresaron como un porcentaje de la condicién basal.

2.8. OBTENCION DE MUESTRAS PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE LIGANDOS DEL CB1 POR DOSAJE DE AMPc

Células HT22 se plaquearon en placas de 24 pocillos al 50% de confluencia. Luego de
24 hs, se hambrearon por 2 hs reemplazando el medio por DMEM base. A continuacion,
las células fueron incubadas durante 10 min con IBMX y luego se realiz6 un estimulo
con distintas concentraciones de AM356 o0 AM251 en presencia de IBMX, durante 20 o
10 min respectivamente. Posteriormente las células fueron lisadas y resuspendidas en
etanol absoluto. Este fue evaporado y los niveles de AMPc determinados como se indica
en el siguiente apartado. Este protocolo corresponde a la figura 3.15.

Para los bloqueos con O-2050, luego de la incubacion por 10 min con IBMX, las células
se pretrataron por 5 min con O-2050 10 nM en presencia de IBMX. A continuacion, se
realiz6 un estimulo con AM356 100 nM por 20 min, con dos concentraciones de AM251
(10 nM y 10 uM) por 10 min o con DEX 100 nM por 10 min. Posteriormente las células
fueron lisadas y resuspendidas en etanol absoluto. Este fue evaporado y los niveles de
AMPc determinados como se indica en el siguiente apartado. Este protocolo
corresponde a la figura 3.16.

Para el tratamiento con DEX, las células se pretrataron por 10 min con IBMX y por 5,
10, 20 0 60 min con DEX 100nM o con IBMX solamente. Este fue evaporado y los niveles
de AMPc determinados como se indica en el siguiente apartado. Con el fin de discriminar
los cambios en el AMPc producidos por la DEX del efecto del IBMX, a cada
concentracion de AMPc se le resté el promedio de AMPc del tratamiento con IBMX
solamente correspondiente a este tiempo de estimulo. Estos son los datos que se
encuentran graficados. Este protocolo corresponde a la figura 3.23B. Para los bloqueos
con O-2050, luego de la incubacion por 10 min con IBMX, las células se pretrataron por
5 min con O-2050 10 uM en presencia de IBMX. A continuacion, se realizé un estimulo
con DEX 100 nM por 10 min. Este protocolo corresponde a la figura 3.24.

2.8.1. Ensayo de union de PKA para el dosaje de AMPc

2.8.1.1. Obtencion de la proteina ligadora: la cuantificacion del AMPc en
las muestras se realiz6 mediante una adaptacion de la técnica de union a proteina
ligadora [144] segun Davio y col., 1995 [145]. La proteina quinasa especifica de AMPc
(PKA) se obtuvo de tejido muscular bovino segun la siguiente técnica: se homogenizé
el tejido en buffer fosfato 50 mM, pH 7,4 y EDTA 5 mM, trabajando en frio sobre bafio
de hielo. Se centrifugé a 27000 xG durante 20 min y el sobrenadante resultante se
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precipitd con (NH4),SO,4 en una relacion de 32,4 g por cada 100 ml de solucién y se
centrifugd a 16000 xG por 20 min. El precipitado obtenido se resuspendié en 6% del
volumen inicial en buffer fosfato 5mM. Posteriormente, se dializ6 durante dos dias a 4
°C en el mismo buffer, se centrifugé a 27000 xG por 20 min y el sobrenadante asi
obtenido se utiliz6 como fuente de proteina ligadora para el ensayo. El rendimiento fue
de aproximadamente 60 ml de una solucién cuya concentracion proteica fue de 30
mg/ml. Para determinar la concentracién 6ptima de proteina ligadora se realizaron
curvas de union maxima en funcion de distintas diluciones de proteina, desde 1/10 hasta
1/500 en presencia de 40000 dpm de [*HJAMPc. La proteina ligadora asi titulada se
utilizé en una dilucion capaz de unir entre el 35% y 50% del trazador.

2.8.1.2. Protocolo y condiciones del ensayo: como trazador se utilizd
[*HJAMPc en concentracion final de 3 nM en el medio de incubacién (0,205 ng/tubo),
equivalente a 40000 dpm/tubo. El buffer de incubacion utilizado fue Tris-HCI 50 mM pH
7,4; 0,1% albumina bovina; EDTA 4 mM y 0.1% azida sédica. El ensayo se realizo
incubando 50 pl de [*H]JAMPc, 100 ul de una dilucién de proteina ligadora y 50 ul de los
distintos estadndares o muestras a analizar en tubos de vidrio por triplicado. Luego de 2

hs a 4 °C se separ6 el AMPc unido del libre mediante precipitacién con carbén-dextran
(carbon 21 mg/ml, dextran 2,1 mg/ml). Para ello, se agreg6 300 pul de una suspension
de carboén-dextran, seguido de 15 min de incubacién a 4 °C y centrifugacion a 3000 xG
durante 15 min a igual temperatura. Los sobrenadantes fueron transferidos a viales con
solucién centelladora. La actividad unida se midié en un equipo de centelleo liquido.
Para el calculo de union inespecifica se trabajoé con una concentracion 1 mM de AMPc
en el medio de incubacion.

2.8.1.3. Controles y estandares: en los distintos ensayos realizados se
incluyeron los siguientes tubos:

BO: para determinar la maxima unién del trazador a la proteina ligadora.

I: inespecifico, unién en presencia de una concentracion 1 mM de AMPc.

Curva Standard: se construyé procesando ocho estandares de AMPc en

concentraciones entre 0,39 y 91 pmol/tubo.

Muestras problema: al igual que el resto de los tubos, se procesaron por
triplicado. Las distintas muestras se diluyeron de forma tal que la concentracion de
AMPc de las mismas se encontrara dentro del rango de la curva estandar. Para ello
se resuspendid el residuo seco procedente de la evaporacion del etanol en el
volumen correspondiente de buffer de incubacion.

2.9. DETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

2.9.1. Obtencion de muestras de hipocampo

Ratones WT y KO en condiciones basales se sacrificaron por dislocacién cervical e
inmediatamente después se les removid quirdrgicamente ambos hemisferios del
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hipocampo. Los tejidos se recolectaron en tubos conteniendo 200 pl de buffer RIPA
(Tris-HCI 50 mM; Tritén X-100 1%; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; Deoxicolato de sodio
0,25% (v/v); pH 7,4). A continuacion, se sonicaron por 30 seg y se determiné la
concentracion de proteinas por el método de Bradford. Al momento de la siembra, se
tomé un volumen de muestra correspondiente a 25 ug de proteina, se le agreg6 4 pl de
Laemmli Buffer 5X (composiciéon del buffer 1X: Tris—HCI 50 mM pH 6,8; SDS 2%; 2-
mercaptoetanol 100 mM; glicerol 10% y azul de bromofenol 0,05%), y se le agreg6 H20q
csp 20 pl.

2.9.2. Obtencién de muestras de la linea celular HT22

Células HT22 se plaquearon al 50% de confluencia en placas de 12 pocillos. A las 24
hs se hambrearon durante la noche reemplazando el medio por DMEM base con
antibiotico. A las 48 hs del plaqueo se estimularon de acuerdo a los tratamientos que se
detallan en la seccion de resultados. Para cortar la reaccion se aspir6 el sobrenadante
y se realizaron 3 lavados con PBS manteniendo la placa en hielo para disminuir la
actividad celular. Sobre la monocapa de células se agreg6 100 pl de Laemmli Buffer 1X.
Previo a la siembra se sonicaron por 30 seg y se incubaron en agua a 80 °C por 5 min.

2.9.3. Electroforesis y transferencia

Los extractos proteicos fueron analizados en geles de poliacrilamida al 10%, en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El buffer de electroforesis utilizado
consistié en Tris 25 mM; glicina 192 mM; 0,1% SDS, pH 8,3. La electroforesis se
desarroll6 en minigeles a corriente constante de 30 mA (BioRad). Al finalizar el
fraccionamiento, el gel fue equilibrado en buffer de transferencia (TrisHCI 25 mM, pH
8,3, glicina 150 mM; 20% metanol) durante 15 min y transferido a membranas de
nitrocelulosa a 100 V, durante 1 h a 4 °C. Las proteinas transferidas a las membranas
fueron tefiidas en una solucion 0,2% Ponceau; 0,5% &acido acético, para visualizar las
proteinas totales y constatar la eficiencia de la transferencia en todos los carriles.
Posteriormente, las membranas fueron lavadas en PBS hasta la desaparicion de la
tincion.

2.9.4. Revelado de las proteinas especificas

Luego de tratar las membranas con solucion de blogqueo (5% leche en PBS-0,05%
Tween) durante 1 h, estas fueron incubadas durante 1 h con 1 ug/ml del anticuerpo
correspondiente: anti-pERK1/2 de conejo y anti-ERK1/2 de conejo o anti-Btubulina de
conejo (para el estudio de la fosforilacion de ERK), o anti-GR de conejo y anti-Btubulina
de conejo (para los ensayos de hipocampo). Todos los anticuerpos fueron comprados
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al proveedor Santa Cruz Biotechnology. La deteccion se llevé a cabo incubando con 0,2
ug/ml anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa durante 1 h, seguido
de una exposicion a una solucién sustrato de la peroxidasa y amplificadora de la
quimioluminiscencia (Amersham Life Science). El resultado se visualizé por
autorradiografia.

2.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA HIDROLASA DE
AMIDAS DE ACIDOS GRASOS (FAAH)

La actividad de la FAAH fue determinada segun la técnica descripta por Paria y col.
(1996) con modificaciones menores. Para la obtencién de los extractos, células HT22
cultivadas por 48 hs en placas de 6 pocillos y en un 100% de confluencia se hambrearon
por 2 hs reemplazando el medio por DMEM base. A continuacion, se estimularon con
DEX 100 nM por distintos tiempos o con AM251 10 pM por 20 min. Para finalizar el
estimulo, se aspird el medio y la placa se conservo a -80 °C hasta el momento de la
determinacion de la actividad de la FAAH.

El dia del ensayo, las células resuspendieron mecanicamente con un scrapper en 100
ul de buffer Tris-HCI 20 mM (pH 7,6) conteniendo EDTA 1 mM y se sonicaron durante
30 segundos. Se determind la concentracién de proteinas por el método de Bradford
(1976). Se incubd 50 ug de proteina por tubo durante 1 hora en un bafio termoestatizado
a 37°C. Las proteinas se incubaron en 200 pl de buffer Tris/HCI 50 mM (pH 8,5) que
contenia [®*H]-anandamida 100 yM y 20 nmoles de anandamida fria. La reaccion se
detuvo mediante la adicién de una mezcla cloroformo:metanol (1:1 v/v). Se centrifugé
durante 5 min a 7.000 xG y se transfirié la fase organica a un nuevo tubo. Sobre la fase
acuosa se realizaron dos extracciones de componentes organicos adicionando
cloroformo puro y centrifugando 5 min a 7.000 xG. La fase acuosa de cada muestra se
trasvaso6 a un vial conteniendo 2 ml de liquido de centelleo. La cuantificacion se llevo
acabo en un contador de centelleo liquido. La actividad enzimética se expres6 como
porcentaje de [PH]JAEA en fase soluble respecto a la [*H]JAEA total. En los distintos
ensayos realizados se incluyeron los siguientes tubos aparte de las muestras:

e Bco: para determinar la hidrélisis espontanea de la [*HJAEA. Este tubo se
prepara igual que el tubo muestra, pero sin agregar proteina.

e Total: indica la cantidad de dpm total agregada en cada tubo y corresponde a la
masa inicial de [*H]AEA. Este tubo se prepara agregando directamente en el
liquido de centelleo los 200 ul de buffer Tris/HCI 50 mM (pH 8,5) que contienen
[8H]-anandamida 100 uM y 20 nmoles de anandamida fria.
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2.11. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron aplicando analisis de varianza (ANOVA) de uno o dos factores
o de medidas repetidas seguido por el test de comparaciones mdultiples de Tukey o
Dunnett. Para el caso de dos tratamientos se utilizd la prueba “t” de Student (para
muestras no apareadas). Los supuestos de normalidad y homocedasticidad se
analizaron por medio del test de Shapiro-Wilks y de Levene respectivamente. En el caso
gue los datos no hayan cumplido con los supuestos se realizaron transformaciones de
los mismos para lograr que los datos se ajusten a una distribucién normal o se analizaron
con los tests no paramétricos de Mann-Whiteny (comparaciéon de dos tratamientos) o
con el analisis de la varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido por el test a
posteriori de Dunn (comparacion de tres 0 mas tratamientos). Las variables que
cumplieron con los supuestos de normalidad fueron expresadas con los valores medios
+ SD (desvio estandar), mientras que las variables que no ajustaron a una distribucion
normar se describieron con la mediana y el rango intercuartil. Las diferencias se
consideraron significativas cuando p fue menor a 0,05. Letras iguales sefialan que los
datos comparados no difieren significativamente entre si. Para la evaluacion estadistica
de los ensayos in vivo se utiliz6 en programa InfoStat versién 2015 estudiantil,
desarrollado por la Universidad de Cérdoba. Los datos obtenidos en los ensayos in vitro
se analizaron con el programa GraphPad Prism version 6.00 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, California, USA, www.graphpad.com).

2.12. MATERIALES

DMEM, gentamicina, Buffer fosfato salino (PBS), Metil-isobutilxantina (IBMX), ihibidores
de proteasas y fosfatasas, seroalbumina bovina (BSA) fueron obtenidas de Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO). Dexametasona, AM356, AM251, HU251 y O-2050
fueron obtenidos de Tocris Cookson Inc. [*HJAMPc y [*H]-AEA fueron adquiridos de
Perkin Elmer Life Science (Boston, MA). El suero fetal bovino (SFB) fue obtenido de
Natocor (Argentina). La tripsina fue adquirida en GIBCO Life Technologies
(Gaithersburg, MD). El resto de los reactivos utilizados fueron de grado analitico.
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3.1. RESPUESTA CRUZADA ENTRE EL RECEPTOR CB1 Y EL RECEPTOR DE
GLUCOCORTICOIDES (GR) SOBRE LA CONSOLIDACION DE LA
MEMORIA ASOCIATIVA

Ha sido descripto que tanto el sistema cannabinoide como el glucocorticoide modulan
la consolidacién de memorias asociativas con un alto componente emocional. Como se
ha mencionado, el tratamiento con GCs a determinadas dosis facilita la consolidacion
de la memoria. El efecto de los cannabinoides sobre este proceso no ha sido del todo
caracterizado y su estudio en la prueba de evitamiento inhibitorio arroja resultados
dispares. Por ejemplo, los resultados obtenidos al tratar los animales con el agonista
inverso del CB1 AM251 no son concluyentes, ya que puede inducir tanto un efecto
facilitador como un efecto disruptivo dependiendo de las condiciones del ensayo [84,
133]. La infusion intrahipocampal de este ligando inhibiria el efecto facilitador de la
dexametasona sobre la consolidacion evaluada en la prueba de evitamiento inhibitorio
[134].

Con el fin de ahondar en la caracterizacion del CB1 como participe de este proceso,
utilizando estrategias tanto farmacoldégicas como moleculares, comparamos el
desemperiio de ratones CD1 con fenotipo salvaje y KO para el receptor CB1 en la prueba
de evitamiento inhibitorio, ante el tratamiento post-entrenamiento con glucocorticoides
y/o con ligandos del CB1.

3.1.1. Caracterizacién del comportamiento de los animales CD1 WT en la
prueba de evitamiento inhibitorio

Como primera instancia para estudiar la interaccion entre los sistemas glucocorticoide y
endocannabinoide sobre la consolidacion de memorias aversivas, decidimos
caracterizar el desempefio de la cepa de ratones CD1 de fenotipo salvaje en la prueba
de evitamiento inhibitorio. Durante la sesién de entrenamiento, un grupo experimental
recibié un shock eléctrico de 0,35 mA al ingresar al compartimento oscuro (grupo shock),
mientras que el segundo grupo no recibié shock eléctrico (grupo control). A las 48 hs se
evalud la retenciéon en los animales (Fig.3.1). El protocolo se detalla en la seccién de
materiales y métodos. EI ANOVA de medidas repetidas mostré una interaccién
significativa entre la administracién del shock eléctrico y el comportamiento en las
distintas sesiones (Fq, 6=15,13; P=0,0081). Las comparaciones a posteriori indican que
los ratones pertenecientes al grupo shock mostraron un incremento significativo en la
latenciassns €N cOmparacion con la latenciaens. Por el contrario, el grupo control no mostro
diferencias significativas latenciassns €n comparacion con la latenciaons. Estos resultados
muestran que los animales que reciben shock eléctrico en la sesion de entrenamiento
(0 hs) cambian su respuesta conductual en la sesion de evaluacion (48 hs), mientras
que los animales que no reciben shock eléctrico no modifican de manera significativa su
respuesta. Esto sugiere que el entrenamiento en la prueba de evitamiento inhibitorio,
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aplicando un shock de 0,35 mA, induciria la formacion de una memoria asociativa entre
el contexto en donde se administra el shock y el estimulo aversivo en los ratones CD1
de fenotipo salvaje.
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Figura 3.1: Evaluacién conductual de los ratones CD1 de fenotipo salvaje en la prueba de
evitamiento inhibitorio. Un grupo control (-) se sometié al entrenamiento, pero no recibié shock
eléctrico al ingresar al compartimento oscuro. El otro grupo recibié un shock eléctrico de 0,35 mA
al ingresar con sus cuatro patas al compartimento oscuro. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test de ANOVA con medidas repetidas seguido por el test a posteriori de
Tukey (efecto de los tratamientos indicados con letras mayusculas, efecto de la sesién dentro de
cada grupo indicado con letras mindsculas). Cada punto corresponde a la respuesta medida para
un animal y se grafica la media +/- SD. En la tabla se detallan los valores de estos parametros.

3.1.2. Caracterizacion del efecto de la dexametasona sobre larespuestade
evitamiento inhibitorio en ratones CD1 WT

Esta reportado que dosis entre 0,3 y 2 mg/kg de DEX aumentan la latencia de evaluacion
(retention latencies) en la prueba de evitamiento inhibitorio, mientras que valores fuera
de ese rango carecerian de efecto [6]. Para caracterizar el efecto de este GC en los
ratones CD1 WT y seleccionar las dosis de trabajo, evaluamos el comportamiento de
los animales en la prueba de evitamiento inhibitorio ante el tratamiento post-
entrenamiento con distintas dosis de DEX (0,1 mg/kg y 1,5 mg/kg) o vehiculo (grupo
control). A las 48 hs se evalu6 la retencidon en los animales (Fig. 3.2). El andlisis de
varianza no paramétrico de Kruskal-Waliis mostré un efecto general significativo
(H=8,126; P=0,0172) entre los grupos experimentales al comparar las latencias medidas
en la sesion de evaluacion (48 hs). A partir de las comparaciones a posteriori no se
encontraron diferencias significativas entre la respuesta de los ratones tratados con DEX
0,1 mg/kg y los tratados con vehiculo (P=0,2740). Por el contrario, si se encontré una
diferencia significativa entre los animales tratados con altas dosis de DEX y vehiculo
(P=0,0049). De esta manera, definimos en nuestro modelo que una dosis de DEX 1,5
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mg/kg presentaria un efecto facilitador sobre la formacion y expresion de memorias
asociativas evaluadas en la prueba de evitamiento inhibitorio mientras que una dosis de
DEX 0,1 mg/kg careceria de efecto y resultaria suboptima. Por otro lado, estos
resultados sugieren que una dosis de DEX 1,5 mg/kg podria facilitar la formacion de
memoarias asociativas entre el shock eléctrico y el contexto de entrenamiento.
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Tratamient N Latencia en seg (mediana (rango intercuartil))
ratamiento
Ohs 48hs
vehiculo 7 5(4;10) 169 (47; 300)
DEX0,1mg/kg 7 10 (9; 33) 150 (67; 300)
DEX15mg/kg 8 85(6,3;13) 300 (270; 300)

Figura 3.2: Comportamiento de ratones CD1 WT en la prueba de evitamiento inhibitorio tratados
con distintas dosis de dexametasona. Se ftrabajé con tres grupos experimentales.
Inmediatamente después del entrenamiento, los animales se trataron via i.p. con DEX (0,1 mg/kg
0 1,5 mg/kg) o vehiculo. En el grafico figuran las latencias medidas durante el entrenamiento (0
hs) y la evaluacion (48 hs). Los datos se analizaron estadisticamente con el andlisis de la
varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido por el test a posteriori de Dunn. Cada grupo
se compar6é contra el control con vehiculo. Se compararon las latencias entre grupos
experimentales dentro de cada sesion (estadistica de latencias 0 hs indicada con letras en
minUscula, estadistica de latencias 48 hs indicada con letras en mayuscula). Cada punto
corresponde a la respuesta medida para un animal y se grafica la mediana y el rango intercuartil.

3.1.3. Estudio de la interaccion entre el agonista del receptor CB1 AM356
y la dexametasona sobre la respuesta de evitamiento inhibitorio en
animales CD1 WT

Dado que nuestro objetivo es estudiar la modulacién por parte del receptor CB1 sobre
la actividad del receptor GR en la formacion de memorias asociativas aversivas,
decidimos evaluar si el agonista del receptor CB1 AM356 es capaz de modular el efecto
de la dexametasona sobre la respuesta de evitamiento inhibitorio. Para ello, animales
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WT fueron tratados por via i.p. con AM356 (0,03 mg/kg), DEX (0,1 mg/kg o 1,5 mg/kg)
0 combinaciones de estos ligandos inmediatamente después de la sesion de
entrenamiento de la prueba de evitamiento inhibitorio. Al comparar las latencias de
retencion (48 hs), el analisis de la varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis mostr6 un
efecto general significativo entre los grupos experimentales vehiculo, DEXsubdptima
(0,1 mg/kg), AM356 y DEXsubdptima+AM356 (H=8,021; P=0,0320). A partir de las
comparaciones a posteriori no se encontraron diferencias significativas entre las
latencias de retencion en los animales tratados con AM356 o con DEX subdptima con
respecto a los tratados con vehiculo (vehiculo vs AM356 P=0,4357; vehiculo vs
DEXsuboptima P=0,5936), pero si se observé una diferencia significativa entre las
latencias de retencion del grupo cotratado con ambos ligandos con respecto a los
tratados con vehiculo (P=0,0173) (Fig 3.3A). Al analizar la modulacion del AM356 sobre
el efecto de la dosis 6ptima de DEX, también se encontré un efecto general significativo
entre las latencias de retencién de los grupos experimentales (H=9,513; P=0,0232) (Fig.
3.3B). Tanto los animales tratados con DEX 1,5 mg/kg como los cotratados con AM356
y DEX 1,5mg/kg mostraron un aumento significativo en la latencia de retencion con
respecto a los tratados con vehiculo (vehiculo vs DEXéptima P=0,0232; vehiculo vs
AM356+DEX6ptima P=0,0081). No obstante, no se observaron diferencias significativas
entre las latencias de retencion de estos grupos experimentales (DEXOptima vs
AM356+DEX6ptima P=0,6151). La mayoria de estos animales alcanzé latencias
maximas y tuvieron que ser removidos del equipo a los 5 minutos por no haber ingresado
al compartimento oscuro durante la sesién de evaluacion (70% para el grupo DEX
Optima y 87% para el grupo AM356+DEX 6ptima).

Estos resultados muestran que dosis del agonista CB1 AM356 y de dexametasona que
no modifican de manera significativa la respuesta conductual de los animales en la
sesion de evaluacion con respecto al vehiculo, al ser coadministrados aumentan de
manera significativa la respuesta de los animales. Esto sugeriria que la administracion
conjunta del agonista CB1 AM356 y la dexametasona en dosis que carecen de un efecto
per se podria presentar un efecto facilitador sobre la consolidacion de la memoria
asociativa.

Con respecto a la modulacién del AM356 sobre la DEX a dosis 6ptima, no se puede
descartar una interaccion positiva entre los ligandos debido a limitaciones de la
configuracion experimental. El tratamiento con DEX 1,5 mg/kg induce una respuesta
gue resulta ser maxima bajo las condiciones en las que se configuré el ensayo, es decir,
los tiempos de latencia medidos a las 48 hs no difieren significativamente de los 300
seg. Esto impide evaluar un posible incremento sobre dicha respuesta (Fig. 3.3B).
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Tratamiento N

Ohs 48hs
vehiculo 12 9(5:13) 198 (29; 300)
AM356 0,03mg/kg 10 10 (5;15) 300 (76; 300)
DEX15mgkg 10  10(7:16) 300 (249; 300)
DEX+AM356 8 14(7:31) 300 (300; 300)

Figura 3.3: Respuesta de evitamiento inhibitorio en ratones WT ante el tratamiento con el
agonista CB1 AM356 y dexametasona. Inmediatamente después del entrenamiento, los
animales se trataron via i.p. con AM356 (0,03 mg/kg), DEX 0,1 mg/kg (A) o 1,5 mg/kg (B),
combinaciones de estos ligandos o vehiculo. En el gréfico figuran las latencias medidas durante
las sesiones de entrenamiento (0 hs) y de evaluacion (48 hs). Los datos se analizaron
estadisticamente con el analisis de la varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido por el
test a posteriori de Dunn. Se compararon las latencias entre grupos experimentales dentro de
cada sesion (estadistica de latencias 0 hs indicada con letras en minascula, estadistica de
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latencias 48 hs indicada con letras en mayulscula). Cada punto corresponde a la respuesta
medida para un animal y se grafica la mediana y el rango intercuartil.

3.1.4. Evaluacion conductual de los animales CD1 KO para el receptor CB1
con respecto al fenotipo salvaje

A partir de estudios en dénde se inhibi6 el efecto facilitador de la dexametasona y de la
corticosterona utilizando el agonista inverso del CB1 AM251, se ha propuesto que el
sistema endocannabinoide media los efectos de los GC sobre la consolidacion de la
memoria sefializando a través del CB1 [84, 134]. En este trabajo utilizamos una
herramienta distinta para estudiar el rol del SEC y de la sefalizacion del CB1 en este
proceso: estudiamos el efecto de la dosis éptima de dexametasona (1,5 mg/kg) sobre la
respuesta de evitamiento inhibitorio en animales que presentan una delecidon genética
del receptor CB1 (KO).

En una primera instancia, comparamos la actividad locomotora vertical, conducta simil-
ansiosa y la respuesta basal de evitamiento inhibitorio entre los fenotipos con el objetivo
de discriminar si las diferencias entre las respuestas de evitamiento medidas ante los
tratamientos estudiados se podrian deber a diferencias en estas caracteristicas.

3.1.4.1. Evaluacion de la actividad locomotora horizontal de los animales
WT v KO para el receptor CB1 en la prueba de campo abierto

Comparamos la actividad locomotora horizontal de ambos fenotipos para tener en
cuenta si diferencias en las latencias de ingreso al compartimento oscuro del aparato de
evitamiento inhibitorio podrian estar asociadas a alteraciones en esta caracteristica.
Para este ensayo, trabajamos con dos grupos experimentales, 15 ratones de fenotipo
salvaje (WT) y 12 ratones KO para el receptor CB1. Los animales se expusieron por 5
minutos a la arena de la prueba del campo abierto como se detalla el materiales y
métodos. La actividad locomotora horizontal se evalu6 en funcién del nimero de lineas
cruzadas durante los 5 minutos de exposicion. El test de Student no mostré diferencias
significativas entre las lineas cruzadas por los animales KO con respecto a los WT
(te5=0,6121; P=0,5460) (Fig 3.4). Estos resultados sugieren que los ratones KO para el
receptor CB1 presentarian una actividad locomotora horizontal similar al fenotipo
salvaje, al ser evaluada en la prueba de campo abierto.
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Figura 3.4: Actividad locomotora horizontal de los ratones CD1 WT y KO evaluada en el aparato
de campo abierto. La actividad locomotora horizontal se estimé a partir del nimero de lineas
cruzadas durante una exposicibn a la arena de 5 minutos. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test de Student. Cada punto corresponde a la respuesta medida para un
animal y se grafica la media +/- SD.

3.1.4.2. Evaluacion del comportamiento simil-ansiedad de los animales
CD1 WT y KO para el receptor CB1 en la prueba de campo abierto

A partir de estudios en humanos con desoérdenes de ansiedad, se postulé que los niveles
de ansiedad de un individuo podrian guardar cierta correlacion con su grado de
condicionamiento al miedo, y que individuos mas ansiosos pueden mostrar una
adquisicion mas fuerte o mas rapida de la respuesta condicionada que individuos menos
ansiosos [142, 146]. Con el fin de comparar la conducta simil-ansiosa de los fenotipos
WT y KO para el receptor CB1, evaluamos el comportamiento de los animales al
exponerlos por 5 minutos a la arena de la prueba de campo abierto en oscuridad. En
este ensayo trabajamos con dos grupos experimentales compuestos por 15 individuos
WT y 12 individuos KO y el protocolo se detalla en la seccién de materiales y métodos.
Cuando los ratones son introducidos en el centro del aparato del campo abierto, tienden
a explorar la zona periférica de la arena. Esta tendencia a permanecer cerca de las
paredes, conocida como tigmotaxia, disminuye gradualmente durante los primeros
minutos de exploracion. Los agentes ansioliticos disminuyen este comportamiento,
haciendo que los animales exploren antes el centro de la arena e ingresen mas veces a
este sector. Los parametros clasicos utilizados para estimar el comportamiento simil-
ansioso son el tiempo que tarda en ingresar el animal al centro de la arena (latencia al
centro) y el nUmero de veces que ingresa al centro durante el periodo de permanencia
en el aparato. Otros parametros cuya validez es mas discutida son el numero de
defecaciones y la actividad locomotora vertical, evaluada en funcion del numero de
veces que el animal se para sobre sus patas traseras (erguimientos o rearings). Al
comparar el desempefio de los ratones KO con respecto a los WT, no se observaron
diferencias significativas en la latencia al centro (tp4=1,494; P=0,1481), pero si se
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observé una disminucion significativa en el numero de veces en el centro (t22=2,508;
P=0,0200) y el numero de erguimientos (t22=4,4847; P<0,0001) y un incremento
significativo en el nimero de defecaciones (U=0,0; P<0,0001) (Fig. 3.5).
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Figura 3.5: Evaluacion del comportamiento simil-ansiedad en los ratones WT y KO para el CB1
mediante la prueba de campo abierto. Los pardmetros utilizados para la evaluacioén fueron el
tiempo que tardé en ingresar el animal al centro de la arena (latencia al centro) (A), el nUmero
de veces que el animal ingres6 al centro (B), el nUmero de veces que se par6 sobre sus patas
traseras (numero de erguimientos) (C) y el numero de deposiciones (D). Los resultados se
analizaron estadisticamente con el test de Student A, By C) o con el test no paramétrico de Mann
Whitney (D). Los datos de A se transformaron con la funcién y=cos(y) para que cumplan con los
supuestos de homocedasticidad y se grafican en el inserto A. Cada punto corresponde a la
respuesta medida para un animal y se grafica la media +/- SD (B, C e inserto A) o la madiana y
el rango intercuartil (A y D).

3.1.4.3. Evaluacion de la respuesta de los animales CD1 KO para el
receptor CB1 en la prueba de evitamiento inhibitorio

Con el objetivo de comparar el desempefio de los ratones WT y KO para el CB1 en la
prueba de evitamiento inhibitorio, los animales se entrenaron con un shock eléctrico de
0,35 mA e inmediatamente después se trataron via i.p. con vehiculo. Las latencias para
ingresar al compartimento oscuro el dia del entrenamiento no difirieron
significativamente entre grupos (U=36,50; P=0,1266). Al comparar las respuestas
medidas en la sesién de evaluacién con el test no paramétrico de Mann Whitney, se

52



RESULTADOS

encontré que los ratones KO para el receptor CB1 mostraron mayores latencias a las 48
hs en comparacion con los ratones WT (U=34,50; P=0,0344) (Fig. 3.6). Estos resultados
sugieren que el entrenamiento de evitamiento inhibitorio induciria en los ratones KO
para el CB1 la formacion de una memoria asociativa méas fuerte que en los ratones de
fenotipo salvaje, al entrenarlos con un shock eléctrico de 0.35 mA. Bajo estas
condiciones de la prueba conductual, la respuesta alcanzada por los KO se encuentra
muy cerca de los niveles maximos, lo cual dificulta el estudio de una posible interaccion
entre la dexametasona y la delecion genética del CB1. Decidimos modificar las
condiciones del entrenamiento con la finalidad de disminuir la respuesta basal de estos
animales durante la sesion de evaluacion.
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Figura 3.6: Respuesta de evitamiento inhibitorio de los ratones CD1 KO para el receptor CB1 al
entrenarlos con un shock eléctrico de 0,35 mA. Se trabajé con dos grupos experimentales, un
grupo de ratones WT y un grupo de ratones KO. Los animales se entrenaron en la prueba de
evitamiento inhibitorio aplicando un shock eléctrico de 0,35 mA y a las 48 hs se evalud la
retencion. En el grafico figuran las latencias medidas durante las sesiones de entrenamiento (0
hs) y de evaluacidn (48 hs). Los datos se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico
de Mann Whitney. Se compararon las latencias entre grupos experimentales dentro de cada
sesion (estadistica de latencias 0 hs indicada con letras en mindscula, estadistica de latencias
48hs indicada con letras en mayuscula). Cada punto corresponde a la respuesta medida para un
animal y se grafica la mediana y el rango intercuartil.

3.1.5. Estudio del efecto de la dexametasona sobre la respuesta de
evitamiento inhibitorio en animales KO para el receptor CB1

La magnitud de la respuesta de evitamiento inhibitorio puede depender del grado de
aversion del estimulo incondicionado. Para disminuir las latencias de retencion (48 hs)

53



RESULTADOS

de los ratones KO, con el propésito de evaluar un incremento en esta variable ante el
tratamiento con DEX 1,5 mg/kg, disminuimos el amperaje del shock eléctrico utilizado
durante el entrenamiento. En este ensayo trabajamos con cuatro grupos
experimentales. Ratones WT y KO recibieron un shock de menor intensidad (0,2 mA)
durante el entrenamiento. Inmediatamente después, se trataron via i.p. con una dosis
Optima de DEX (1,5 mg/kg) o vehiculo. A las 48 hs se evalud la retencién en los
animales. De esta manera, investigamos si la expresion del CB1 es necesaria para que
la dexametasona aumente la respuesta de evitamiento inhibitorio. Las latencias para
ingresar al compartimento oscuro el dia del entrenamiento no difirieron
significativamente entre grupos (H=1,573; P=0,6656). Al comparar las latencias medidas
en la sesiodn de evaluacion (48 hs), el andlisis de la varianza no paramétrico de Kruskal-
Wallis mostr6 un efecto general significativo entre los grupos experimentales (H=8,454;
P=0,0375). A partir de las comparaciones a posteriori no se encontraron diferencias
significativas entre las latencias de retencion de los animales WT y KO tratados con
vehiculo (P=0,5611). El grupo de animales WT tratado con dexametasona mostré un
incremento significativo en la latencia de retencion con respecto a los animales WT
tratados con vehiculo (P=0,0433). Este efecto no se observo en los animales KO, en
donde las latencias de retencién para los grupos experimentales KO vehiculo y KO DEX
no mostraron diferencias significativas (P=0,6417) (Fig. 3.7) Estos resultados sugieren
gue el efecto facilitador de la dexametasona sobre la formacion y expresion de memorias
asociativas evaluadas en la prueba de evitamiento inhibitorio requeriria la expresién del
a
oo
1

receptor CB1.
A
-l
Pa®  (Pa® P

PN CSEIN S SIN

Latencia en seg (mediana (rango intercuartil))

A
-

WT vehiculo
WT DEX 1,5 mglkg
KO vehiculo
KO DEX 1,5 ma/kg

300 4

A
200 -
100 I

o
m e O O

latencia (seg)

[=]
-bnm

-
L]

<!

%,
\9‘

Grupo Tratamiento N
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WT vehiculo 8 17 (11; 26) 160 (76; 198)
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KO vehiculo 13 17 (6,5; 42) 100 (17, 262)
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Figura 3.7: Respuesta de evitamiento inhibitorio de ratones KO para el receptor CB1 tratados
con dexametasona. Se trabajo con cuatro grupos experimentales, animales WT y KO para el
receptor CB1 se entrenaron en el aparato de evitamiento inhibitorio con un shock eléctrico de 0,2
mA. Luego del entrenamiento se les administrd DEX 1,5 mg/kg o vehiculo y a las 48 hs se evalué
la retencién. En el grafico figuran las latencias medidas durante las sesiones de entrenamiento
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(0 hs) y de evaluacion (48 hs). Los datos se analizaron estadisticamente con el andlisis de la
varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido por el test a posteriori de Dunn. Se
compararon las latencias entre grupos experimentales dentro de cada sesion (estadistica de
latencias 0 hs indicada con letras en minlscula, estadistica de latencias 48 hs indicada con letras
en mayuscula). Cada punto corresponde a la respuesta medida para un animal y se grafica la
mediana y el rango intercuartil.

El analisis global de las respuestas de evitamiento inhibitorio reportadas en este trabajo
sugiere la existencia de una interaccion entre el sistema endocannabinoide y el receptor
de glucocorticoides sobre la formacion de memorias asociativas entre un contexto y un
estimulo aversivo. Conocer con detalle las distintas vias de sefalizacion, los
intermediaros moleculares y los puntos de interaccion implicados y como esto podria
traducirse en un cambio conductual resulta esencial para comprender los mecanismos
gue subyacen el establecimiento de memorias. En consecuencia, decidimos estudiar en
el hipocampo de ratones CD1 posibles mecanismos moleculares que podrian
encontrarse implicados en estos procesos, analizando la modulacion de vias de
sefalizacibn que han sido previamente descriptas para los efectos de los
glucocorticoides sobre la consolidacion de la memoria. Las determinaciones se llevaron
a cabo en el hipocampo porque es un area del SNC implicada tanto en la consolidacion
como en la recuperacion de la memoria en la prueba de evitamiento inhibitorio [15], en
la que tanto el receptor CB1 [111] como el GR [147] presentan altos niveles de
expresion.

3.2. RESPUESTA CRUZADA ENTRE LOS RECEPTORES CB1 Y GR SOBRE LA
TRANSCRIPCION DE ZIF268 EN EL HIPOCAMPO DE RATONES CD1

Se ha propuesto que los glucocorticoides, actuando a través de mecanismos rapidos no
gendmicos, alteran la liberacion de diversos neurotransmisores responsables de los
cambios sinapticos necesarios para la consolidacion de la memoria. Estos mecanismos
se encontrarian mediados por la produccién de endocannabinoides y su sefializacion
retrégrada en las sinapsis neuronales. Por otro lado, también se ha propuesto que los
GCs podrian actuar a través de la induccion de IEGs (genes de expresion inmediata
temprana), tales como Zif268, un factor de transcripcion necesario para la consolidacién
de la memoria [21, 42, 43]. Hasta el momento no ha sido caracterizado el rol del sistema
endocannabinoide sobre dicho mecanismo. Es por ello que decidimos estudiar el rol de
la sefializacion del SEC a través de su receptor CB1 sobre la induccién de Zif268
dependiente del GR en el hipocampo murino.
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3.2.1. Efecto del entrenamiento en la prueba de evitamiento inhibitorio
sobre los niveles de mRNA de Zif268 en el hipocampo de ratones CD1

Si bien se ha demostrado que Zif268 presenta un rol critico en la formacién de memorias
a largo plazo en la prueba de evitamiento inhibitorio [4], decidimos confirmar el aumento
de sus niveles de mRNA en el hipocampo luego de la sesion de entrenamiento en
nuestro modelo animal. Para este ensayo trabajamos con dos grupos experimentales.
Durante la sesién de entrenamiento, un grupo experimental recibié un shock eléctrico
de 0,2 mA al ingresar al compartimento oscuro (con shock), mientras que el segundo
grupo no recibi6é shock eléctrico (sin shock). Luego del entrenamiento, los animales se
devolvieron a sus jaulas, a los 30 min se sacrificaron por dislocacién cervical y se les
removio quirdrgicamente el hipocampo. Se cuantificé por PCR en tiempo real los niveles
de mRNA. El protocolo detallado se encuentra en la seccion de materiales y métodos.
El grupo de animales que recibié shock eléctrico luego del entrenamiento presentd
niveles de mRNA de Zif268 significativamente mayores que el grupo sin tratar (U=0,0;
P=0,0286) (Fig. 3.8). Estos resultados sugieren que el entrenamiento de evitamiento
inhibitorio aumentaria la transcripcion de Zif268 en nuestro modelo animal.
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Figura 3.8: Niveles de Zif268 en el hipocampo de ratones CD1 WT entrenados en la prueba de
evitamiento inhibitorio con o sin shock eléctrico. En la sesi6n de entrenamiento, al ingresar al
compartimento oscuro, un grupo recibié un shock eléctrico de 0,35 mA (con shock; N=4) y otro
grupo no fue tratado (sin shock; N=4). Luego todos los animales fueron devueltos a sus jaulas y
a los 30 minutos se sacrificaron por dislocacién cervical y se les removid quirdrgicamente el
hipocampo. Los datos se analizaron estadisticamente con el test no paramétrico de Mann
Whitney. Se grafica la mediana y el rango intercuartil. Cada animal se midi6 por triplicado y el
promedio de esos valores se utilizé para el andlisis estadistico.
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3.2.2. Efecto de la dexametasona sobre los niveles de mRNA de Zif268 en
el hipocampo de ratones CD1 WT

Habiendo confirmado la induccion del mRNA de Zif268 en el hipocampo de ratones CD1
WT ante el entrenamiento en la prueba de evitamiento inhibitorio, decidimos estudiar en
este tejido la interaccién entre el sistema glucocorticoide y endocannabinoide sobre la
regulacion de la transcripcion de Zif268. En primera instancia, caracterizamos el efecto
de la dexametasona sobre este proceso. Ratones macho WT de 2 meses de edad
recibieron una inyeccion i.p. de 100 pl de DEX (1,5 mg/kg) o de vehiculo (SF). A distintos
tiempos, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se les removid
quirargicamente el hipocampo. Al comparar los niveles de mMRNA de Zif268
cuantificados por PCR en tiempo real, en analisis de la varianza no paramétrico de
Kruskal Wallis mostré un efecto general significativo entre los grupos experimentales
(H=31,39, P<0,0001). El tratamiento con DEX aumenté los niveles de mRNA de Zif268
de manera significativa a partir de los 30 minutos de la inyeccion (P=0,042), alcanzando
un valor maximo a la hora (P<0,0001) y bajando a los niveles basales a los 90 minutos
(P=0,6214). Una segunda induccién se observo a las 6 horas de tratamiento (P=0,0385)
(Fig. 3.9). Estos resultados sugieren que la dexametasona aumenta la transcripcion del
gen que codifica para Zif268 en el hipocampo murino.
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Figura 3.9: Niveles del mMRNA de Zif268 en el hipocampo de ratones CD1 WT ante el tratamiento
con dexametasona. Los animales se trataron via i.p. con DEX 1,5 mg/kg o vehiculo y se
sacrificaron por dislocacion cervical a distintos tiempos. Se muestran los niveles de mRNA de
Zif268 en el hipocampo cuantificados por PCR en tiempo real. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el analisis de la varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido por el
test a posteriori de Dunn. Los datos se compararon con respecto al basal (0 hs) Se grafica la
mediana y el rango intercuartil y cada punto refiere a por lo menos 3 animales medidos cada uno
por triplicado.
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Frente a este resultado resulta interesante mencionar que una cinética similar se ha
observado para la expresion de Zif268 ante el entrenamiento de ratas en la prueba de
evitamiento inhibitorio. La primera ola de induccion (detectada a las 3 hs post-
entrenamiento) participaria en la formacion de la memoria a largo plazo, mientras que
la segunda (detectada entre las 12 y las 24 hs post-entrenamiento) se encontraria
involucrada especificamente en el mantenimiento de la memoria [4].

3.2.3. Efecto de la dexametasona sobre los niveles de mRNA de Zif268 en
el hipocampo de ratones CD1 KO

Habiendo descripto que la expresion del receptor CB1 seria necesaria para que la
dexametasona aumente la respuesta de evitamiento inhibitorio y teniendo en cuenta que
se postula al sistema endocannabinoide como mediador de los efectos rapidos del GR
[84, 134, 136], decimos evaluar si la expresion del CB1 también es requerida para que
la dexametasona induzca la transcripcion de Zif268 en el hipocampo murino. Con dicha
finalidad comparamos el efecto de la dexametasona sobre los niveles de mRNA de
Zif268 en ratones KO para el receptor CB1 con respecto al fenotipo salvaje (WT). En
este experimento ratones WT y KO se trataron por via i.p. con DEX 1,5 mg/kg o vehiculo
y se sacrificaron por dislocacion cervical a la media hora o a las 6 horas. Un grupo de
individuos se sacrifico sin recibir tratamiento para cuantificar los niveles basales del
mensajero (0 hs). Al comparar los niveles de mRNA de Zif268 entre todos los grupos
experimentales realizando un ANOVA de dos factores se observd una interaccion
significativa entre la administracion de dexametasona y el genotipo (Fq, 31=17,29;
P<0,0001). Tras 30 minutos y 6 horas de tratamiento con DEX 1,5 mg/kg i.p. no se
observé ningun incremento significativo en los niveles de mRNA de Zif268 en estos
animales (Fig.3.10). La falta de efecto de la dexametasona en los ratones KO sugiere
gue el receptor CB1 participa de la modulacién del GR sobre la transcripcion de Zif268
en el hipocampo murino.

58



RESULTADOS

$
i
=
—

O

[\
1

] Q1)
— ©
—] Q)

mMRNA de Zif268
(veces sobre el vehiculo)
)

o

T
N 3
> &‘ Q'_;Q

P

Figura 3.10: Niveles de mRNA de Zif268 en el hipocampo de ratones WT y KO para el receptor
CBL1 tratados con DEX. Los animales se trataron por via i.p. con DEX 1,5 mg/kg o vehiculo y se
sacrificaron por dislocacion cervical a distintos tiempos. Se midieron los niveles de mRNA de
Zif268 en el hipocampo por PCR en tiempo real. Los resultados se analizaron estadisticamente
con el test ANOVA de dos factores (efecto de Dex-expresion del CB1) y con el test a posteriori
de Tukey. Se grafica la media +/- SD, que corresponde al valor promedio de por lo menos 4
animales medidos cada uno por triplicado.

3.2.4. Expresién basal del GR en ratones CD1 WT y KO para el receptor
CB1

Dado que la pérdida de la capacidad de la dexametasona para aumentar los niveles de
MRNA de Zif268 y la respuesta de evitamiento inhibitorio en los ratones KO para el
receptor CB1 podria deberse a una modificacion en la expresion del GR, decidimos
comparar los niveles de expresion de este receptor en el hipocampo murino de ambos
genotipos. Para este experimento, animales WT y KO para el CB1 en condiciones
basales se sacrificaron por dislocacién cervical y se les removié quirdrgicamente el
hipocampo. Los tejidos se procesaron para medir expresion proteica por WB. En
condiciones basales, no se observaron diferencias significativas en la expresion del GR
entre los ratones WT y KO (t¢=0,6193), sugiriendo que la disrupcion del efecto de la
dexametasona ocurre a través de un mecanismo que no involucra cambios en la
expresion basal del GR (Fig. 3.11).
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Figura 3.11: Niveles de expresién del GR en el hipocampo de ratones CD1 WT y KO para el
receptor CB1. Ratones WT y KO en condiciones basales se sacrificaron por dislocacion cervical
y se les removié quirargicamente el hipocampo. A) Western Blot para el GR y tubulina. Cada
calle corresponde a un animal distinto. B) Densitometria del Western Blot del GR relativizado a
tubulina. Los resultados se analizaron estadisticamente con el test de Student. Se grafica la
media +/- SD, que corresponde al valor promedio de 4 animales corridos cada uno por duplicado.

3.2.5. Modulacién del efecto de la dexametasona sobre los niveles de
Zif268 por parte de ligandos del receptor CB1

Como se menciond anteriormente, Zif268 es un gen de expresion inmediata temprana
o IEG, cuya transcripcion es rapidamente activada, y se encuentra asociada al proceso
de consolidacion de la memoria [42-44]. Sin embargo, también se ha demostrado que
una inducciéon mas tardia de su expresion seria la responsable sus efectos sobre el
mantenimiento de la memoria a largo término [4]. Las dos olas de induccién también se
observan en nuestros ensayos a nivel del mensajero de Zif268 en el hipocampo de los
ratones CD1 WT tratados por distintos tiempos con DEX 1,5 mg/kg.

En este experimento, animales WT o KO se pretrataron por 2 hs con un agonista del
CB1, HU210 (0,1 mg/kg), con el agonista inverso AM251 (1 mg/kg) o con vehiculo.
Luego, se les inyecté DEX 1,5 mg/kg i.p. o vehiculo y 6 hs después se los sacrificd por
dislocacion cervical. Inmediatamente después se les removié quirdrgicamente el
hipocampo. Al comparar los niveles de mRNA de Zif268 entre todos los grupos
experimentales realizando un ANOVA de dos factores se observé una interaccion
significativa entre los tratamientos y el genotipo (Fs, 50=30,90; P<0,0001) (Fig 3.12). A
partir de las comparaciones a posteriori en los animales WT se observé que el
tratamiento con HU210 per se no aumenta de manera significativa los niveles de Zif268
con respecto al vehiculo, pero al ser cotratado con la dexametasona incrementa el
efecto de este glucocorticoide. El tratamiento con el agonista inverso AM251 tampoco
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modificé de manera significativa los niveles del mensajero con respecto al vehiculo, pero
al ser cotratado con dexametasona revirtié el efecto del glucocorticoide, generando
valores menores a los del vehiculo (Fig 3.12). Estos resultados sugieren que si bien los
ligandos cannabinoides no presentarian un efecto per se sobre la transcripcion de Zif268
en el hipocampo a las 8 horas de tratamiento, el HU210 potenciaria el efecto de la
dexametasona sobre la segunda ola de induccién del mensajero mientras que el
agonista inverso del CB1 AM251 bloquearia por completo el efecto de este
glucocorticoide. Estos procesos se encontrarian mediados por la sefializacion de los
ligandos cannabinoides sobre el CB1 exclusivamente, ya que la modulacion se pierde
en los animales KO para el CB1.
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Figura 3.12: Niveles de mRNA de Zif268 en el hipocampo de ratones CD1 WT y KO para el
receptor CB1 tratados con ligandos cannabinoides del CB1 y dexametasona. Ratones WT o0 KO
para el CB1 se pretrataron via i.p. con HU210 0,1 mg/kg, AM251 1 mg/kg o vehiculo. A las 2
horas, se les administré via i.p. DEX 1,5 mg/kg o vehiculo y 6 horas después se sacrificaron por
dislocacion cervical. Se midieron los niveles de mRNA de Zif268 en el hipocampo por PCR en
tiempo real. Los resultados se analizaron estadisticamente con el test ANOVA de dos factores
(tratamientos-expresion del CB1) y con el test a posteriori de Tukey, comparando los datos para
cada fenotipo. Se grafica la media +/- SD, que corresponde al valor promedio de por lo menos 4
animales medidos cada uno por triplicado.

En conclusion, nuestros resultados muestran que el tratamiento con dexametasona 1,5
mg/kg i.p. aumenta los niveles de mRNA de Zif268 en el hipocampo de ratones CD1
WT. Esta induccién presentaria por lo menos dos olas, una rapida con un pico a la hora
de tratamiento y otra mas lenta detectada a las 6 horas post-inyeccién. La expresion del
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CBL1 seria necesaria para la induccion de ambas olas y la disrupcion del efecto de la
dexametasona ocurriria a través de un mecanismo que no involucra cambios en la
expresion basal del GR. El agonista del CB1 HU210, actuando a través del CB1,
incrementa el efecto de la dexametasona sobre la segunda ola de induccion, mientras
que el agonista inverso del CB1 AM251 revierte el efecto de este glucocorticoide.
Habiendo descripto una interaccion entre el sistema endocannabinoide y glucocorticoide
tanto a nivel de la formacion de memorias asociativas como a nivel molecular, sobre los
niveles de mMRNA de Zif268 en el hipocampo murino, decidimos continuar con el estudio
de la respuesta cruzada entre ambos sistemas en la linea celular HT22, con la finalidad
de ahondar en los mecanismos moleculares que podrian participar en este proceso.

3.3. RESPUESTA CRUZADA ENTRE LOS RECEPTORES CB1 Y GR SOBRE LA
TRANSCRIPCION DE ZIF268 EN LA LINEA CELULAR HT22

3.3.1. Caracterizacion de los sistemas glucocorticoide y
endocannabinoide endégenos de las HT22

El uso de lineas celulares ofrece ciertas ventajas a la hora de estudiar mecanismos
moleculares con respecto a los modelos in vivo y a los cultivos primarios [148]. El hecho
de poder controlar mas facilmente el ambiente en el que se encuentran inmersas las
células y de contar con un Unico tipo celular suele aumentar la reproducibilidad de los
resultados. Por su parte, las lineas celulares son faciles de manipular y de crecer si se
cuenta con las instalaciones necesarias [149]. Sin embargo, es importante conocer las
limitaciones de trabajar con un modelo celular, ya que las respuestas y los mecanismos
descriptos no pueden ser directamente extrapolados al modelo animal, sino que
previamente deben ser confirmados en esos sistemas. Debido a esto, es fundamental
seleccionar un modelo in vitro que muestre cierto grado de similitud con el modelo in
vivo. En particular, la linea celular HT22 derivada de hipocampo murino es facil de
cultivar y de amplificar ya que las células cumplen un ciclo de duplicacion cada 24 hs.
Ha sido descripto que esta linea celular expresa tanto el receptor CB1 como el GR [150,
151] y que la estimulacion de estas células con un pulso electromagnético aumenta el
contenido de los endocannabinoides anandamida (AEA) y 2-araquidonilglicerol (2-AG)
[152] en el cultivo celular. Esta caracteristica resulta sumamente interesante ya que se
postula que los GC aumentan el contenido de endocannabinoides en la sinapsis
neuronal y que, a través de este mecanismo, el SEC mediaria los efectos de los GC
sobre la consolidacion de la memoria [140]. En base a las caracteristicas que presenta
este modelo celular lo seleccionamos para continuar con el estudio de la respuesta
cruzada entre los receptores CB1 y GR sobre la transcripcion de Zif268 y ahondar en
los mecanismos moleculares que subyacen este proceso.
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La primera actividad consistié en la confirmacion de la expresién de los receptores CB1
y GR en esta linea celular. La expresién del GR se confirmd mediante WB, utilizando
como control positivo células HEK293T transfectadas con un pladsmido que codifica para
el GR (Fig. 3.13A). La presencia del receptor CB1 se corroboré por PCR en tiempo real,
evaluando el efecto de la transfeccién con un RNA de interferencia especifico contra el
receptor CB1 sobre el C; del amplicon correspondiente al cDNA de este receptor. Para
ello, células HT22 cultivadas por 24 hs en placas de 12 pocillos se transfectaron con
una secuencia inespecifica (sc-siRNA) o con un RNA de interferencia contra el
mensajero del CB1 (CB1-siRNA) y se cuantificaron por PCR en tiempo real los niveles
de mRNA del CB1 como se describe en materiales y métodos. El RNA de interferencia
especifico contra el CB1 disminuyd un 50% los niveles del mensajero de este receptor
(Fig 3.13B), confirmando que el mRNA detectado con esta técnica corresponde al
receptor CB1.

A HEKT g, HT22 B s
3
2
® 404
2
- o by
® Eﬂ.ﬁ—
GR D W= 2
“.ﬂ- T
l?-.
.f‘}@

Figura 3.13: Determinacion de la expresion del GR y de la presencia del mRNA del
receptor CB1 en la linea celular HT22. A) Células HEK293T cultivadas en placas de 12
pocillos se transfectaron con un plasmido que codifica para el GR. A las 48 hs se les
aspird el medio de cultivo y se obtuvieron extractos proteicos. En paralelo, células HT22
se cultivaron por 48hs en placas de 12 pocillos pero sin transfectar y se obtuvieron sus
extractos proteicos. Las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida al 12% y se
determinaron los niveles de expresién del GR mediante la técnica de western blot como
se describe en materiales y métodos. B) Células HT22 cultivadas en placas de 12
pocillos se transfectaron con sc-siRNA o CB1-siRNA. A las 48 hs se les aspir6 el medio
y se resuspendieron en Quick-Zol. Los niveles de mRNA correspondientes al CB1 se
cuantificaron mediante PCR en tiempo real. Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test de Student y representan la media +/- SD de dos
experimentos independientes realizados por triplicado (PCR).

Con el fin de evaluar la funcionalidad del GR enddgeno, células HT22 se transfectaron
con un sistema gen-reportero TAT3-Luc que codifica para la enzima luciferasa bajo el
control de un promotor regulado por el GR. Tras 24 hs de tratamiento con
dexametasona, se observo un incremento en la actividad de la luciferasa dependiente
de la concentracién de la droga (Fig 3.14A). La actividad genémica del GR enddgeno
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fue confirmada estudiando su capacidad para inducir la transcripcién del gen que
codifica para GILZ (glucocorticoid induced leucine zipper gen), clasicamente
transactivado por el GR [53]. A través de ensayos de PCR en tiempo real, medimos los
niveles de mMRNA de GILZ tras el tratamiento con dexametasona, observandose un
incremento significativo de sus niveles a las 6 hs de tratamiento (Fig 3.14B).
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Figura 3.14: Actividad transcripcional del GR endégeno de la linea celular HT22 evaluada sobre
el sistema gen-reportero TAT3-Luc (A) o sobre los niveles de mRNA de GILZ, un gen
clasicamente regulado por el GR (B). Los resultados de B se analizaron estadisticamente con el
test de Student. Los resultados representan la media +/- SD de dos experimentos
independientes realizados por triplicado.

Como se expuso anteriormente, el CB1 es un GPCR que al activarse se acopla a la
subunidad Gaip e induce una disminucién en los niveles de AMPc intracelulares. Para
evaluar la sefalizacion del CB1 en nuestro sistema, estudiamos el efecto del tratamiento
con su agonista AM356 o con su agonista inverso AM251 sobre la producciéon de AMPc.
Como era de esperar, al incubar por 20 minutos células HT22 con concentraciones
crecientes de AM356, se observé una disminucién en los niveles de AMPc dependiente
de la concentracion (Fig 3.15A). Por su parte, el agonista inverso AM251 muestra un
comportamiento atipico. Bajas concentraciones de este ligando aumentan los niveles de
AMPc, como es de esperar, pero concentraciones entre 1 uM y 10 uM bajan los niveles
de AMPc a valores basales generando una respuesta con forma de campana (Fig
3.15B).
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Figura 3.15: Modulacién de los niveles de AMPc frente al tratamiento con ligandos del CB1 en
HT22. Células HT22 se trataron con concentraciones crecientes del agonista CB1 AM356 por 20
minutos (A) o del agonista inverso del CB1 AM251 por 10 minutos (B). Los niveles de AMPc se
graficaron relativizados con respecto al basal y se ajustaron mediante regresiones no lineales.
Los resultados representan la media +/-SD de tres experimentos independientes realizados por
triplicado.

Este comportamiento atipico puede ser explicado de distintas maneras. Una posibilidad
es que a bajas concentraciones (10-100 nM) prime el efecto del AM251 como agonista
inverso del CB1 disminuyendo la actividad basal de dicho receptor y que, a
concentraciones mayores, la disminucion en los niveles de AMPc se deba a la union de
este ligando a otro receptor capaz de modular el AMPc. Otra explicacion posible para el
comportamiento encontrado seria que, a altas concentraciones, el AM251 aumente el
contenido algiin endocannabinoide a través de la modulacién del metabolismo de estos
compuestos. De esta manera la respuesta cuantificada resultaria de la competencia
entre este endocannabinoide, agonista del CB1, y el AM251, agonista inverso, por la
unién al receptor CB1.

Con el fin de evaluar si la respuesta originada por ambos ligandos sobre el AMPc se
encuentra mediada por la sefalizacién sobre el CB1, realizamos cotratamientos con su
antagonista selectivo O-2050. En nuestro sistema, el O-2050 no modula los niveles de
AMPc pero es capaz de bloquear el efecto del AM356 100 nM y 10 pM, confirmando
gue a ambas concentraciones, el AM356 sefializa a través del CB1 (Fig 3.168Ay B). El
cotratamiento del O-2050 con el AM251 10 nM bloquea completamente el incremento
de AMPc, indicando que la sefializacion a dicha concentracién también ocurriria a través
de la accion sobre el CB1 (Fig 3.16C). Mas dificil de interpretar resulta la figura 3.16D,
en la que se muestran los resultados obtenidos al evaluar el rol del CB1 sobre la
respuesta del AM251 10 puM. Esta concentracion de AM251 no modula de manera
significativa los niveles de AMPc, pero al cotratar con O-2050 la respuesta del AM251
aumenta de manera significativa.

Si la disminucién en los niveles de AMPc frente al tratamiento con AM251 10 uM con
respecto a las concentraciones 10-100 nM fuera consecuencia de la sefializacion de
este ligando sobre otro receptor, seria de esperar que esta disminucion se exacerbara
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al bloquear el efecto del AM251 sobre el CB1. Por el contrario, al cotratar con O-2050 la
respuesta medida aumentd, generando valores similares a los obtenidos con
concentraciones bajas de AM251. Este resultado sugiere que el ajuste con forma de
campana de la curva concentracion-respuesta de los niveles de AMPc ante el
tratamiento con AM251 no involucraria la sefalizacion del AM251 sobre otro receptor y
podria deberse al aumento del contenido de algun endocannabinoide en el cultivo
celular y que el O-2050 estaria compitiendo con estos ligandos por la unién al CB1. En
esta seccion informaremos otros resultados complementarios que brindan mas
evidencia para respaldar esta hipotesis.
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Figura 3.16: Implicancia del CB1 en la modulacion del AM356 y del AM251 sobre los niveles de
AMPc. Células HT22 se pre-trataron por 5 min con 0-2050 y luego por 20 min con AM356 100
nM (A) o 10 uM (B), o por 10 min con AM251 10 nM (C) o 10 pM (D). Los datos se analizaron
estadisticamente con un ANOVA de dos factores (ligando CB1-02050) seguidos por el test a
posteriori de Tukey. Los resultados representan la media +/-SD de tres experimentos
independientes realizados por triplicado.
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3.3.2. Efecto de los glucocorticoides sobre los niveles de mRNA de Zif268

Con el objetivo de evaluar el efecto de la activacion del GR sobre la transcripcion de
Zif268 en la linea celular HT22, se cuantificaron los niveles de mMRNA de dicho gen ante
el tratamiento con dexametasona y con el agonista fisiolégico del GR corticosterona
(CORT). A partir de los 20 min de tratamiento con DEX 100 nM se observé un aumento
significativo en los niveles de mRNA de Zif268. Esta induccién resulté maxima a los 30
min y volvié a sus niveles basales tras 60 min de estimulo (Fig 3.17A). El tratamiento
con CORT 100 nM por 30 min también es capaz de aumentar los niveles de mRNA de
Zif268, pero en menor medida que la DEX (Fig 3.17B). Estos resultados indican que
tanto el agonista natural del GR corticosterona como el agonista sintético dexametasona
son capaces de inducir un rapido incremento en los niveles de mRNA de Zif268.
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Figura 3.17: Efecto de los glucocorticoides sobre la transcripcion de Zif268. Células HT22
cultivadas en placas de 12 pocillos se trataron por distintos tiempos con DEX 100nM (A) o con
distintas concentraciones de DEX y CORT por 30 min (B). Los resultados se analizaron
estadisticamente con el test de ANOVA de un factor y con el test de Tukey comparando todos
los tratamientos entre si (A) o con el test de Dunnett, comparando cada tratamiento contra el
basal (B). Los resultados representan la media +/- SD de dos experimentos independientes
realizados por triplicado.

3.3.3. Efecto del agonista del CB1 AM356 y del agonista inverso AM251
sobre los niveles de mRNA de Zif268

Como se expuso anteriormente, la activacion del SEC facilita la consolidacion de la
memoria, y la expresion de Zif268 se encontraria implicada y resultaria necesaria para
este proceso. Por lo tanto, decidimos estudiar si la sefalizacion del CB1 también es
capaz de modular la transcripcién de Zif268 incubando células HT22 a distintos tiempos
con AM356 (Fig 3.18A) o con AM251 (Fig 3.18B y C). Para ambos ligandos se observo
un incremento significativo en los niveles de Zif268 a partir de los 20 min de tratamiento.
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El AM251 es capaz de aumentar la transcripcion tanto a una concentracion 10 nM como
a 10 uM.
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Figura 3.18: Efecto del AM356 y del AM251 sobre los niveles de mRNA de Zif268. Células HT22
cultivadas por 48 hs en wells de p12 se trataron por distintos tiempos con AM356 10 uM (A),
AM251 10uM (B) o por 20 min con AM251 10nM (C). Los resultados se analizaron
estadisticamente con un ANOVA de un factor y con el test a posteriori de Tukey comparando
todos los tratamientos entre si (A y B), o con el test de Student (C). Los resultados representan
la media +/- SD de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

3.3.4. Estudio de la interaccion entre el agonista del receptor CB1 AM356
y los GCs sobre los niveles de mRNA de Zif268

Habiendo caracterizado el efecto que presentan el sistema endocannabinoide y
glucocorticoide sobre la modulacion de los niveles de mRNA de Zif268, evaluamos la
existencia de una interaccion entre las sefializaciones de ambos sistemas sobre este
proceso, al activarlos con sus agonistas clasicos. Para ello, medimos los niveles del
mensajero de dicho gen frente a la activacién del CB1 y del GR cotratando las células
con AM356 10 pM y CORT 100 nM o con AM356 10 uM y DEX 100 nM. A los 20 y 30
min de tratamiento, cada ligando por separado indujo la transcripcion de Zif268 y el
cotratamiento potencio significativamente la respuesta. Este efecto se observo para los
dos GCs utilizados (Fig 3.19A, B, C y D). El AM356 aumenta el efecto de la DEX por lo
menos hasta la hora de tratamiento (Fig 3.19E).
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Figura 3.19: Niveles de mRNA de Zif268 ante el cotratamiento con AM356 y GCs. Células HT22
cultivadas por 48 hs en placas de 12 pocillos se trataron con AM356 10 uM, CORT 100 nM (A'y
B), DEX 100 nM (C, D y E) o con combinaciones de estos ligandos por distintos tiempos. Los
resultados se analizaron estadisticamente con un ANOVA de dos factores (Respuesta GC-
AM356) y con el test a posteriori de Tukey comparando las respuestas entre tratamientos para
cada tiempo por separado (A 'y B) y contra el basal. Los resultados representan la media +/- SD
de tres experimentos independientes realizados por triplicado.
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3.3.5. Estudio de lainteraccion entre el agonista inverso del receptor CB1
AM251 y dexametasona sobre los niveles de mRNA de Zif268

Como mostramos en resultados de la seccién anterior, el AM251 inhibiria el efecto de la
dexametasona sobre la transcripcion Zif268 en el hipocampo de ratones CD1 WT. En
nuestro sistema in vitro, este ligando per se induciria la transcripcién de dicho gen tanto
a bajas como a altas concentraciones. Con el fin de evaluar su efecto sobre la respuesta
de los GCs en las HT22, cotratamos las células con DEX 100 nM y AM251 (10 uM o 10
nM) por distintos tiempos. A todos los tiempos evaluados, el tratamiento con los ligandos
por separado aument6 los niveles de mRNA de Zif268, al igual que habiamos observado
en ensayos anteriores. A los 20 minutos, el cotratamiento de DEX y AM251 10 puM
potencio la respuesta medida (Fq, 18) = 5,261; p = 0,0341) (Fig. 3.20 A), pero a partir de
los 30 minutos, se revirtié por completo el efecto, alcanzando el mensajero sus valores
basales (Fig. 3.20 B y C). Los resultados obtenidos al cotratar las células con una
concentracion de AM251 10 nM mostraron el mismo patrén de respuesta, potenciando
la transcripcién a los 20 minutos (Fq, 9) = 27,66; p=0,0005) (Fig. 3.20 D) e inhibiendo la
respuesta a los 45 minutos de tratamiento (Fig. 3.20 E). El efecto del cotratamiento con
AM251 y DEX sobre la transcripcion de Zif268 presentaria dos etapas: una primera
etapa potenciadora a los 20 min de tratamiento, seguida por una segunda etapa
inhibitoria en la que se alcanzarian niveles de mRNA similares los basales.
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Figura 3.20: Niveles de mRNA de Zif268 ante el cotratamiento con AM251 y dexametasona.
Células HT22 cultivadas por 48 hs en wells de p12 se trataron con AM251 10 uM (A, B y C),
AM251 10 nM (D y E), DEX 100 nM o con combinaciones de estos ligandos por distintos tiempos.
Los resultados se analizaron estadisticamente con un ANOVA de dos factores (Rta GC-AM251)
y con el test a posteriori de Tukey comparando las respuestas entre tratamientos para cada
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tiempo por separado. Los resultados representan la media +/- SD de tres experimentos
independientes realizados por triplicado.

3.3.6. Estudio de lainteraccion entre el agonista inverso del receptor CB1
AM251 y corticosterona sobre los niveles de mRNA de Zif268

Con el fin de evaluar si la interaccién descripta entre el AM251 y la dexametasona
también se observa a nivel el glucocorticoide fisiolégico corticosterona, cotratamos las
células con AM251 10 uM y CORT 100 nM. Los resultados obtenidos mostraron el
mismo perfil que al utilizar dexametasona. A los 20 min de tratamiento, la CORT 100 nM
no aumentd de manera significativa los niveles de mRNA de Zif268 pero a este tiempo,
el cotratamiento con ambos ligandos potencié significativamente la respuesta (Fig
3.21A), mientras que a los 30 min inhibié por completo el aumento en los niveles del
mensajero (Fig 3.21B).
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Figura 3.21: Niveles de mRNA de Zif268 ante el cotratamiento con AM251 y corticosterona.
Células HT22 cultivadas por 48 hs en placas de 12 pocillos se trataron con AM251 10 uM, CORT
100 nM o con combinaciones de estos ligandos por 20 (A) o 30 minutos (B). Los resultados se
analizaron estadisticamente con un ANOVA de dos factores (Rta CORT-AM251) y con el test a
posteriori de Tukey. Para cada grafico se compararon todos los tratamientos entre si. Los
resultados representan la media +/- SD de tres experimentos independientes realizados por
triplicado.

Los resultados que obtuvimos tanto en los modelos in vitro como in vivo sugieren que la
dexametasona induciria la transcripcion de Zif268 y que la activacion del CB1 a través
de su ligando sintético AM356 potenciarian el efecto de los GCs sobre la transcripcion
de Zif268. En ambos modelos también pudimos observar que el agonista inverso del
CB1 AM251, actuando a través de dicho receptor, inhibiria el efecto de los GCs sobre
la transcripcion de Zif268 (a partir de los 30 min de tratamiento en las HT22). A pesar
de que existen ciertas discrepancias entre ambos sistemas, que analizaremos con mas
detalle en la discusion, consideramos que la linea celular HT22 resulta un modelo
adecuado para continuar con el estudio de los mecanismos moleculares que subyacen
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la interaccién entre ambos sistemas ya que los efectos inducidos por los ligandos y sus
cotratamientos resultan, en cierta medida, similares a los observados en el modelo in
vivo.

3.4. ESTUDIO DE LOS MECANISMOS MOLECULARES QUE SUBYACEN LA
RESPUESTA CRUZADA ENTRE LOS RECEPTORES CB1 Y GR SOBRE EL
CONTROL DE LA TRANSCRIPCION DE ZIF268 EN LA LINEA CELLAR HT22

3.4.1. Rol del SEC como mediador de los efectos de los GC sobre la
transcripcion de Zif268

3.4.1.1. Efecto de los GCs sobre los niveles de mRNA de Zif268 al
silenciar el receptor CB1 con RNA de interferencia

A partir de estudios realizados en modelos animales, se ha postulado que los efectos
rapidos de los GCs en los procesos de memoria se encontrarian mediados por el SEC,
en donde la unién de los GCs al GR regularia el metabolismo de la AEA y el 2-AG
aumentando la concentraciébn de estos en la sinapsis neuronal [136]. Nuestros
resultados in vivo con los ratones KO sugieren que los efectos que evaluamos para la
DEX también se encontrarian mediados por el SEC, debido a que, en los animales KO
para el CB1, la dexametasona no seria capaz de aumentar la respuesta de evitamiento
inhibitorio ni de inducir la transcripcion de Zif268. Como una primera aproximacion al
mecanismo celular que subyace a la interaccién entre ambos sistemas sobre el control
de la transcripcién de este gen, decidimos evaluar si la expresion del CB1 también seria
necesaria para que los GC induzcan la transcripciéon de Zif268 en la linea celular HT22.

Células HT22 se transfectaron de manera transitoria con el CB1-siRNA o sc-siRNA. A
las 24 hs se replaguearon a placas de 12 pocillos y a las 48hs se trataron con DEX 100
nM o con CORT 100 nM por 30 min. EI ANOVA de dos factores (respuesta del ligando
vs expresion del CB1) arroj6 una interaccion significativa tanto para la DEX (F,8=13,55;
p=0,0062) como para el glucocorticoide fisioldgico corticosterona (Fq8=12,86;
p=0,0071), indicando que sus efectos dependerian de la expresiéon del CB1. A partir de
las comparaciones a posteriori se observd que en las células transfectadas con la
secuencia inespecifica (sc-siRNA), ambos GCs aumentaron los niveles de mRNA de
Zif268. La transfeccion con el CB1-siRNA bloque6 por completo sus respuestas. (Fig
3.22Ay B).
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Figura 3.22: Niveles de mRNA de Zif268 ante el tratamiento con GCs en células HT22
transfectadas con un RNA de interferencia especifico contra el CB1. Células HT22 se
transfectaron con sc-siRNA o CB1-siRNA y a las 24 hs se replaquearon a placas de 12 pocillos.
A las 24 hs se hambrearon ON y cada transfeccion se tratdé por 30 min con CORT 100 nM (A) o
DEX 100 nM (B). Se midieron los niveles de mRNA de Zif268 por PCR en tiempo real. Los
resultados se analizaron estadisticamente con un ANOVA de dos factores (respuesta del ligando
vs expresion del CB1) seguido del test a posteriori de Tukey. Los resultados representan la media
+/- SD de dos experimentos independientes realizados por triplicado.

3.4.1.2. Determinacion de la actividad de la FAAH v del contenido de
AMPc ante el tratamiento con dexametasona

En nuestros modelos in vitro en in vivo, los GCs ejercerian sus efectos mediante la
activacion del receptor CB1. Un posible mecanismo que ya ha sido descripto en
hipocampo es el aumento de los niveles de anandamida (AEA) y/o 2-araquidonilglicerol
(2-AG) en el espacio extracelular [71, 137-139]. Como se expuso anteriormente, se ha
observado que la linea celular HT22 es capaz de sintetizar AEA y 2-AG ante un estimulo
electromagnético [152].

Debido a la baja concentracién alcanzada por la AEAy el 2-AG, el método utilizado para
su cuantificacion es la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) acoplada al método
de espectrometria de masa (ME). Como esta técnica no esta puesta a punto en el pais
para cuantificar estos compuestos, decidimos como primera aproximacion evaluar el
efecto de los glucocorticoides sobre la actividad de una enzima encargada de
metabolizar la AEA. La hidrolasa de amidas de &cidos grasos o FAAH (por sus siglas en
ingles fatty acida mide hydrolase) es una enzima que participa del metabolismo de la
AEA, degradandola a &cido araquidénico (AA) y etanolamina. Utilizando [*HJAEA es
posible determinar la actividad de esta enzima midiendo la produccion de
[*H]etanolamina. El sustrato de la reaccion es soluble en fase organica mientras que el
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producto que queda con la marca radiactiva (etanolamina) es soluble en fase acuosa, lo
cual facilita su separacion.

Para estudiar el efecto de la dexametasona sobre la actividad de la FAAH, células HT22
cultivadas en placas de 6 pocillos por 48 hs se trataron por distintos tiempos con DEX
100 nM. La actividad de la FAAH se determiné como se indica en materiales y métodos.
La hidrdlisis basal del sustrato marcado debido a la actividad de la FAAH resulté ser del
15% aproximadamente. El tratamiento con DEX 100 nM disminuyo significativamente la
actividad de la enzima a partir de los 5 min de tratamiento. Se observé una primera baja
en la actividad de la enzima que va desde los 5 hasta los 20 min presentando un pico
de actividad minima a los 10 min de tratamiento. A los 30 min vuelve a su actividad basal
pero a la hora de tratamiento se detecto otra baja significativa (Fig 3.23A).

Como la disminucién de la actividad de FAAH puede estar asociada a un aumento en la
concentracion de AEA presente en el medio de cultivo celular debido a una disminucion
en su degradacion, como paso siguiente decidimos evaluar el efecto de la DEX sobre
cascadas de sefializacion clasicamente moduladas por este endocannabinoide. Como
hemos mencionado, la AEA es un agonista del CB1, al unirse a este receptor induce su
acople a la proteina Gio y disminuye los niveles de AMPc intracelulares. En la linea
celular HT22, la DEX 100 nM disminuyé los niveles de AMPc a los 5 y 10 min de
tratamiento (Fig. 3.23B). El perfil este gréafico es similar al que se obtuvo al medir la
actividad de la FAAH, sugiriendo que este efecto puede estar asociado a la disminucion
de la degradacién de la AEA y, por consiguiente, al aumento de su concentracion en el
cultivo celular.
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Figura 3.23: Actividad de la FAAH y niveles de AMPc ante el tratamiento con dexametasona en
lalinea celular HT22. A) Células HT22 cultivadas por 48 hs en placas de 6 pocillos se hambrearon
por 2 horas y se trataron por distintos tiempos con DEX 100 nM. Se determind la actividad de la
FAAH como se detalla en la seccion de materiales y métodos. B) Células HT22 cultivadas por
48 hs en placas de 24 pocillos se hambrearon por 2 horas y se pretrataron por 10 min con IBMX
y luego por distintos tiempos con DEX 100 nM. Los datos se analizaron con un ANOVA de un
factor seguido por el test a posteriori de Dunett comparando cada tiempo contra el basal. Los
resultados representan la media +/- SD de tres experimentos independientes realizados por
duplicado (FAAH) o triplicado (AMPc).
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Con el objetivo de confirmar que la respuesta inducida por la DEX sobre los niveles de
AMPc se encuentra mediada por la sefializacién de la AEA sobre el receptor CB1,
medimos la respuesta de la DEX en presencia del antagonista selectivo del CB1 02050.
Para ello, células HT22 cultivadas por 48 hs en placas de 24 pocillos se hambrearon por
2 hs y se estimularon con DEX 100 nM, con O-2050 10 uM o con combinaciones de
estos ligandos (Fig. 3.23B). EI ANOVA de dos factores arrojé una interaccion
significativa entre la DEX y el antagonista del CB1 O-2050. El cotratamiento con el O-
2050 revierte el efecto de la dexametasona sobre los niveles de AMPc. En su conjunto,
estos resultados sugieren que sugiere que, tras la uniéon del glucocorticoide a su
receptor, este disminuye la actividad de la FAAH, aumentando de este modo la
concentracion de AEA en el cultivo celular, la cual sefializando a través del receptor
CB1, disminuye los niveles del segundo mensajero AMPc.
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Figura 3.24: Niveles de AMPc ante el tratamiento con DEX y O-2050 en la linea celular HT22.
Células HT22 cultivadas por 48 hs en placas de 24 pocillos se hambrearon por 2 horas y se
pretrataron por 10 min con IBMX, luego por 5 min con O-2050 10 uM y luego por 10 min con DEX
100 nM. Los datos se analizaron con un ANOVA de dos factores seguido por el test a posteriori
de Tukey comparando todos los tratamientos entre si. Los resultados representan la media +/-
SD de dos experimentos independientes realizados por duplicado.

3.4.1.3. Determinacion de la actividad de la FAAH ante el tratamiento con
AMZ251 en la linea celular HT22

Como hemos mencionado, el agonista inverso AM251 presenta un comportamiento
atipico sobre la modulacién de los niveles de AMPc que puede ser explicado de distintas
maneras. A partir de los resultados obtenidos ante el cotratamiento con el antagonista
selectivo del CB1 0O-2050, hipotetizamos que a altas concentraciones de AM251, este
ligando podria estar aumentando el contenido de algin endocannabinoide en el cultivo
celular, y que la respuesta medida es consecuencia de la competencia entre ambos
cannabinoides sobre el receptor CB1. Con el objetivo de evaluar si el comportamiento
del AM251 sobre la modulacién de los niveles de AMPc involucra el aumento del
contenido de algin endocannabinoide en el cultivo celular, determinamos la actividad
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de la FAAH ante el tratamiento por 20 min con AM251 10 uM. Para ello, células HT22
cultivadas en placas de 6 pocillos por 48 hs se trataron por 20 minutos con AM251 10
UM y con DEX 100 nM como control positivo. La actividad de la FAAH se determino
como se indica en materiales y métodos. La hidrélisis basal del sustrato marcado debido
a la actividad de la FAAH resulté ser del 15% aproximadamente. El tratamiento tanto
con AM251 (P=0,0317) como con DEX 100nM (P=0,0126) disminuyd significativamente
la actividad de la enzima (Fig. 3.25). Si bien méas estudios son necesarios para confirmar
gue altas concentraciones de AM251 aumentan el contenido de anandamida a través
de la inhibicidon de la FAAH, los resultados que presentamos hasta el momento sugieren
gue el efecto que este ligando ejerce sobre los niveles de AMPc se encontraria mediado
por un mecanismo relacionado.
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Figura 3.25: Actividad de la FAAH ante el tratamiento AM251 en la linea celular HT22. Células
HT22 cultivadas por 48 hs en placas de 6 pocillos se hambrearon por 2 horas y se trataron por
20 minutos con AM251 10uM. Se determiné la actividad de la FAAH como se detalla en la seccién
de materiales y métodos. Los datos se analizaron con un ANOVA de un factor seguido por el test
a posteriori de Dunett comparando cada tratamiento contra el basal. Los resultados representan
la media +/- SD de dos experimentos independientes realizados por duplicado.

3.4.2. Rol de ERK en el mecanismo que subyace la interaccion entre el GR
y el CB1 sobre laregulacion de la transcripcion de Zif268

Como se detall6 en la introduccion, la via de las MAPKs presenta un rol primordial en la
formacion de memorias a largo plazo al integrar las sefiales inducidas por la activacion
de multiples receptores neuronales. En el hipocampo de ratas se observé una activacion
rapida y transitoria de ERK ante la experimentacion de situaciones aversivas [153] y la
activacion de esta via es requerida para la consolidacién de la memoria en mamiferos
[154]. El tratamiento con el inhibidor de MEK PD 98059, interfiere negativamente de
manera dosis-dependiente sobre la consolidacion de la memoria evaluada en la prueba
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de evitacién inhibitoria en un modelo de rata [155]. La activacion de esta cascada da
lugar a la fosfosforilacién de factores de transcripcién y a la induccion de genes blanco
tales como Zif268 [39].

Por otro lado, ha sido descripto que el SEC actuando a través del CB1 es capaz de
modular la actividad de la via de las MAPKs [130]. En base a estos antecedentes
decidimos estudiar el efecto de los cannabinoides sintéticos AM356 y AM251 sobre la
activacion de ERK y el rol de la activacion de esta kinasa en la interaccion entre el CB1
y GR sobre el control de la transcripcion de Zif268.

3.4.2.1. Efecto de los cannabinoides AM356 y AM251 sobre la
fosforilacion de ERK1/2

Estudios previos han demostrado que el CB1 puede inducir la activacion de la via de las
MAPKSs, incluyendo la activacién de ERK. Esta respuesta depende del tipo celular y del
ligando implicado [132]. En nuestro modelo celular, el efecto sobre la fosforilacion de
ERK de los ligandos CB1 que utilizamos no ha sido estudiado hasta el momento. Es por
ello que decidimos medir mediante WB los niveles de fosforilacién de esta proteina ante
el tratamiento con AM356 10 uM y AM251 10 pM a distintos tiempos. Utilizamos como
control positivo un tratamiento por 5 min con SFB al 30%. Como el AM251 es
considerado un agonista inverso del CB1, también realizamos cotratamientos entre
ambos ligandos con el fin de evaluar un posible bloqueo del efecto del AM356,
pretratando por 5 min con AM251. El AM356 aumenta los niveles de pERK1/2 a los 15
y 30 min de tratamiento. EI AM251, durante los primeros 5 min, induce una leve
disminucidn significativa en los niveles de pERK, pero a partir de los 15 min aumenta la
fosforilacion de esta kinasa, alcanzando niveles similares a los generados por el AM356.
A los 30 min, también induce la fosforilaciéon de ERK pero en menor medida que el
AM356. A este tiempo, el pretratamiento con AM251 bloquea la respuesta del AM356,
indicando que ambos ligandos estarian actuando a través del mismo receptor (Fig 3.26).
Debido a que a estas concentraciones de trabajo estos cannabinoides presentan efectos
diferentes sobre los niveles de AMPc, se podria pensar que el efecto sobre la
fosforilacion de ERK ocurriria a través de un mecanismo independiente de la modulacién

de este segundo mensajero.
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Figura 3.26: Niveles de fosforilacion de ERK1/2 en células HT22 tratadas con AM356 y AM251.
Células HT22 cultivadas por 48hs en placas de 12 pocillos se hambrearon por 2 horas y se
trataron por distintos tiempos con AM356 10 uM, AM251 10 pM o combinaciones de estos
ligandos. Los cotratamientos se realizaron pretratando las células por 5 min con AM251 10 uM
seqguido del agregado de AM356 10 uM. Como control positivo de la activaciéon de ERK, un pocillo
con células se tratd por 5 minutos con SFB al 30% (Ultima calle de B). A) Densitometria del
western blot. B) Western blot de pERK1/2 y B-tubulina. Los resultados se analizaron
estadisticamente con un ANOVA de un factor, comparando los tratamientos de cada tiempo por
separado. Los resultados representan la media +/- SD de dos experimentos independientes.

3.4.2.2. Efecto del inhibidor de MEK PD98059 sobre la respuesta cruzada
entre los receptores GR y CB1 a nivel del mRNA de Zif268

La fosforilaciéon y activaciéon de ERK1/2 se encuentra mediada por las kinasas MEK1 y
MEK?2. Utilizamos el inhibidor de MEK1/2 PD98059 para estudiar el papel de ERK sobre
la induccién de la transcripcién de Zif268 regulada por el GR y el CB1. Células HT22 se
pretrataron por 30 min con PD98059 5 uM y luego se incubaron por otros 20 min con
AM356 10 pM, AM251 10 uM, DEX 100 nM o combinaciones de estos ligandos. El
pretratamiento con el inhibidor de MEK1/2 disminuye la transcripcion basal de este gen
de manera significativa (Fig 3.27A, inserto). Como habia sido determinado previamente,
el estimulo con los ligandos por separado aumentd en todos los casos la respuesta
medida. Todos los ligandos probados y sus cotratamientos perdieron su efecto inductor
al ser pretratados con PD98059 5 uM (Fig 3.27A). Los mismos resultados se obtuvieron
al tratar las células con CORT 100nM en lugar de DEX (Fig 3.27B). La activacion de
ERK parece ser sumamente necesaria para la transcripcion de Zif268 controlada tanto
por el CB1 como por el GR.
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Figura 3.27: Niveles de mRNA de Zif268 en células HT22 ante el cotratamiento con PD98059,
AM356, AM251 y GCs. Células HT22 cultivadas por 48 hs placas de 12 pocillos se pretrataron
por 30 min con PD98059 5 uM y luego se incubaron por otros 20 min con AM356 10 uM, AM251
10 uM, DEX 100 nM (A), CORT 100 nM (B) o combinaciones de estos ligandos. Los resultados
se analizaron estadisticamente con un ANOVA de dos factores (ligandos-PD 98059) y con el test
a posteriori de Tukey comparando los tratamientos con o sin PD 98059 por separado. Inserto en
A: Células HT22 cultivadas por 48 hs en wells de p12 se trataron por 50 min con PD98059 5 uM.
Los resultados se analizaron estadisticamente con el test de Student de dos colas. Los resultados
representan la media +/- SD de tres experimentos independientes realizados por triplicado.

A partir de estos resultados y teniendo en cuenta que los ligandos cannabinoides
aumentan los niveles de fosforilacion de ERK, se podria pensar que el AM356 y el
AM251 inducen la transcripcion de Zif268 actuando a través de activacion de esta
kinasa. Por otro lado, nuestros resultados dan indicios de que la activacion de ERK seria
sumamente necesaria para la transcripcion de Zif268 ya que el tratamiento con
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PD98059 disminuye la transcripcion basal de dicho gen e inhibe los efectos
potenciadores de todos los cotratamientos. Se ha hipotetizado a partir de estudios
moleculares en pruebas conductuales, como el miedo condicionado y el laberinto
acuético de Morris, que la via de sefalizacion ERK1/2-MSK1/2-Elk1 originaria una
marca epigenética requerida para la transcripcion de este gen en la neurona granulosa
del giro dentado. Esta marca revertiria la condensacion de la cromatina permitiendo la
transcripcién de dicho gen [86]. Los resultados tan contundentes en las HT22 dan idea
de que un mecanismo similar podria estar llevandose a cabo en este sistema.

3.4.2.3. Estudio de la interaccion entre el AM356 v la dexametrasona
sobre la fosforilacion de ERK

En la busqueda de un mecanismo que explique la respuesta cruzada entre el CB1l y el
GR sobre la transcripcion de Zif268, decidimos evaluar el efecto de la sefializaciéon de
ambos sistemas sobre la activacion de la via de las MAPKs, midiendo los niveles de
pPpERK mediante la técnica de Western Blot ante cotratamientos con AM356 y Dex.
Células HT22 se trataron por distintos tiempos con AM356 10 uM, DEX 100 nM o con
combinaciones de estos ligandos. Para controlar que la modulacion observada
corresponda a cambios en la fosforilacion de ERK, en algunos casos también realizamos
los mismos estimulos pretratando las células con el inhibidor de MEK1/2 PD 98059 5
HUM. Como control positivo de la banda de pERK1/2 estimulamos un pocillo de células
con SFB al 30% por 5 min. A partir de los 15 min de tratamiento, la DEX 100 nM también
aumenté los niveles de pERK1/2, pero en menor medida que el AM356 10 pM. Al
cotratar las células con ambos ligandos, la activacion resulté igual (15 min) (Fig. 3.28A)
o menor (20 y 30 min) (Fig. 3.28B y C respectivamente) que la inducida por el AM356
per se. Es decir, los efectos no se potencian ni se suman, sino que estos ligandos
estarian “compitiendo” por la activacion de ERK. Si bien la activacion de esta kinasa
resulta crucial para la trascripcién de Zif268 y tanto el AM356 como la DEX aumentan
sus niveles de fosforilacion, su activacidn no participaria en la interaccion positiva entre
estos dos compuestos sobre la induccion de Zif268. Estos resultados se podrian
interpretar teniendo en cuenta que la DEX inhibe la actividad de la FAAH y podria estar
aumentando el contenido de AEA presente en el medio de cultivo celular. En este caso,
al coestimular las células con AM356 y DEX, la respuesta originada sobre la activacion
de ERK resultaria de la competencia entre un agonista total (AM356) y un agonista
parcial (AEA).
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Figura 3.28: Niveles de fosforilacién de ERK1/2 cotratadas con AM251 y dexametasona. Células
HT22 cultivadas por 48 hs en placas de 12 pocillos se hambrearon por 2 horas y se trataron por
15 (A), 20 (B), o 30 minutos (C) con AM356 10 uM, DEX 100 nM o combinaciones de estos
ligandos. Las células estimuladas con PD 98059 5 uM se pre-trataron con este ligando 2X por
30 min. Como control positivo de la activacion de ERK, un pocillo con células se estimulé por 5
minutos con SFB al 30%. Los controles se utilizaron para la identificacién de las bandas y no se
incluyeron en el analisis densitométrico. Los resultados se analizaron estadisticamente con un
ANOVA de un factor seguido del test a posteriori de Tukey, comparando todos los tratamientos
entre si. Los resultados representan la media +/- SD de dos experimentos independientes.

3.4.2.4. Estudio de la interaccién entre el AM251 y la dexametasona sobre
la fosforilacién de ERK

Como el efecto del cotratamiento del AM251 y la DEX sobre la transcripcion de Zif268
depende del tiempo, realizamos una cinética de activacion de ERK con el fin de
comprender el rol de la via de las MAPKs en cada una de las etapas de este proceso.
Para ello, medimos los niveles de fosforilacion de ERK ante el tratamiento con AM251
10 uM, DEX 100 nM y combinaciones de estos ligandos a distintos tiempos. En
concordancia con los resultados mostrados en la Fig 3.25, ante 5 min de tratamiento, el
AM251 inhibe disminuye la fosforilacion de ERK pero a partir de los 10 min la aumenta
de manera significativa. Esta respuesta se mantiene hasta por lo menos unos 45 min de
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estimulo y presenta un pico a los 20 min. Por su lado, la DEX también aumenta la
fosforilacion de ERK entre los 15 y los 30 min de tratamiento, pero en menor medida
gue el AM251. La respuesta medida ante el cotratamiento con AM251 y DEX result6 en
todos los tiempos menor a la generada por cada uno de los ligandos por separado,
excepto para los 5 min de tratamiento. EI ANOVA de dos factores (DEX-AM251)
realizado para cada tiempo arrojé una interaccion significativa en todos los casos (Fig
3.29). Estos resultados podrian indicar que la via de las MAPKSs podria estar involucrada
en la etapa inhibitoria de la transcripcion de Zif268 regulada por el co-tratamiento con
AM251 y DEX y que la etapa potenciadora actuaria a través de otros mecanismos.
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Figura 3.29: Niveles de fosforilacién de ERK1/2 cotratadas con AM251 y dexametasona. Células
HT22 cultivadas por 48hs en placas de 12 pocillos se hambrearon por 2 horas y se trataron por
distintos tiempos con AM251 10 pM, DEX 100 nM o combinaciones de estos ligandos. A) Western
blot de pERK1/2 y GAPDH. B) Densitometria del western blot. Los resultados se analizaron
estadisticamente con un ANOVA de dos factores (DEX-AM251) para cada tiempo por separado,
seguido del test a posteriori de Tukey, comparando todos los tratamientos entre si y contra el
basal. Los resultados representan la media +/- SD de tres experimentos independientes.
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3.4.3. Efecto del AM356 y de la dexametasona sobre la fosforilacién de
ERK al silenciar el receptor CB1 con RNA de interferencia

A partir de la medicion de los niveles de fosforilacion de ERK en presencia de DEX y
AM356 hipotetizamos que el efecto de la DEX podria estar mediado por el aumento de
AEA en el cultivo celular debido al efecto inhibitorio de este glucocorticoide sobre la
FAAH. En dicho caso, la respuesta inducida por la DEX se encontraria mediada por la
sefalizacion de la AEA sobre el receptor CB1. Con el fin de confirmar si este receptor
participa de la activacién de ERK inducida por la DEX, decidimos medir la capacidad de
este ligando de fosforilar ERK al silenciar el CB1 utilizando un RNA de interferencia.
Para ello, células HT22 se transfectaron de manera transitoria con un siRNA contra el
MRNA gue codifica para este receptor (CB1-siRNA) o con una secuencia control que no
interfiere con ninglin MRNA (sc-siRNA). A las 24 hs las células se volvieron a sembrar
en placas de 12 pocillos y a las 48hs se trataron con AM356 10 uM (control positivo) o
con DEX 100 nM por 15 min (Fig.3.30). Para confirmar la disminucién de la expresion
del CB1 en las células transfectadas con el CB1-siRNA, se plaqued un pocillo extra de
cada transfeccion y se cuantificaron sus niveles basales de mRNA por PCR en tiempo
real.

La estadistica de los resultados se analizé comparando cada ligando contra el basal. El
ANOVA de dos factores (respuesta del ligando vs expresiéon del CB1) arroj6 una
interaccion significativa para todos los ligandos probados, indicando que sus efectos
dependen de la expresion del CB1. En las células transfectadas con la secuencia
inespecifica (sc-siRNA), ambos ligandos indujeron la fosforilacion de ERK. La
transfeccion con el CB1-siRNA bloquea por completo la respuesta de la DEX 100 nM y
parcialmente la del AM356 10 uM (Fig 3.30B). Estos resultados sugieren por un lado
que el AM356 activaria ERK sefializando a través del receptor CB1. Teniendo en cuenta
gque la dexametasona disminuye la actividad de la FAAH en este modelo celular, y que
el silenciamiento del receptor CB1 disminuiria el efecto de este GC sobre la activacion
de ERK, probablemente el aumento de la fosforilacion de ERK inducido por la
dexametasona se deba al aumento del contenido de anandamida en el cultivo celular y
al efecto de este endocannabinoide sobre el CB1.
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Figura 3.30: Niveles de fosforilacion de ERK ante el tratamiento con AM356 y DEX en células
HT22 transfectadas con CB1-siRNA. Células HT22 se transfectaron con sc-siRNA o CB1-siRNA
y a las 24 hs se replaquearon a placas de 12 pocillos. A las 48 hs se hambrearon por 2 horas y
cada transfeccion se traté por 15 min con AM356 10 uM o Dex 100 nM A) Western blot de
pERK1/2 y B-tubulina. B) Densitometria del western blot. Los resultados se analizaron
estadisticamente con un ANOVA de dos factores (respuesta del ligando vs expresion del CB1)
comparando cada ligando contra el basal, seguido del test a posteriori de Tukey. Los resultados
representan la media +/- SD de dos experimentos independientes.

Los resultados obtenidos en este modelo celular describen mecanismos moleculares
que podrian participar de la interacciébn entre el sistema endocannabinoide y
glucocorticoide sobre la formacibn de memorias aversivas. Estos mecanismos
involucran la modulacion de la actividad de la FAAH, la sefializacion del receptor CB1,
cambios en los niveles de fosforilacion de ERK y la modulacion de la transcripcion de
Zif268.
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El trabajo realizado durante el desarrollo de esta tesis permiti6 ampliar nuestros
conocimientos al explorar diversos campos. Por un lado, aportamos evidencia sobre el
rol del sistema endocannabinoide, y en particular del receptor CB1, como mediador de
los efectos de los glucocorticoides sobre procesos que podrian estar implicados en la
formacion de memorias aversivas. Por el otro, postulamos un mecanismo de accién
novedoso para el efecto de los glucocorticoides sobre el aumento del contenido de
anandamida en el SNC que involucraria la modulacion de la actividad de la hidrolasa de
amidas de acidos grasos. También caracterizamos la interaccion entre cannabinoides
sintéticos del CB1 y GCs sobre la regulacion de los niveles de mRNA de Zif268 y
estudiamos el rol de la kinasa ERK en dicho proceso. Este trabajo nos permitio
corroborar nuestra hipotesis al observar que el agonista del CB1 AM356 potencia el
efecto de la dexametasona sobre la latencia de retencion en la prueba de evitamiento
inhibitorio, y que en los ratones KO para el receptor CB1 este glucocorticoide pierde su
efecto facilitador. A continuacion, se discuten los aspectos mas relevantes surgidos de
este estudio.

4.1. MECANISMOS MOLECULARES QUE ESTARIAN IMPLICADOS EN LOS
EFECTOS DE LOS CANNABINOIDES SINTETICOS SOBRE LA
MODULACION DE MEMORIAS AVERSIVAS

Hasta el momento, el mecanismo de accion propuesto para el SEC como facilitador de
la consolidacién de la memoria involucra la liberacion del neurotransmisor GABA y la
modulacion de la actividad GABAérgica [136]. El receptor CB1 se sobreexpresa en las
interneuronas GABAérgicas de la amigdala basolateral (ABL) y se ha demostrado que
su activacion suprime la liberacién de GABA [112, 156] a través de la inhibicion de la
entrada de Ca?" en las terminales [98, 157]. Se encuentra bien establecido que el
sistema GABAérgico de la amigdala participa en la modulacién de la memoria, ya que
la infusion de antagonistas del receptor GABA en la ABL facilitaria la consolidacion de
la memoria [2].

En este contexto, el presente trabajo provee evidencia novedosa de que ligandos
cannabinoides sintéticos, actuando a través del receptor CB1, podrian modular la
consolidacion de la memoria induciendo la transcripcion de Zif268. En la linea celular
HT22, tanto el agonista CB1 AM356 como el agonista inverso AM251 aumentan los
niveles del mMRNA de este IEG. En el hipocampo de los ratones CD1 WT, si bien se
registré un aumento en los niveles del mensajero de 1,5 veces con respecto al vehiculo
ante el tratamiento con el agonista CB1 HU210, este incremento no resulto significativo.
El AM251 tampoco mostro un efecto per se sobre este proceso en el hipocampo murino.
Existen discrepancias en los protocolos entre ambos sistemas que podrian haber dado
origen a este resultado, como por ejemplo el tiempo de estimulo utilizado. Se ha
encontrado que la administracion aguda del cannabinoide natural A-9-
tetrahidrocannabinol (THC) induce la expresion répida de Zif268 en la corteza cingulada,
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nucleo estriado, corteza fronto-parietal y en el hipocampo [158] y también aumenta la
transcripcién de Zif268 en el hipocampo murino [159]. En base a nuestros resultados in
vitro y a la informacion presente en bibliografia deberiamos corroborar el efecto de estos
ligandos sintéticos sobre la modulacion de los niveles de mRNA de Zif268 a tiempos
cortos de tratamiento en el hipocampo murino.

Resulta interesante mencionar la correlacion observada entre los resultados obtenidos
en la linea celular y los efectos de ciertos cannabinoides sintéticos sobre la
consolidacion de memorias aversivas. Si bien el AM356 a la dosis utilizada no aumento
de manera significativa la respuesta de evitamiento inhibitorio, se ha determinado que
el agonista del receptor CB1 WIN55,212-2 aumenta la latencia de retencién de manera
dosis dependiente al ser evaluada en la misma prueba conductual [84]. Por su parte, la
administracion post-entrenamiento del agonista inverso AM251 también aumenta la
respuesta de evitamiento inhibitorio al entrenar animales utilizando un protocolo de baja
aversion (0,2mA; 2seq) [133].

Teniendo efectos opuestos sobre la actividad del CB1 dependiente de la proteina Gaipo,
el agonista AM356 y el agonista inverso AM251 inducen la transcripcion de Zif268.
Nuestros resultados sugieren que este efecto se ejerce a través de la activacion de ERK
ya que ambos ligandos se comportan como agonistas en funcién de la activacion de
esta kinasa, y que la induccién de la transcripcion de Zif268 se pierde al cotratar las
células con el inhibidor de MEK PD 98059. En base a estos resultados y teniendo en
cuenta el rol fundamental de esta kinasa en la consolidacién de la memoria y que
también se ha observado en oligodendrocitos que WIN55,212-2 aumenta sus niveles de
fosforilacion [160], la activacion de ERK podria estar mediando los efectos de los
cannabinoides sobre la consolidacién de memoria.

4.2. ROL DEL SEC, SENALIZANDO A TRAVES DEL RECEPTOR CB1, EN LA
FORMACION DE MEMORIAS EVALUADAS EN LA PRUEBA DE
EVITAMIENTO INHIBITORIO

Al estudiar el comportamiento de los ratones KO en la prueba de evitacion pasiva, se
observé que estos presentan un incremento significativo en la formacién de la memoria
asociativa evaluada en la prueba de evitamiento inhibitorio con respecto al fenotipo
salvaje al aplicar un shock eléctrico de 0,35 mA, pero no se observan diferencias
significativas entre los fenotipos al trabajar con un amperaje de 0,2 mA. En este caso en
particular, nos referimos al desempefio global de los animales en la prueba y no
especificamente a la consolidacién porque las fases de adquisicién y evocacion también
se ven afectadas por la delecion genética del CB1. Esta dependencia del efecto de la
delecién genética del CB1 con el grado de aversion de la experiencia también fue
confirmada por el grupo de Woltjak y col. (Jacob 2012), pero estudiando el
comportamiento de ratones KO en otra prueba conductual de condicionamiento clasico.
Entrenaron a los animales en el aparato de condicionamiento del miedo utilizando dos
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protocolos, uno de aversion moderada (0,7 mA) y uno de alta aversion (1,5 mA). Los
animales expuestos al protocolo de aversion moderada, al ser evaluados a las 24 hs
mostraron una respuesta similar al fenotipo salvaje mientras que los que fueron
expuestos al protocolo de alta aversion mostraron un incremento en la formacion de la
memoria [161]. Este efecto de la delecion genética del CB1 resulta llamativo porque se
contradice con lo esperado en funcién del efecto facilitador que presentan ciertos
agonistas CBL1 sobre la consolidaciéon de este tipo de memorias [84]. El grupo de Woltjak
y col. postula que el sistema endocannabinoide funcionaria como un sistema “buffer”,
que previene la formacion de memorias exageradas tras encuentros de alta aversion.

De la mano de esta teoria, Atsak y col. describieron posteriormente que, al igual que los
efectos de los glucocorticoides sobre la consolidacion de la memoria, la infusion de
WIN55,212-2 intra ABL muestra una relacién dosis dependiente con forma de U invertida
sobre la retencién de evitamiento inhibitorio. La infusién de 10 ng de este ligando
aumenta la retencién mientras que una infusién de 30 o 100 ng carece de efecto [162].
En nuestro modelo in vitro no observamos este tipo de relacién entre los niveles del
mensajero de Zif268 y la concentracién de los ligandos cannabinoides utilizados. Esto
se podria deber a que no trabajamos con concentraciones lo suficientemente altas como
para ver estos efectos o0 a que la fase inhibitoria de la curva no correlaciona con este
IEG.

En base a nuestros resultados y a la informacién presente en bibliografia, postulamos
que el SEC podria facilitar la formacion de memorias asociativas entre el contexto y el
estimulo aversivo cuando el grado de aversion es bajo o moderado, pero cuando este
aumenta el SEC le pondria un freno al proceso sefializando a través del receptor CB1.

43.ROL DEL SEC COMO MEDIADOR DE LOS EFECTOS DE LOS
GLUCOCORTICOIDES SOBRE LA FORMACION DE MEMORIAS EN LA
PRUEBA DE EVITAMIENTO INHIBITORIO

Hasta el momento, algunos estudios demostraron que el sistema endocannabinoide
podria mediar los efectos rapidos que los glucocorticoides ejercen sobre la
consolidacion de la memoria. Estos trabajos utilizaron estrategias farmacolégicas para
modular la sefalizacién del CB1 y de esta manera caracterizar su rol en dichos
procesos. Estudios realizados en modelos murinos mostraron que la administracion
post-entrenamiento del antagonista del CB1, AM251, bloquea el efecto facilitador de la
corticosterona [84] y de la dexametasona [134]. En este trabajo utilizamos una
herramienta distinta, la disrupcion de la expresion del CB1 a través de la delecion
genética del gen que codifica para el receptor CB1 en ratones CD1. Nuestros resultados
muestran que la expresion del CB1 seria necesaria para que la dexametasona aumente
la latencia de retencién en la prueba de evitamiento inhibitorio en experiencias de
aversion moderada. A su vez, la expresion del CB1 también es necesaria para que los
glucocorticoides aumenten los niveles de mRNA de Zif268 tanto en el hipocampo de
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ratones CD1 WT como en la linea celular HT22. Estos resultados confirman y aportan
evidencia acerca del rol del SEC, en patrticular del receptor CB1, como mediador de los
efectos de los glucocorticoides sobre la consolidacién de memorias aversivas.

4.3.1. Ladexametasonay el metabolismo de los endocannabinoides

El contenido de endocannabinoides (EC) se encuentra finamente regulado, y debido a
la naturaleza lipofilica de estos compuestos, su liberacion se produce a demanda. La
concentracion de EC en el espacio sinaptico resulta del equilibro entre su sintesis y su
degradacién. Hay varios trabajos publicados por el grupo de Tasker y col. en los que
detectan un aumento en los niveles de AEA y 2-AG en cortes de hipotalamo frente al
tratamiento con DEX 1 uM por 10 min. En dichas publicaciones [71, 138] concluyen que
la DEX induce la biosintesis rapida de AEA y 2-AG, pero nunca estudian el mecanismo
por el cual los GC ejercen este efecto, y no plantean que estos resultados también se
podrian deber a una disminucion en la degradacion de los compuestos, teniendo en
cuenta que se afirma que este es el punto clave que determina los niveles de estos
cannabinoides.

En otro trabajo publicado por el grupo de Mc Ewen y col. [140] determinan que la
administracién subcutanea de CORT 3 mg/kg y 10 mg/kg aumenta el contenido de AEA,
pero no de 2-AG en el hipocampo de ratas a los 10 min de tratamiento. También
determinan el contenido de otras N-acetiletanolaminas (NAEs), palmitoiletanolamina
(PEA) y oleciletanolamina (OEA). El contenido de estos NAEs no se modificé ante el
tratamiento con CORT. Ellos sugieren que estos resultados dan luz acerca de las rutas
metabdlicas implicadas en el mecanismo de accién de la CORT, y plantean que la via
de a/B-hidrolasa-4 y glicerolfosfodiasterasa, quienes selectivamente aumentan la
sintesis de NAEs poliinsaturados como la AEA, y no mono- o insaturados como PEA u
OEA podria ser el blanco de los GC. Descartan la participacion de la FAAH alegando
que los tres NAEs son sustratos de esta enzima. Si bien la FAAH esta implicada en la
ruta catabodlica de la OEA y la PEA [163], ante determinadas condiciones, esta enzima
hidroliza preferentemente la AEA sobre estos otros NAEs [164]. El tratamiento con el
inhibidor de la FAAH URB532 (10 mg/kg) en cerebros post-mortem de ratas de fenotipo
salvaje disminuye de manera significativa el contenido de AEA pero no modifica
significativamente los niveles de OEA y PEA [163]. El hecho de que el tratamiento con
DEX aumente solamente los niveles de AEA, y este cambio no se vea acompafiado de
un aumento en el contenido de OEA y PEA no descarta la posibilidad de que los GC
estén actuando mediante la inhibicién de la FAAH.

Los resultados presentados en este trabajo describen un mecanismo novedoso a través
del cual los GC serian capaces de aumentar el contenido de AEA en la sinapsis
neuronal, que hasta el momento habia sido dejado de lado y descartado. Por primera
vez se determina el efecto de los GC sobre la actividad de enzimas que participan de
las rutas implicadas en el metabolismo de la AEA. Nuestros resultados in vitro
concuerdan con la informacion publicada en bibliografia en cuanto a las concentraciones
utilizadas y a los tiempos de tratamiento en los que se observaron los cambios en el
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contenido de AEA en el hipocampo. Estos resultados se deben confirmar determinando
la actividad de la FAAH en el hipocampo murino de los ratones CD1 WT ante el
tratamiento con DEX, para verificar que el efecto observado en la linea celular HT22
también se encuentra presente en los modelos in vivo.

Confirmando este resultado, el tratamiento con dexametasona disminuye los niveles de
AMPc en la linea celular HT22, efecto que resulta bloqueado por el antagonista 02050,
siguiendo una cinética muy similar a la generada sobre la inhibicion de la actividad de
la FAAH. Estos resultados sugieren que la dexametasona aumenta el contenido de AEA
en el cultivo celular a través de la inhibicion de la FAAH, disminuyendo los niveles de
AMPc a través de la activacion del CB1 (Fig. 4.1).

4.3.2. El modelo

Como ya mencionamos, hasta el momento se habia propuesto que el sistema
endocannabinoide mediaba los efectos de los GC regulando la liberacién de
neurotransmisores y la actividad del sistema GABAérgico [136]. Nuestros resultados
proponen un nuevo mecanismo de accion, en donde la activacién del GR induce la
transcripcion del gen que codifica para el factor de transcripcion Zif268 mediante el
aumento del contenido de anandamida en el espacio sinaptico. El modelo planteado en
este trabajo sugiere que, tras la unién del glucocorticoide a su receptor, este disminuye
la actividad de la FAAH, una enzima que cataliza la hidrélisis anandamida, aumentando
de este modo la concentracion de AEA en el cultivo celular, la cual sefializando a través
del receptor CB1, disminuye los niveles del segundo mensajero AMPc, aumenta la
fosforilacion de ERK y, a través de la activacion de esta kinasa, induce la transcripcion
de Zif268 (Fig. 4.1). Vale mencionar que este mecanismo es propuesto en base a los
resultados obtenidos tanto in-vitro como in-vivo, y que su papel en la consolidacion de
la memoria todavia debe ser evaluado. Sin embargo, la consistencia entre estos
modelos y la informacion bibliogréfica resultan alentadoras.
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Figura 4.1: Mecanismo de accién propuesto para el efecto de los glucocorticoides sobre la
transcripcion de Zif268. Tras la unién de los GC a su receptor intracelular (GR), se inhibe la
actividad de la FAAH y concomitantemente disminuye la hidrélisis del endocannabinoide
anandamida (AEA). El aumento de AEA en el cultivo celular aumenta la sefializacion del receptor
CB1, el cual disminuye los niveles de AMPc, aumenta los niveles de fosforilacién de ERK e
induce la transcripcion de Zif268.

4.4, INTERACCION ENTRE EL CANNABINOIDE AM356 Y LOS GCs SOBRE LA
FOSFORILACION DE ERK, EL mRNA DE ZIF268 Y LA RESPUESTA DE
EVITAMIENTO INHIBITORIO.

Nuestros resultados muestran que el agonista del CB1 AM356 potencia el efecto de la
actividad del receptor a glucocorticoides sobre la latencia de retencion en la prueba de
evitamiento inhibitorio. Al haber administrado los compuestos post-entrenamiento
descartamos que dicha interaccién ocurra durante la etapa de adquisicion de la
memoria. Debido a que no controlamos los efectos de los ligandos ante la administracion
a las 6-8 hs post-entrenamiento, cuando se supone que ha concluido el periodo durante
el cual la consolidacion de la memoria puede ser modulada, no podemos descartar que
las respuestas obtenidas no se deban en parte a la accién de los mismos a nivel de la
evocacion. Sin embargo, es probable que el efecto se encuentre a nivel de la
consolidacion ya que los glucocorticoides presentarian efectos opuestos a nivel de la
consolidacion y de la evocacién de la memoria [165]. En este sentido, se ha demostrado
gue el estrés agudo por restriccion del movimiento y la administracion de dexametasona
impiden la recuperacion de la memoria a largo plazo al ser evaluada en la prueba de
evitamiento inhibitorio [166].
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La interaccion positiva entre el AM356 y los GCs también ocurre cuando se evaltuan los
niveles de mMRNA de Zif268, tanto en el hipocampo de ratones CD1 WT como en la linea
celular HT22. Como es de esperar, esta interaccion necesita de la sefalizacion del CB1
debido a que no se expresa en los ratones KO para este receptor.

Tras haber observado que la interaccién positiva entre el AM356 y los GC sobre la
induccién del mMRNA de Zif268 era bloqueada por el inhibidor de la activacion de ERK
PD98059, y que tanto el cannabinoide como la dexametasona aumentaban los niveles
de fosforilacion de esta kinasa, hipotetizamos que este era el punto de respuesta
cruzada entre ambas vias. Sin embargo, cuando medimos los niveles de fosforilacion
de ERK ante el cotratamiento con ambos ligandos no se observé a ningun tiempo una
interaccion positiva. Por el contrario, la respuesta resultante parecia ser un valor
intermedio entre el generado por el AM356 y la dexametasona, como si estos ligandos
fueran una agonista total y un agonista parcial compitiendo por la fosforilacion de esta
kinasa.

Como hemos mencionado, en la linea celular HT22, es necesaria la activacion de ERK
para que el AM356 induzca la transcripcion de Zif268. Hemos postulado un mecanismo
de accién similar para la dexametasona, ya que el estimulo con este glucocorticoide
aumenta de manera significativa la fosforilacion de ERK a partir de los 15 min de
tratamiento y el cotratamiento con el inhibidor de MEK PD98059 bloquea su efecto sobre
el mensajero de Zif268. Lo mas interesante es que ambas respuestas (la activacién de
ERKy la transcripcion de Zif268), se pierden al silenciar el receptor CB1 con un RNA de
interferencia. Esto sugiere que los efectos del GR sobre ERK y Zif268 se encuentran
intrinsecamente relacionados con sus efectos sobre la FAAH y probablemente estén
mediados por el aumento del contenido del endocannabinoide anandamida en el cultivo
celular (Fig. 4.1). En este sentido, lo que podria estar ocurriendo a nivel molecular es
que al cotratar las células con AM356 y dexametasona, se generaria una competencia
entre el AM356 y la AEA sobre la activacion de ERK a través del receptor CB1. Este
modelo se encuentra esquematizado en la figura 4.2. Si bien ambos ligandos actian a
través de la activacion de ERK, debe existir otra respuesta cruzada entre ambas vias de
sefializacion que justifique la interaccion positiva a nivel de la transcripcion de Zif268 ya
gue estos ligandos o sus intermediaros compiten entre si por la fosforilacion de ERK
pero sus efectos sobre los niveles de mMARN de Zif268 se potencian (Fig 4.2). Si bien
nuestros resultados apuntan a que el receptor de glucocorticoides regula la transcripciéon
de Zif268 a través de la disminucion de la degradaciéon de la anandamida, no puede
descartarse la existencia de otros mecanismos concomitantes por los cuales los
cannabinoides y los glucocorticoides interfieran entre si para modular este proceso que
se encuentren rio abajo de la sefializacién del CB1.
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Figura 4.2: Esquematizacion del efecto del cotratamiento con AM356 y dexametasona sobre los
niveles de fosforilacién de ERK (izquierda) y del mensajero de Zif268 (derecha) en la linea celular
HT22.

4.5. INTERACCION ENTRE EL CANNABINOIDE AM251 Y LOS GCs SOBRE LA
FORMACION DE MEMORIAS AVERSIVAS, LA FOSFORILACION DE ERK Y
EL mRNA DE ZIF268

Como hemos desarrollado anteriormente, al igual que para el AM356, nuestros
resultados demuestran que tanto el AM251 como los GCs aumentan la transcripcion de
Zif268 en la linea celular HT22. Al estudiar la interaccion entre ambos ligandos sobre
este proceso se encontrd que el cotratamiento presenta efectos opuestos dependiendo
del tiempo de estimulo: a los 20 min se observa una interaccién positiva entre el AM251
y los GCs (etapa potenciadora) mientras que a partir de los 30 minutos el cotratamiento
induce niveles de mRNA similares los basales (etapa inhibitoria).

Al igual que para el AM356, la interaccién positiva entre el AM251 y los GCs sobre la
induccién del mRNA de Zif268 es bloqueada por el inhibidor de la activaciéon de ERK
PD98059 y el tratamiento con AM251 aumenta los niveles de fosforilacion de esta kinasa
a partir de los 15 minutos de tratamiento. En base a estos resultados hipotetizamos que
ERK era el punto de contacto que determinaria la respuesta cruzada entre ambas vias
durante la etapa potenciadora. Sin embargo, paradéjicamente, cuando medimos los
niveles de fosforilacién de esta kinasa ante el cotratamiento con ambos ligandos la
respuesta se revirtid por completo pasando de aumentar la fosforilacion de ERK a
disminuirla por debajo de los valores basales a todos los tiempos medidos (10-45 min).
En este sentido, no deja de ser sorprendente como muchas veces las predicciones
formuladas a priori no se condicen con los resultados obtenidos en los sistemas
experimentales. Si bien estos resultados refutan la teoria de que ERK es necesaria para
la respuesta cruzada entre el AM251 y los glucocorticoides en la etapa potenciadora,
sugieren que esta kinasa podria estar involucrada en la etapa inhibitoria.
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Ahora bien, encontrar un mecanismo que explique esta interaccion negativa tanto a nivel
de la fosforilacion de ERK como del RNA de Zif268 resulta complejo. Es inesperado
encontrar en sistemas biolégicos estimulos que generen sefiales positivas per se pero
que al coexistir desencadenen una sefial negativa. Un primer indicio para plantear un
mecanismo para este efecto paradojal es que, a los 5 min de tratamiento, el AM251
disminuye en un 50% la fosforilacién basal de ERK de manera significativa, mientras
gue a partir de los 10 min de tratamiento esta respuesta se revierte por completo,
alcanzando valores maximos a los 20 minutos de un 250% con respecto al basal. Este
resultado sugiere que el AM251 podria estar sefializando sobre ERK a través de dos
vias, una inhibitoria y otra activadora con cinéticas diferentes, cuya respuesta resultante
dependera de la sefial que prevalezca.

Si bien ambas vias podrian encontrarse rio abajo del receptor CB1 (X e Y en la Fig. 4.3
Modelo A) se ha descripto que el AM251, ademas de unirse a este receptor también
actla como agonista del receptor GPR55, acoplado clasicamente a la proteina Gq. En
un modelo de células HEK293 que expresan de manera estable el CB1, se ha observado
gue estimulando las células durante 15 minutos con AM251, este ligando atenla la
fosforilacion basal de pERK1/2, con una pEC50 de 8,2+/-0,4 [167]. Ese mismo afio, se
caracterizd también el efecto del AM251 sobre la activacion de ERK sefalizando a
través del receptor GPR55, utilizando células HEK293 transfectadas de manera estable
con dicho receptor. En este modelo, se observé una activacion de ERK concentracion
dependiente con una pEC50 de 6,3+/-0,3 a los 25 min de tratamiento con AM251 [168].

Si bien no hemos determinado la expresion del GPR55 en la linea celular HT22, se ha
demostrado que se expresa en el hipocampo murino, y no podemos descartar que la
sefal medida sea la resultante de la interaccion del AM251 tanto con este receptor como
con el CB1. En este caso, un posible candidato para “X” seria el CB1, mientras que el
GPR55 podria ser “Y” (Fig. 4.3 Modelo B). Por supuesto, esto no quita que otras
macromoléculas puedan ser las responsables de esta respuesta celular.

Teniendo en cuenta que el mediador de los efectos de la dexametasona sobre ERK
probablemente sea la anandamida, ambos modelos podrian predecir, considerando
ciertos valores de afinidad y eficacia que, ante el agregado del glucocorticoide, la AEA
podria competir con el AM251 por la unién a estos receptores de modo tal que termine
prevaleciendo la sefial inhibitoria por sobre la activadora. Debido a que no contamos
con estos pardmetros, plantear un modelo de competencia entre la AEA y el AM251
resulta demasiado especulativo. En principio, nuestra perspectiva a futuro es cuantificar
el contenido de AEA ante el agregado de dexametasona e identificar cuales son los
receptores involucrados en la sefializacion del AM251 sobre ERK.
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Figura 4.3: Esquematizacion de los mecanismos de accién propuestos para la regulacion de la
fosforilacion de ERK y el aumento de los niveles de mRNA de Zif268 para el cannabinoide
AM251.

Mas alla del modelo o del mecanismo que explique los efectos observados, resulta muy
interesante destacar como en presencia de la DEX, el efecto del AM251 se revierte por
completo y pasa de inducir la activacion de ERK vy la transcripcién de Zif268 a inhibir
ambos procesos en presencia de los GC. En bibliografia se observa un comportamiento
ambiguo para el AM251 sobre la consolidacién de memorias evaluadas en pruebas de
condicionamiento clasico, y el efecto pareceria guardar una correlacion con el grado de
aversion de la prueba (amperaje del shock eléctrico). En ensayos de condicionamiento
clasico, al utilizar una intensidad de shock eléctrico moderada (0,2-0,4 mA), el AM251
facilita la consolidacién de la memoria, mientras que al utilizar valores altos de intensidad
(0,6-1 mA) se observa un efecto amnésico (Tabla 4.1).

In;ir;s(,:ls ?ri:)e I Prueba cognitiva atl/lrimiesr':zsgn Efecto Cita
0,2 El post-entrenamiento  facilitador  Kruk-Slomka 2016
0,3 CM post-entrenamiento no tiene efecto  Oliveira 2010
0,4 CM pre-entrenamiento  facilitador KS Sink 2010
0,6 El post-entrenamiento  disruptivo  Campolongo 2009
0,7 CM post-entrenamiento  disruptivo Oliveira 2010
1,0 CM pre-entrenamiento disruptivo Arenos 2006

Tabla 4.1: Efecto de la administracion del agonista inverso del CB1 AM251 sobre la adquisiciéon
y consolidacién de memorias aversivas. El: evitacion inhibitoria. CM: condicionamiento de miedo.
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En particular, el trabajo de de Oliveira Alvarez y col. [134] estudio la interaccion entre el
grado de aversion de la prueba de condicionamiento de miedo al contexto y el efecto
del AM251, utilizando dos protocolos con distintas intensidades de shock eléctrico. La
administracion de AM251 en el hipocampo luego de la sesion de entrenamiento resultd
amnésica solo en el protocolo de alta intensidad de shock eléctrico. También observaron
que la infusién de AM251 bloquea el efecto facilitador de la DEX sobre la consolidacion
de la memoria. Si bien ellos le atribuyen este efecto a que en presencia del AM251 el
SEC no seria capaz de mediar los efectos de los glucocorticoides sobre la consolidacion
de la memoria, un mecanismo similar al que nosotros observamos en el ratén KO para
el receptor CB1, esto no explica por qué en algunos casos el AM251 es capaz de facilitar
la consolidacion de la memoria [133].

El grado de aversién de la prueba conductual (intensidad del shock) y la respuesta de
condicionamiento clasico pareceria guardar relaciones opuestas si comparamos el
efecto de “bloquear” farmacolégicamente al CB1 con su agonista inverso AM251 o de
delecionar genéticamente a este receptor. Esto se podria deber a varios motivos. Por
un lado, como hemos mencionado, en los ratones KO no se puede estudiar
exclusivamente el efecto de la delecion genética sobre la consolidacién de la memoria,
sino que también se ven implicadas las fases de adquisicién y de evocacién. Por otro
lado, tratar a un animal con un agonista inverso no implica anular la sefalizacién de su
receptor blanco. Como bien hemos caracterizado en la linea celular HT22, el AM251 no
es un mero antagonista del CB1, sino que activa cascadas de sefializacion que se
traducen en respuestas gendémicas que podrian estar implicadas en la formacién de
memorias aversivas.

En base a nuestros resultados, el mecanismo de accién propuesto para el AM251 y la
informacion presente en bibliografia hipotetizamos que, ante un bajo nivel de aversion,
el AM251 facilita la consolidacion de la memoria. A medida que aumenta el grado de
aversion y concomitantemente la concentracion de GCs en SNC, el equilibrio de su
sefializacion celular se desplaza hacia las vias inhibitorias involucradas en los procesos
relacionados con la consolidacion de la memoria, prevaleciendo su efecto amnésico.

4.6. RELEVANCIA CLINICA

Encontrar compuestos que inhiban la consolidacién de la memoria resulta de gran
interés para el tratamiento farmacolégico preventivo de desordenes de ansiedad, tales
como el trastorno de estrés post-traumatico (TEPT) y ciertas fobias. Existe evidencia
para postular al condicionamiento cladsico como un proceso involucrado en la etiologia 'y
el mantenimiento de estos desérdenes [76].

Las encuestas World Mental Health del afio 2014, iniciativa de la Organizacion Mundial
de la Salud, documentan diferencias entre la prevalencia de exposicion a eventos
traumaticos (73,8%-54%) y del TEPT (8,8%-1,3%). Estos rangos corresponden a los

96



DISCUSION

valores maximos y minimos informados por los distintos paises que participaron en las
encuestas [169]. Estos datos reflejan que la exposicidn a un evento traumatico, si bien
es necesaria, no alcanza para desarrollar el cuadro. Hasta el momento se desconoce la
etiologia de este trastorno, pero se postula que presenta causas multifactoriales y que
su prevalencia depende de la naturaleza y la intensidad de la experiencia traumatica y
de factores que determinan la predisposicion del individuo (niveles elevados de
ansiedad, comportamiento inhibitorio, carga genética, experiencias vividas durante la
nifiez, etc.) [142].

Los tratamientos actuales para los desérdenes de ansiedad consisten en psicoterapia y
en terapia farmacolégica con antidepresivos (benzodiazepinas) y ansioliticos
(serotonina u otros inhibidores de la recaptacibn de monoaminas). El tratamiento
farmacologico se orienta a aliviar los sintomas de tipo ansioso y no a atacar la causa del
desorden. Los Unicos farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento del TEPT son
la paroxetina y la sertralina, con los cuales alrededor de un 20 a un 30% de los pacientes
alcanzan la remision del cuadro clinico [170, 171]. Hasta el momento, el desarrollo de
los farmacos que se encuentran en uso clinico se ha basado en la observacién de los
efectos de drogas aprobadas para otras indicaciones, por lo que no debe sorprender
gue los tratamientos farmacolégicos disponibles ataquen la sintomatologia y tengan una
eficacia baja.

En este marco, se ha planteado como nueva estrategia para el disefio racional de
farmacos la eleccion de procesos de consolidacion de memoria como blancos
farmacoldgicos para la prevencién del desarrollo del TEPT [172]. En referencia al
condicionamiento clasico Pavloviano como causa del TEPT, dos teorias son aceptadas:
que el TEPT se desencadena debido i) a la formaciéon de una memoria excesivamente
fuerte, ii) a que los procesos de actualizaciébn de la memoria (reconsolidacion —
extincién) son deficientes.

Al momento no se registran datos clinicos acerca del efecto de la inhibicién de la
consolidacion ante un evento traumatico mediante el bloqueo farmacolégico de receptor
de glucocorticoides. Sin embargo, si se ha estudiado el efecto de la administracién de
altas dosis de corticoides como terapia preventiva para evitar el desarrollo de TEPT ante
la exposicidn a un evento traumatico. En este contexto, un estudio preliminar mostré
gue una Unica dosis de cortisol (100-140 mg dependiendo del peso del individuo)
administrada antes de que se cumplan las 6 horas del trauma, redujo el riesgo de
desarrollar TEPT. El estudio se realiz6 con 17 pacientes (placebo N=8; cortisol N=9) que
en su gran mayoria habian sufrido accidentes automovilisticos [173]. Este efecto del
cortisol se puede atribuir a los efectos disruptivos observados para altas dosis de
corticosterona sobre la consolidacion de memorias evaluadas en las pruebas de
evitamiento inhibitorio y condicionamiento de miedo.
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Teniendo en cuenta que tanto la activacion de ERK [37, 153, 154] como la induccién de
Zif268 [4, 44] serian necesarias para la consolidacion de memorias aversivas, y que el
cotratamiento con AM251 y dexametasona presenta un efecto inhibitorio sobre ERK en
la linea celular HT22 y sobre Zif268 tanto in vitro como en el hipocampo murino, puede
postularse que una terapia combinada con altas dosis de dexametasona y algln
antagonista del receptor CB1 de uso en humanos podria ser de utilidad para el
tratamiento preventivo de trastorno de estrés post-traumatico.

4.7. CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La evidencia molecular presentada acerca de la interaccion entre los sistemas
glucocorticoide y endocannabinoide abre numerosos caminos e invita a profundizar el
estudio pensando en una potencial aplicacion para el tratamiento del trastorno de estrés
post-traumatico combinando un glucocorticoide y un analogo del AM251.

Los ensayos realizados permitieron alcanzar los objetivos planteados, caracterizando la
interaccion entre ligandos del receptor CB1 y del GR a nivel conductual sobre la
respuesta de evitamiento inhibitorio, y a nivel molecular sobre la actividad de la FAAH,
la fosforilacion de ERK y la expresion del mensajero de Zif268. Nuestros resultados
ponen de manifiesto la complejidad de los sistemas neuronales y la necesidad de
estudiar las vias de sefializacion en su conjunto. Conocer como las sefiales se integran
y se transforman en una respuesta conductual determinada resulta fundamental para
comprender los mecanismos que subyacen la consolidacibn de memorias. En ese
sentido este trabajo pretende ser un grano de arena en el conocimiento de la
neurobiologia molecular.

Sobre la base de los reportes bibliograficos y los resultados experimentales
presentados, quedan pendientes varias tareas e interrogantes. En tal sentido nos
planteamos como perspectivas a corto plazo los siguientes puntos:

- Estudiar si la DEX también es capaz de inhibir la actividad de la FAAH en el
hipocampo murino de ratones CD1 WT. Hasta el momento, el mecanismo por el
cual los GC aumentan el contenido de EC en hipotalamo e hipocampo no ha sido
dilucidado. Caracterizar el efecto de la CORT, glucocorticoide enddgeno, sobre
la actividad de la FAAH, tanto in vitro en la linea celular HT22 como in vivo en el
hipocampo murino.

- Cuantificar los niveles de AEA y 2-AG ante el agregado de DEX y CORT en el
cultivo celular de HT22, para confirmar que la inhibicion de la FAAH induce un
incremento en el contenido de estos EC en el medio de cultivo.

- Determinar el efecto de la AEA sobre la activacion de ERK y la transcripcion de
Zif268, para confirmar el rol del sistema endocannabinoide en la modulacion de
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este gen. Si bien el AM356 es su analogo estable, hay que confirmar el efecto
del endocannabinoide.

Estudiar cuales son las moléculas implicadas en la activacion de ERK inducida
por el AM251, utilizando distintas estrategias. Por un lado, evaluar la respuesta
del AM251 tanto a nivel de ERK como sobre la transcripcion de Zif268 al silenciar
el CB1. Por otro lado, determinar las mismas respuestas, pero en presencia de
antagonistas especificos de los distintos receptores cannabinoides (O-2050 para
el CB1, CID16020046 para el GPR55).

Estudiar el efecto de altas concentraciones de DEX y CORT sobre la
transcripcion de Zif268 en la linea celular HT22 para evaluar si al igual que sobre
la respuesta de evitamiento inhibitorio presentan una dependencia de la
concentracion con forma de U invertida.
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