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RESUMEN

MACOMCH-01 es una macamida semisintética que ha demostrado, in-vitro,
actividad inhibitoria de amida hidrolasa de &cidos grasos (FAAH), enzima
encargada del metabolismo de endocannabinoides. Este hecho sugiere un potencial
efecto antidepresivo. Sin embargo, a la fecha no se han reportado estudios que
comprueben este potencial en modelos preclinicos. El presente estudio evaluo el
efecto de la administracion de MACOMCH-01 a tres dosis diferentes en el
comportamiento tipo depresivo de ratones BALB/c. Asimismo, se determind el
efecto en la expresion de genes relacionados a la neurotransmision
endocannabionide (Napepld, Faah, Cnrly Cnr2) y dopaminérgica (Drd1 y Drd2)
en el nacleo accumbens. Se emplearon 97 ratones BALB/c machos de 2 meses de
edad y se aplico el modelo de estrés agudo de nado forzado. EI comportamiento
tipo depresivo fue evaluado mediante la misma prueba de nado forzado, mientras
que los efectos secundarios ansiogénico y locomotor fueron evaluados mediante la
prueba de caja clara-oscura y de campo abierto, respectivamente. Para el analisis de
nivel de expresion génica se realizaron midrodisecciones del nacleo accumbens
(core) y se realizo la cuantificacién relativa de RNA mediante RT-gPCR. Se
observo que la dosis de 10 mg/kg i.p. de MACOMCH-01 redujo el comportamiento
tipo depresivo en ratones BALB/c machos expuestos a estrés agudo. Asimismo,
MACOMCH-01 incrementé la expresion de Faah y Cnrl en ndcleo accumbens,
mientras que Drdl y Drd2 no demostraron cambios significarivos en el nivel de
expresion.

PALABRAS CLAVES
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ABSTRACT

MACOMCH-01 is a semi-synthetic macamide that has shown in-vitro inhibitory
activity of fatty acid amide hydrolase (FAAH), an enzyme responsible for the
metabolism of endocannabinoids. This fact suggests a potential antidepressant
effect. However, to date no studies have been reported to verify this potential in
preclinical models. The present study evaluated the effect of MACOMCH-01
administration at three different doses on depressive-like behavior in BALB/c mice.
Likewise, the effect on endocannabinoid (Napepld, Faah, Cnrl and Cnr2) and
dopaminergic (Drd1 and Drd2) neurotransmission-related gene expression in the
nucleus accumbens was also be determined. For this purpose, 97 male BALB/c
mice, 2 months old were used. The forced swimming acute stress model was
applied. Depressive-like behavior was evaluated using the same forced swimming
test, while the anxiogenic and locomotor seconday effect were evaluated using the
light-dark box and open field tests, respectively. For the analysis of the level of
gene expression, midrodissections of the nucleus accumbens (core) and RNA
relative quantification by RT-qPCR were performed. The dose of 10 mg/kg i.p.
MACOMCH-01 reduced the depressive phenotype in male BALB/c mice exposed
to acute stress. Likewise, MACOMCH-01 increased the expression of Faah and
Cnrl in the nucleus accumbens, while Drd1 and Drd2 did not show significant
changes in the expression level.

KEY WORDS

Acute stress, FAAH inhibitor, Nucleus accumbens, Real-Time PCR



1. INTRODUCCION

La depresion clinica (trastorno mayor depresivo) es un trastorno afectivo
heterogéneo caracterizado por la presencia de sentimientos de tristeza y/o
anhedonia significativos (Asociacion Americana de Psiquiatria, Guia de consulta
de los criterios diagnosticos del DSM 5., 2014). Ademas, pueden estar acompafada
por sintomas secundarios como la irritabilidad, alteracion en el suefio, alteraciones
de peso, fatiga, sentimientos de minusvalia, recurrentes pensamientos suicidas y
marcada disminucion de capacidad de concentracion. En conjunto, estos sintomas
afectan de manera considerable la calidad de vida y la productividad del paciente
(World Health Organization: The global burden of disease: 2004 update. , 2004).
Actualmente, la depresion es uno de los trastornos mas prevalentes en nuestra
sociedad. Se estima que afecta a 163 millones de personas a nivel mundial (Murray,
2018), mientras que en Pert 1.9 millones de habitantes mayores de 12 afios (Cutipé
Cardenas et al., 2018). La alta prevalencia, la cronicidad del tratamiento (Jacob,
2012), la recurrencia sintomética (Gauthier, Mucha, Shi, & Guerin, 2019) y el
abandono terapéutico (Ho, Chong, Chaiyakunapruk, Tangiisuran, & Jacob, 2016)
los cuales incrementan el uso de recursos para el tratamiento de cada paciente,
posicionan a la depresién como un problema de salud publica importante (Jacob,

2012).

Desde el punto de vista neurobioldgico, la etiologia de la depresion aldn no
ha sido completamente dilucidada. Sin embargo, se han descrito factores
importantes responsables del desarrollo del trastorno. Una de las primeras hipotesis
desarrolladas sobre la etiologia de la depresion fue la hipotesis de las monoaminas.

En ella se establecia que la depresidn era causada por la deplecion de serotonina,



dopamina y noradrenalina en el sistema nervioso central (Chouinard, 2019). Sin
embargo, esta teoria no podia explicar el retraso de la efectividad de los
antidepresivos clasicos, los cuales, si bien incrementaban el nivel de monoaminas
cerebrales, este incremento no mejoraba la sintomatologia de manera inmediata ni
en todos los pacientes (Boku, Nakagawa, Toda, & Hishimoto, 2018). Otros trabajos
apuntaban a que era la alteracion del eje hipotdlamo-hipdéfisis-adrenal (H-P-A) el
responsable del desarrollo de la depresion (Lopez-Duran, Kovacs, & George, 2009;
Stetler & Miller, 2011). En esta hipétesis se proponia que la disregulacion de la
retroalimentacion negativa de produccion de cortisol (en humanos) y corticosterona
(en roedores) predisponia al individuo a una escacez de recursos para lidiar frente
a situaciones estresantes, lo que desencadenaba en el fenotipo depresivo. Esta
hipétesis gand més solidez al establecerse la relacion, entre la disregulacion de
dicho eje con cambios en la neuroplasticidad y neurogénesis evidenciada en nicleos
subcorticales como el hipocampo (Boku et al., 2018; Masi & Brovedani, 2011),
corteza prefrontal (Belleau, Treadway, & Pizzagalli, 2019; Bennett, 2011), y
nucleo accumbens (Klok et al., 2011; J. C. Zhang et al., 2014). La evidencia mas
actual apunta a la relevancia que tiene la relacion entre los centros cerebrales de
recompensa y la depresion. La revision bibliografica publicada por Fox & Lobo
(2019) detallan los cambios morfoldgicos y electrofisiolgicos observados en los
centros de recompensa, es decir, el circuito mesolimbico, producto del
establecimiento del fenotipo depresivo en modelos animales, asi como los
principales factores moleculares asociados a la resiliencia y susceptibilidad (Fox &
Lobo, 2019). Esta hipotesis es bastante promisoria debido a que asocia de manera

mas completa la relacion que existe entre el eje hipotdlamo-hipofisis-adrenal,



circuito mesolimbico y regiones relevantes como el hipocampo, corteza prefrontal

y amigdala cerebral.

Para entender la asociacion entre estas regiones cerebrales es necesario
describir el nodo conector de todos ellos: el circuito mesolimbico o circuito de la
recompensa. El circuito mesolimbico esta principalmente conformado por la
interconeccidn entre el area tegmental ventral (VTA) y el nucleo accumbens, los
cuales a su vez se comunican con diversas otras regiones cerebrales. El area
tegmental ventral es un nacleo constituido por neuronas dopaminégicas (65%),
GABAérgicas (35%) y glutamatérgicas (5%) (Holly & Miczek, 2016; Sesack &
Grace, 2010). Este nucleo proyecta sinapsis dopaminérgicas principalmente al
nacleo accumbens, y en menor grado a estructuras como el hipocampo, corteza
prefrontal y amigdala basolateral y central (Russo & Nestler, 2013). En cuanto al
nucleo accumbens, este se encuentra formando parte del nucleo estriado dorsal y
esta constituido principalmente por neuronas GABAérgicas (medium spiny neurons
- MSN) divididas en dos subpoblaciones que expresan receptores dopaminérgicos
D1 (MSN-D1) o D2 (MSN-D2) (C. R. Gerfen & Surmeier, 2011). Estas neuronas
reciben proyecciones sindpticas dopaminérgicas provenientes del area tegmental
ventral y proyecciones glutamatérgicas de otras regiones como hipocampo, corteza
prefrontal y amigdala basolateral. Asimismo, las neuronas GABAérgicas del ndcleo
accumbens se proyectan hacia diversas regiones dependiendo de la subpoblacion
observada. Las MSN-D1 se proyectan nuevamente hacia el area tegmental ventral,
hacia substancia nigra y nucleo palido ventral, mientras que las MSN-D2 se
proyectan Unicamente hacia nucleo palido ventral (Smith, Lobo, Spencer, &

Kalivas, 2013). Se ha descrito que, dependiendo de qué subpoblacién es activada,



esta puede estar mas asociada a estimulos de recompensa (MSN-D1) o de aversion
(MSN-D2), (Lu et al., 2021; Soares-Cunha et al., 2020). Esta evidencia posiciona
al nucleo accumbens como una region cerebral intercomunicadora muy importante
altamente relacionada a la percepcion del placer, aversion y, por lo tanto, un foco

de estudio relevante en la descripcion de la neurobiologia de la depresion.

Como se mencion0 previamente, el nicleo accumbens recibe proyecciones
principalmente dopaminérgicas del area tegmental ventral, por lo que esta
supeditado a la actividad moduladora de este Gltimo. Sin embargo, en los Gltimos
afios se ha descrito otro mecanismo de modulacion sinaptica adicional al provisto
por las neuronas dopaminérgicas. Este sistema modulador es el sistema
endocannabinoide. El sistema endocannabinoide, presente en el espacio sinaptico,
tiene una funcion moduladora de la neurotransmisién dopaminérgica,
glutamatérgica y GABAérgica mediante la reduccion de la neurotransmision en
situaciones de sobreestimulacion. Esta funcion moduladora es ejercida a través de
la activacion de receptores acoplados a proteina G, llamados receptores
cannabinoide por moleculas derivadas de lipidos de membrana denominados
endocannabinoides. El proceso de modulacion endocannabinoide inicia en la
membrana postsinaptica y es desencadenado por una constante y fuerte activacion
de receptores acoplados a proteina Ggi1 (receptores glutamatérgicos o
GABAEérgicos), la consecuente despolarizacién de membrana, apertura de canales
de calcio voltaje-dependientes (VGCC) y el ingreso de iones Ca*? (Hashimotodani,
Ohno-Shosaku, & Kano, 2007). Este suceso de eventos induce la sintesis calcio-
dependiente de N-araquidoil-fosfatidiletanolamina (N-ArPE) a partir de lipidos de

membrana (fosfoglicéridos y fosfatidiletanolamina) (Basavarajappa, 2007a). Acto



seguido, la enzima fosfolipasa D especifica para NAPE (NAPE-PLD) escinde a N-
ArPE para producir N-araquidonoiletanolamina (anandamida) (Maccarrone, 2017)
que consituye uno de los principales endocannabinoides, junto con 2-
araquidonoilgliceral (2-AG) (Hashimotodani et al., 2007). Una vez sintetizados en
la neurona postsinéptica, los endocannabinoides atraviesan la membrana celular y
se movilizan hacia la membrana presinaptica, donde se ubican los receptores
cannabinoides. Al ser una sefializacion que va desde la neurona postsinaptica a la
presinaptica, este tipo de sefializacion se denomina “retrograda”. Actualmente se
han descrito dos tipos de receptores endocannabinoides: CB1, presente
principalmente en sistema nervioso central con funcion reguladora de la
neutransmision y CB2, presente en regiones cerebrales y periféricas con funcién
neuroinflamatoria y plasticidad neuronal (Ibsen, Connor, & Glass, 2017). Estos
receptores, al ser activados, liberan la subunidad GPy y esta a su vez inhibe los
canales de calcio voltaje-dependientes y activa los canales rectificadores de potasio
(GIRK) en la membrana presinaptica. Como resultado, el ingreso de Ca*? se ve
limitado y la liberacion de neurotransmisores desde las vesiculas es restringido,
reduciendo de esta forma la neurotransmision (Hashimotodani et al., 2007). Es
importante mencionar que este tipo de modulacién solo se lleva a cabo cuando los
endocannabinoides son sintetizados bajo las condiciones postsinapticas
mencionadas anteriormente. Debido a que estas condiciones no se cumplen todo el
tiempo, sino en situaciones de sobreestimulacién, la sintesis de endocannabinoides
es esporadica. Es por este motivo que los endocannabinoides no se almacenan en
vesiculas para su posterior liberacion, sino que son sintetizados “a demanda” en la

misma membrana plasmatica (Basavarajappa, 2007b). La sefalizacion



endocannabinoide es dependiente de la sintesis y biodisponibilidad de anandamida
y similares, por lo que es regulada mediante su degradacion. Estas reaccciones de
degradacion por hidrolisis son realizadas por diferentes enzimas con cierto grado
de selectividad, siendo la mas importante la enzima amida hidrolasa de &cidos
grasos (FAAH), quien se encarga de la degradacion del endocannabinoide
anandamida. FAAH hidroliza anandamida produciendo &cido araquidénico y
etanolamina, los cuales luego son reciclados y devueltos a la membrana celular

(Maccarrone, 2017).

El sistema endocannabinoide también se relaciona consistentemente con la
aparicion de sintomas depresivos e incluso con la resiliencia a estos. Diversos
estudios apuntan a que la disminucién de la actividad endocannabinoide (Hill &
Gorzalka, 2009), sea mediante uso de antagonistas CB1 (Christensen, Kristensen,
Bartels, Bliddal, & Astrup, 2007; Janero & Makriyannis, 2009), deleccion genética
de receptores CB1, (Aso, Ozaita, Serra, & Maldonado, 2011; Valverde & Torrens,
2012), sobreactividad de la enzima FAAH (Rafiei & Kolla, 2021) o disminucién
de cannabinoides enddgenos (Gorzalka & Hill, 2011) reproducen los rasgos
depresivos. Por otro lado, el aumento de la sefializacion CB1 mediante uso de
agonistas o cannabinoides analogos confiere resiliencia (Vieira et al., 2020) o
disminuye los efectos depresivos (Bambico & Gobbi, 2008; Segev, Rubin, Abush,
Richter-Levin, & Akirav, 2014), por lo que son considerados potenciales
antidepresivos. Asimismo, se ha descrito que la inhibicion de la enzima FAAH, la
cual incrementaria la biodisponibilidad de anandamida y otros endocannabinoides,
también muestra efectos antidepresivos (Dong et al., 2020; Ren, Wang, Zhang, &

Chen, 2020). Esta informacion ha permitido el disefio de farmacos novedosos con



potencial antidepresivo a través de vias neuroldgicas alternativas a los
antidepresivos clésicos. Tal es el caso del farmaco URB-597, derivado carbamato
con efecto inhibidor de la enzima FAAH, el cual ha demostrado efecto
antidepresivo en modelos animales a nivel comportamental y molecular (Alteba et
al., 2020; Jiang et al., 2019; Piomelli et al., 2006; Rafiei & Kolla, 2021; Realini et
al., 2011). En la basqueda de nuevas fuentes de farmacos inhibidores de FAAH con
potencial antidepresivo similares a URB597, se encontr6 que una familia de
moléculas extraidas las raices de Lepidium meyenii (maca) también poseia este
efecto farmacoldgico. Este grupo de moléculas, posteriormente denominadas
macamidas, evidenciaron en estudios in-vitro actividad inhibitoria de la enzima
FAAH con ICsp desde 0.153 uM (Wu, Kelley, Pino-Figueroa, Vu, & Maher, 2013).
Este efecto inhibitorio concordaba con estudios previos que evidenciaban efectos
antidepresivos de extractos de maca (Brooks et al., 2008; Rubio, Caldas, Davila,
Gasco, & Gonzales, 2006; Stojanovska et al., 2015), por lo que se especulé que
dicho efecto antidepresivo podria ser atribuido al contenido de macamidas. De
todas las macamidas reportadas, MACOMCH-01 (9Z, 12Z)-N-benciloctadeca-
9,12-dienamida) constituye una de las macamidas cuyo perfil bioguimico ha sido
mejor descrito mediante estudios in-vitro (Alasmari, Bhlke, Kelley, Maher, & Pino-
Figueroa, 2019) y que a la fecha se posiciona como un potencial candidato

antidepresivo.

No obstante, si bien los datos bioquimicos in-vitro son robustos y
congruentes con la literatura, a la fecha no se ha reportado investigaciones que
evidencien este efecto antidepresivo en modelos preclinicos. Por otro lado, los

farmacos que actuan en la via endocannabinoide también se caracterizan por tener



potenciales efectos secundarios en otros sistemas (Griebel et al., 2018). En general,
estos farmacos tienen potencial para afectar al sistema locomotor (Bogathy,
Kostyalik, Petschner, Vas, & Bagdy, 2019) ser ansiogénicos (Moreira, Grieb, &
Lutz, 2009) e incluso producir adiccion (Gamaleddin et al., 2012; Orio, Edwards,
George, Parsons, & Koob, 2009; Serrano & Parsons, 2011) o sindrome de
abstinencia (Tai et al., 2015), por lo que se desconoce si MACOMCH-01 también
podria generar estos efectos secundarios. Finalmente, si bien se ha descrito que la
inhibicion de FAAH ha demostrado tener efecto antidepresivo, son escasas las
publicaciones que relacionen este efecto potenciador del sistema endocannabinoide
con el circuito de la recompensa o circuito mesolimbico, el cual como se menciond
anteriormente, es el circuito que relaciona tanto al eje H-P-A con diferentes

regiones cerebrales y la percepcion de estimulos placenteros o aversivos.

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el potencial efecto
antidepresivo, asi como también los potenciales efectos secundarios locomotores y
ansiogénicos de MACOMCH-01 como inhibidor de FAAH en un modelo murino
expuesto a estrés agudo mediante pruebas comportamentales. De igual forma,
también se propuso evaluar el efecto a nivel molecular de la administracion de
MACOMCH-01 en la sefializacion endocannabinoide y dopaminérgica a traves de
la expresion de genes relacionados a dichas vias en el nicleo accumbens, principal

nodo conector del sistema mesolimbico o de recompensa.



1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1.Marco teorico

2.1.1. Depresion clinica

2.1.1.1.Definicién y criterios de diagndstico

Segun el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales de la
Asociacion Americana de Psiquiatria, (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorder, por sus siglas en ingles: DSM-V), guia de referencia para diagndstico de
trastornos psiquiatricos, la depresion clinica o trastorno mayor depresivo es una
afeccion de la esfera afectiva caracterizada por la presencia de sentimientos de
tristeza 0 anhedonia persistente y deshabilitador. EI DSM-V establece como criterio
de diagndstico la presencia de 5 0 mas sintomas descritos en la Tabla 1. Dentro de
estos sintomas observados, necesariamente deben estar presente el sintoma 1 y/o 2.
Estos sintomas deben estar presentes por més de 2 semanas, la mayor parte del dia,
la mayoria de dias. Asimismo, ninguno de estos sintomas debe estar relacionado a

otra comorbilidad o uso de farmacos.

Tabla 1. Sintomas descritos por el DSM-V usados para el diagndstico de depresion
clinica

1 Sentimientos de tristeza

2 Disminucién considerable de percepcidn de placer por actividades otrora
placenteras

Alteracion considerable del peso (pérdida o ganancia)
Alteracion del suefio (insomnio o hipersomnio)
Alteraciones psicomotoras (hipoactividad o hiperactividad)
Fatiga

Autopercepcion de minusvalia o culpa

Disminucién de capacidad de concentracion

© 00O N OO O b W

Pensamientos autolesivos




Para un correcto diagndstico, todos estos sintomas deben ser observados y
evaluados por un profesional médico. Las guias clinicas recomiendan el uso de
pruebas de evaluacién de depresion como es el caso del Inventario de Depresion de
Beck (BDI) (Garcia-Batista, Guerra-Pena, Cano-Vindel, Herrera-Martinez, &
Medrano, 2018), Escala de depresion de Montgomery-Asberg (MADRS) (Quilty et
al., 2013), Escala de depresion de Hamilton (HDRS) (Carrozzino, Patierno, Fava,
& Guidi, 2020) entre otros. Estas guias permiten cuantificar mediante cuestionarios
la presencia y gravedad de los sintomas depresivos. En el Per( se recomienda el uso
de la Escala de Hamilton (Escalante Palomino & Uribe Obando, 2008).
Dependiendo del puntaje obtenido en las herramientas de diagnostico y segun la
experiencia del profesional evaluador, la depresion clinica puede subdividirse en
leve, moderado, grave, con caracteristicas psicéticas, en remision parcial, en
remision total o no especificado (“International Classification of Diseases for

Mortality and Morbidity Statistics," 2022).

2.1.1.2. Tratamiento terapéutico

El tratamiento terapéutico propuesto a los pacientes va a depender del
objetivo terapéutico, y este a su vez depende del diagndstico y subtipo de depresion
clinica. En general, el tratamiento terapéutico esta dirigido a la remision de los
sintomas agudos de la depresién clinica o a evitar su reaparicion. La Guia Préactica
de Depresion Clinica del Peru propone tanto tratamiento psicoterapéutico como
farmacoldgico (Escalante Palomino & Uribe Obando, 2008). Dentro de lo descrito
por el tratamiento farmacoldgico, este documento recomienda grupos

farmacoldgicos dependiendo de la evolucion del paciente (Tabla 2).

10



Tabla 2. Tratamiento farmacoldgico propuesto por la Guia Practica de Depresion Clinica
del Pert

Fase Obijetivo terapéutico Farmacos antidepresivos sugeridos
Aguda Remision de sintomas Inhibidores selectivos de recaptacion
(8-12 semanas) de serotonina (fluoxetina, sertralina,

paroxetina, citalopram)

Antidepresivos triciclicos
(amitriptilina)

Antidepresivos atipicos (mirtazapina)
Inhibidor de recaptacion de

serotonina/noradrenalina
(venlafaxina, duloxetina)

Continuacion Prevencion de recaidas Mismo farmaco y dosis de fase aguda
(6 meses)

Mantenimiento  Prevencion de recurrencia Mismo farmaco y dosis de fase aguda
(entre 2 - 5 afios)

Las guias nacionales consideran también la posibilidad aparicién de
sintomas agudos refractarios al tratamiento farmacologico, por lo que sugiere un
procedimiento terapéutico en caso de fallo terapéutico. Luego de iniciar con
farmacos inhibidores de la recaptacion de serotonina (fluoxetina o sertralina) y no
observar mejoria terapéutica en al menos 2 semanas, la guia recomienda
incrementar escalonadamente la dosis hasta la maxima terapéutica. De no
observarse respuesta luego de 4 semanas, propone cambiar de antidepresivo (puede
ser del mismo grupo o de otro), aumentando dosis 0 usando combinaciones de
farmacos. Si bien la guia acepta el uso de mas de un antidepresivo a la vez,
recomienda por sobre ello la monoterapia (Obando, Alosilla, Riquelme, Paredes, &
Freyre, 2008). Sin embargo, pese a la intervencion farmacoldgica ampliamente

descrita en las guia terapéuticas, uno de los principales problemas de la depresién
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clinica sigue siendo el fallo terapeutico. Se estima 38% de los pacientes que reciben
tratamiento antidepresivo de primera linea no alcanza el objetivo terapéutico entre
6 y 12 semanas, mientras que el 54% de los pacientes no alcanza la remision de los
sintomas (Gerald Gartlehner et al., 2008). Este problema ha generado una
motivacion a nivel mundial por encontrar nuevos farmacos antidepresivos con un

mejor perfil terapéutico y con menos reacciones adversas.

2.1.1.3.Modelos animales para el estudio de la depresion

El éxito en el descubrimiento de nuevas moléculas estd supeditado al
modelo animal empleado. Un farmaco novedoso evaluado en un mal modelo animal
puede dar conclusiones erradas sobre su potencial efecto antidepresivo. Es por eso
que antes de estudiar un farmaco en animales es necesario revisar la validez del
modelo animal a emplearse. Un modelo animal es considerado vélido cuando
cumple tres criterios: i) validez aparente (del inglés face validity, cuando el modelo
animal presenta un fenotipo similar o analogo al trastorno), ii) validez de constructo
(cuando el desarrollo del fenotipo parte de una etiologia o base neurobioldgica
similar) y iii) validez predictiva (cuando una intervencion terapeutica control
obtiene resultados clinicos analogos en humanos) (Anisman & Matheson, 2005;
Willner & Mitchell, 2002). Un modelo animal es mas valido mientras mas se
cumplan estos tres criterios. A su vez, estos criterios seran alcanzados de mejor
manera mientras exista una mayor compresion del trastorno. Sin embargo, cuando
nos centramos en el estudio de la depresion clinica, tanto la presentacion clinica
(Penninx, Lamers, & Milaneschi, 2018) como la etiologia (Williams, 2016) es
heterogénea. Adicional a lo anterior, es imposible modelar y evaluar, en animales,

aspectos cognitivos superiores asociados a la depresion tales como sentimientos de
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culpa, minusvalia o pensamientos autolesivos o suicidas (Cryan, Markou, & Lucki,
2002). Con todo lo mencionado, la seleccion de un modelo animal vélido para el
estudio de la depresion constituye todo un reto para los investigadores. A la fecha
se han descrito diversos modelos animales empleando a roedores para el estudio de
la depresion (Hao, Ge, Sun, & Gao, 2019; Menard, Hodes, & Russo, 2016). Cada
modelo murino cumple en mayor o en menor medida los tres criterios de validez y
presentan ventajas y desventajas asociadas. Estos modelos pueden ser divididos en
modelos de estrés agudo, estrés cronico y de depresidn secundaria o iatrogénica

(Krishnan & Nestler, 2011).

2.1.1.4.Modelos de estrés agudo

Son considerados los modelos para screening o tamizaje temprano de
potenciales antidepresivos. Estos modelos evaltan el efecto agudo de la
intervencion farmacol6gica en el modelo murino al cual se le aplica un estresor de
corta duracion (usualmente 1 o 2 dias). La ventaja de estos modelos es que son
faciles y rapidos de aplicar, ademas de que son confiables y especificos. Los
modelos de estrés agudo también presentan inconvenientes. Considerando que la
depresion es un trastorno cronico, estos modelos tienen la desventaja de ser débiles
en cuanto a la validez de constructo. Adicionalmente, los antidepresivos clasicos
suelen mostrar respuesta terapéutica luego de varias semanas, por lo que estos
modelos agudos no son sensibles a antidepresivos como inhibidores selectivos de
recaptacion de serotonina. Pese a lo anterior, los modelos de estrés agudo siguen
siendo opciones viables y empleadas internacionalmente para el screening inicial
de antidepresivos. Entre los modelos mas empleados encontramos el modelo de

nado forzado, de suspension por la cola, restriccion aguda de movimiento e
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indefension aprendida (Cryan et al., 2002; Krishnan & Nestler, 2011; Porsolt,
2000). En el presente trabajo de investigacion se empled el modelo de nado forzado

modificado para su aplicacion en ratones.

2.1.1.5.Modelo agudo de nado forzado.

La prueba de nado forzado fue disefiada originalmente en 1977 por Porsolt
para evaluar el comportamiento tipo depresivo en ratas y posteriormente
modificada para ratones (Porsolt, Le Pichon, & Jalfre, 1977). Luego, esta misma
prueba se constituiria como un modelo de estrés agudo para depresion al replicar el
comportamiento de desesperacion frente a un estimulo aversivo inescapable como
es el nado forzado (Porsolt, 2000). EI modelo consiste en colocar al roedor en un
cilindro inescapable con agua por 5 minutos en ratas y 6 minutos en ratones. El
riesgo de ahogarse y la necesidad de nadar para mantenerse a flote constituye el
estresor agudo. EI comportamiento depresivo se mide indirectamente mediante la
medicion del tiempo en que el roedor permanece inmdvil. Un incremento en el
tiempo de inmovilidad puede interpretarse como una disminucion del intento por
escapar del estimulo aversién y una rendicion ante la impotencia (Lucki, Dalvi, &
Mayorga, 2001). Este modelo presenta gran evidencia en cuanto a la validez
predictiva ya que puede detectar efectos antidepresivos agudos mediante la
reduccion de la inmovilidad del roedor durante la prueba. No obstante, este modelo
presenta un sesgo importante ya que diversos farmacos pueden afectar la movilidad
del individuo incrementando su comportamiento ansioso o directamente la
actividad locomotora por vias alternas a las esperadas en el modelo. Esta alteracion
en la inmovilidad podria interpretarse erroneamente como un efecto antidepresivo.

Para reducir el riesgo de sesgo producto de efecto de la droga, especialmente en
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farmacos endocannabinoides, se plantean diversas pruebas comportamentales
complementarias que evaluan el espectro ansioso y locomotor del roedor (Griebel
et al., 2018). Para fines de reduccidn de riesgo de sesgo en el presente estudio, se
seleccionaron las pruebas de caja clara-oscura y de campo abierto para evaluar el
comportamiento ansioso y el efecto locomotor en los ratones. Asimismo, pese a que
el modelo prevé la ausencia de un grupo control puro (no expuesto a estresor)
debido a que la misma prueba de evaluacién constituye el estresor agudo, esto no
resulta en un impedimento para la deteccion temprana, simple y reproducible del

efecto antidepresivo de una droga (Porsolt, 2000)..

2.1.1.6.Evaluacion de efecto ansiogénico mediante prueba de caja clara-
oscura

La prueba de caja oscura fue descrita por primera vez por Crawley &
Goodwin en 1980 y fue empleada para evaluar el efecto ansiolitico de las
benzodiacepinas (Crawley & Goodwin, 1980). Esta prueba comportamental tenia
la ventaja de poder ser aplicado rapidamente y sin necesidad de entrenamiento
previo, a comparacion de otras pruebas como la prueba de conflicto de Vogel. En
la actualidad la prueba ha pasado por diversas modificaciones dependiendo del
autor y el estudio, no obstante el principio sigue siendo el mismo. El principio de la
evaluacion del comportamiento tipo ansioso de esta prueba reside en el conflicto
gue experimenta el raton por explorar de manera espontanea un ambiente nuevo y
la aversion que naturalmente siente por areas abiertas e iluminadas. Para la
evaluacion se coloca al raton en un aparato bicameral intercomunicado por un
pequefio pasaje. Una de estas cAmaras es transparente y esta expuesta a una fuente

de luz de 400 Ix (caja clara), mientras que la otra camara es oscura y representa un
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ambiente seguro para el raton (caja oscura) (Bourin & Hascoet, 2003). El raton es
colocado inicialmente en la caja clara. La medicién del comportamiento tipo
ansioso se evalua comparando el tiempo de permanencia en la camara clara, el
namero de transiciones y la latencia del raton por ingresar por primera vez a la

camara oscura.

2.1.1.7.Evaluacion de efecto ansiogénico y locomotor mediante prueba de
campo abierto

La prueba de campo abierto fue descrita por primera vez en 1934 por Calvin
Hall y se us6 principalmente para evaluar los componentes comportamentales y
fisiologicos de la esfera emotiva de los roedores frente a eventos estresantes
mediante indicadores como la defecacién y miccién (Hall, 1934) Afios més tarde
esta misma prueba seria usada para evaluar, ademas de la esfera emotiva, el
comportamiento tipo ansioso y medir la locomocion de roedores mediante su
habilidad ambulatoria (Seibenhener & Wooten, 2015). Esta prueba consiste en
colocar al roedor en el centro de un campo cuadrado o circular con paredes lo
suficientemente altas como para evitar su escape. El principio de la evaluacion del
comportamiento tipo ansioso reside en contraponer la curiosidad innata del ratén
por explorar ambientes novedosos versus la necesidad de buscar refugio y escapar
de lugares considerados riesgosos. Un raton con comportamiento tipo ansioso
pasara menos tiempo explorando el centro del campo abierto al considerarse
expuesto a posibles amenazas. Por otro lado, tendera a pasar mas tiempo junto a las
paredes del campo en busca de refugio (tigmotaxia) (Kraeuter, Guest, & Sarnyai,
2019). La forma objetiva de medir este comportamiento es mediante el tiempo

acumulado de permanencia en el centro del campo y el nimero de transiciones
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desde los bordes al centro. El principio de la evaluacion de la actividad locomotora
reside en el principio de que un ratdbn sano muestra una mayor actividad
deambulatoria que un raton con este tipo de afeccion. La forma objetiva de medir
este comportamiento es mediante la distancia acumulada de deambulacion del ratén
durante la prueba. Asimismo, también se mide el tiempo que el ratdn permanece

inmovil en una sola posicion (Kraeuter et al., 2019).

2.1.2. Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide es un mecanismo molecular presente tanto en
sistema inmunol6gico como en sistema nervioso. Dentro del sistema nervioso tiene
una funcién moduladora de la neurotransmision sinéptica ya sea de manera directa
(glutamatérgica y GABAérgica) o indirecta (dopaminérgica). Para el cumplimiento
de esta funcién, el sistema endocannabinoide requiere de un conjunto de enzimas,
predominantemente  postsinapticas, que sinteticen y metabolicen los
endocannabinoides. Asimismo, requiere de receptores especificos que lleven a cabo
los cambios moleculares modulatorios. Estos receptores denominados receptores
endocannabinoides pueden ubicarse predominantemente en la terminacion axonal
presinaptica (CB1) (Huang, Chen, & Zhang, 2016) o en el area somatodendritica
postsinaptica (CB2) (H. Y. Zhang et al., 2014). Dado que la sefalizacion
endocannabinoide se transmite generalmente desde la neurona postsinaptica a la

presinaptica se denomina “sefializacion retrograda”.

2.1.2.1.Sintesis de anandamida
Los endocannabinoides son sustancias de naturaleza lipidica que, a

diferencia de los neurotransmisores clasicos que se sintetizan y se almacenan en
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vesiculas para su posterior liberacion, se sintetizan bajo determinadas
circunstancias y se liberan inmediatamente. A este tipo de sintesis se denomina “a
demanda”. Los dos endocannabinoides méas abundantes presentes en el sistema
nervioso central son anandamida (AEA) y 2-acilglicerol. Cada uno de ellos son
sintetizados por diferentes vias metabolicas, no obstante su sintesis responde al

mismo estimulo promotor.

Como se menciono previamente, los endocannabinoides se sintetizan en la
neurona postsinaptica. Existen al menos dos promotores que dan inicio a la sintesis
“a demanda” de los endocannabinoides: la activacion de receptores acoplados a
proteina G (GPCR) con subunidad Gag11 Yy la despolarizacion de la membrana

mediante el ingreso de iones calcio (Hashimotodani et al., 2007).

Diversos neurotransmisores como el glutamato y GABA pueden interactuar
con GPCR selectivos que presentan una subunidad Goga1 €n su estructura. La
activacion de Gog1 incrementa la actividad de la adenilato ciclasa en la membrana
postsinaptica, lo que conlleva a una acumulacion de cAMP. EI cAMP por su lado
promueve la actividad de la fosfoquinasa A (PKA) y esta a su vez potencia la accion
de la enzima N-aciltransferasa (Cadas, Gaillet, Beltramo, Venance, & Piomelli,
1996). Esta enzima es muy importante dado que condensa una molécula de
fosfatidiletanolamina (PE) con acido araquidénico proveniente de fosfoglicéridos
(PG) provenientes de la membrana celular. El resultado de esta condensacion se
denomina N-araquidonilfosfatidiletanolamina (N-ArPE). A partir de este punto, N-
ArPE puede tomar diversas vias metabolicas que derivan finalmente en la sintesis
de AEA. La via mas importante es llevada a cabo por la enzima fosfolipasa D

especifica de N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE-PLD). NAPE-PLD hidroliza N-
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ArPE en AEA y é&cido fosfatidico (Maccarrone, 2017). Otras vias alternas para la
sintesis de AEA comprenden la accion de enzimas como sSPLA2 y Lyso-PLD. Para
una lectura més detallada del mecanismo se recomienda la revision escrita por
Basavarajappa (2007) (Basavarajappa, 2007a). La Figura 1 permite una mejor
visualizacion de los procesos bioquimicos relacionados a la sintesis de anandamida.
Otro evento promotor de la sintesis “a demanda” de endocannabinoides es la
despolarizacion de la membrana postsinaptica que se caracteriza por el ingreso de
iones calcio al interior de la neurona postsinaptica. El incremento de Ca*? tiene la
capacidad de incrementar la actividad de la encima N-aciltransferasa, la cual da
inicio a la sintesis de anandamida. Asimismo, también se ha reportado la existencia
de N-aciltransferasas independientes de calcio que aportan en la sintesis de AEA

(Jin et al., 2007).
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Figura 1. Via metabdlica de la sintesis y degradacion del endocannabinoide anandamida
(AEA). Imagen extraida del articulo de Macarrone (2017).

2.1.2.2.Metabolismo de anandamida

Luego de ser sintetizados, anandamida y los demas endocannabinoides son
liberados al espacio sinaptico a traves del transportador de endocannabinoides
(AMT). Una vez alli interacttian con los receptores endocannabinoides ubicados en
la membrana presinéptica. Asimismo, para mantener una sefializacion controlada,
diversas enzimas se encargan de degradar el excedente de endocannabinoides
producidos. Una de las enzimas mas importantes en la degradacion de anandamida
es la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH). Esta enzima trasmembrana ubicada
en la membrana de la neurona presinaptica se encarga de hidrolizar a la anandamida
produciendo &cido araquidonico y etanolamina, los cuales se reciclan y vuelven a
la membrana celular. Asimismo, existen otras enzimas como la ciclooxigenasa-2,
5-, 12- y 15-lipooxigenasa y monooxigenasas de citocromo P450 también se
encargan de degradar a la anandamida y otros endocannabinoides, cumpliendo un
rol de control de la biodisponibilidad junto con FAAH (Maccarrone, 2017). La
Figura 1 permite una mejor visualizacion de los procesos bioquimicos relacionados

a la degradacion enzimatica de anandamida.

2.1.3. Receptores endocannabinoide

Existen dos tipos de receptores endocannabinoides: CB1 y CB2. Estos
receptores pertenecen a la familia de los receptores acoplados a proteina G y la
funcién fisioldgica que genera su activacion depende de las subunidades en su

estructura y la ubicacion del receptor. De manera general se puede decir que la
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activacion de los receptores endocannabinoides reduce la excitabilidad neuronal
cumpliendo una funcibn moduladora frente a eventos de excesiva

neurotransmision.

2.1.3.1.Receptor endocannabinoide 1 - CB1

El receptor CB1 se expresa abundantemente en la terminal presinéptica de
neuronas de regiones como corteza, hipocampo, nucleo estriado y cerebelo. Este
GPCR de tipo A estd conformado por una subunidad Gaip y una subunidad Gfy.
Ademas cuenta con dominios de unién a B-arrestina, la cual también interviene en
el mecanismo de accion del receptor (Ye, Cao, Wang, & Zhou, 2019). Una vez
activado por un agonista, el receptor libera la subunidad Gy, la cual actia
reduciendo las corrientes de calcio en los canales de calcio dependientes de voltaje.
Asimismo, activa los canales reguladores de potasio (GIRK), permitiendo el
ingreso de iones K* y estabilizando el potencial de la membrana neuronal (Ver
Figura 2). La interaccion con ambos receptores reduce de manera directa la
excitabilidad neuronal y la liberacion calcio-dependiente de neurotransmisores
almacenados en vesiculas. Adicionalmente, la subunidad GPy también activa a la
enzima fosfatidilinositol-3-kinasa (PI13K), la cual a su vez produce la fosforilacion
de diferentes MAP kinasas (ERK1/2, JNK, Akt, p38) que intervienen en la
regulacion de la expresion de diferentes genes. Por otro lado, la subunidad Gaiso
reduce la actividad catalitica de la adenilato ciclasa, reduciendo como consecuencia
la disponibilidad de cAMP. Esta reduccion de cAMP también reduce la activacion
de PKA, lo que podria significar una reduccion en la excitabilidad neuronal
mediada por la activacién de canales de calcio y cierre de canales de potasio.

Asimismo, la subunidad Guaiyo interactiia con la proteina B-arrestina-1 lo que traeria
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como consecuencia una activacion temprana de ERK1/2, su traslocacion al nicleo
y promocion de trancripcion génica y proliferacion celular (Ibsen et al., 2017).
B-arrestina es una proteina que interactda con el GPCR en ausencia de la
proteina G e interviene en la regulacion y localizacion de los receptores CB. La -
arrestina se une al GPCR en dos sitios: el C-terminal fosforilado y el extremo
citoplasmatico. Una vez unido, la B-arrestina evita que el GPCR se vuelva a activar
propiciando su desensibilizacion. Adicionalmente, produce una regulacion de la
expresion de GPCR mediante la internalizacion del receptor y su remociéon de la
membrana. La B-arrestina también tiene capacidad de inducir la fosforilacion de
ERK1/2, no obstante la forma en que lo hace difiere de la induccion observada por
la subunidad Ga. En este caso, el efecto sobre ERK1/2 suele ser mas lento, menos
intenso pero de mayor duracion. Asimismo, la pERK dependiente de B-arrestina
suele concentrarse en los endosomas, donde produce inhibicion de factores de
transcripcion y fosforilacion de proteinas relacionadas a la dinamica del

citoesqueleto, apoptosis y migracion celular (Leo & Abood, 2021).
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Figura 2. Bloqueo de canales de calcio y apertura de canales reguladores de potasio
medidada por la subunidad By del receptor cannabinoide 1 activado. Imagen extraida del
articulo publicado por Ibsen et al. (2017)

2.1.3.2.Receptor endocannabinoide 2 - CB2

Antiguamente se pensaba que el receptor CB2 no se expresaba en el sistema
nervioso central sino que cumplia su funcion moduladora en el sistema
inmunoldgico, encontrdndose en tejidos como endotelio pulmonar, huesos, sistema
gastrointestinal y bazo. No obstante, la literatura actual sugiere que, si bien a niveles
fisiologicos la expresion de CB2 es muy baja (no detectable desde un punto de vista
metodoldgico), este si se expresa en el sistema nervioso central. A diferencia del
receptor CB1 que se expresa principalmente en las terminaciones presinapticas,
CB2 se expresa en las areas somatodendriticas postsinapticas de regiones como
retina, corteza, ndcleo estriado, hipocampo, amigdala, tronco encefélico y cerebelo
(Atwood & Mackie, 2010). La distribucion postsindptica de CB2 explica las
diferencias en cuanto a su efecto fisioldgico comparado con receptores CB1, pese
a contar con la misma estructura como GPCR (Chen, Gao, Gao, Su, & Wu, 2017),
CB2 también presenta una subunidad Gaio la cual al ser activada, inhibe a la
adenilatociclasa. Esto, como se mencioné anteriormente, reduce el flujo de canales
de calcio y abre los canales de potasio (GIRK), reduciendo asi la excitabilidad
neuronal (Atwood & Mackie, 2010). En el circuito mesolimbico esto es relevante
puesto que la activacion de CB2 reduciria la liberacion de dopamina en las

terminales neuronales .

Como se menciond previamente, en condiciones fisioldgicas la expresion de CB2

es reducida. Sin embargo, se ha observado que estados patoldgicos como dolor
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neuropético, accidentes cerebrovasculares, enfermedades neurodegenerativas y
cuadros de adiccion pueden inducir un incremento de la expresion de CB2. Se
especula que este incremento responderia a un intento fisiolégico por recuperar la

homeostasis en la excitabilidad neuronal (Chen et al., 2017).

2.1.4. Circuito mesolimbico

El &rea tegmental ventral es una region del mesencéfalo con abundante
presencia de neuronas dopaminérgicas. Dependiendo de hacia donde se proyectan
estas neuronas pueden formar distintos circuitos. La proyecciones dopaminérgicas
dirigidas a la corteza prefrontal media forman el denominado circuito mesocortical,
mientras que las neuronas dopaminérgicas que se proyectan al nucleo estriado
ventral, mas especificamente al nucleo accumbens forman el circuito mesolimbico
(Ver Figura 3). Para describir al circuito mesolimbico es necesario describir a sus

dos componentes principales: el area tegmental ventral y el nicleo accumbens.

|@—=< Glutamatergic
| Dopaminergic

|@— GABAergic

Figura 3. Esquema representativo de las principales proyecciones relacionadas al circuito
mesolimbico (area tegmental ventral (VTA) y nicleo accumbens (NAc)) del cerebro de ratdn.
Imagen extraida del articulo publicado por Russo & Nestler (2013).
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2.1.4.1.Area tegmental ventral

El area tegmental ventral (VTA) es una region cerebral ubicada en el
mesencefalo y, junto con la substancia nigra, constituyen los nicleos con mayor
poblacion dopaminérgica en el encéfalo. La poblacién neuronal del VTA esta
compuesta por neuronas dopaminégicas (65%), interneuronas GABAérgicas
(35%) y glutamatérgicas (5%) (Holly & Miczek, 2016; Sesack & Grace, 2010). Esta
region neuronal es inervada por otras regiones que cumplen un papel modulador en
la liberacion de dopamina. Neuronas glutamatérgicas provenientes de la corteza
prefrontal medial y tegmentum dorsal lateral (LDTg) inervan a las neuronas
dopaminérgicas y tienen una funcién predominantemente excitatoria, propiciando
la liberacion de dopamina. Por otro lado, estructuras como el tegmento rostromedial
(RMTQg) y el nucleo accumbens envian proyecciones GABAérgicas a las neuronas
dopaminérgicas, reduciendo asi su excitabilidad y resultando en una disminucion
de la liberacion de dopamina . Asimismo, neuronas glutamatérgicas de la habénula
lateral (LHb) reducen la liberacion de dopamina de manera indirecta al proyectarse
a las interneuronas GABAGérgicas del VTA. Estas interneuronas inhibitorias liberan
GABA sobre los receptores GABAEérgicos de las neuronas dopaminérgicas
produciendo su excitabilidad (Russo & Nestler, 2013). Este nucleo proyecta
sinapsis dopaminérgicas principalmente al nucleo accumbens, y en menor grado a
estructuras como el hipocampo, corteza prefrontal y amigdala basolateral y central

(Russo & Nestler, 2013).
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2.1.4.2.Nucleo accumbens

El nGcleo accumbens es una region perteneciente al nucleo estriado ventral.
Est&4 compuesto principalmente por neuronas GABAGérgicas (95%) e interneuronas
colinérgicas (5%) (Fox & Lobo, 2019; Russo & Nestler, 2013). Las neuronas
GABAérgicas son denominadas medium spiny neurons (MSN) las cuales expresan
receptores dopaminérgicos D1 o D2, forméndose dos subpoblaciones definidas.
Estas MSN reciben proyecciones predominantemente dopaminérgicas provenientes
del VTA. Asimismo, proyecciones glutamatérgicas provenientes de hipocampo,
mPFC y amigdala basolateral interactian con la terminal sindptica proveniente de
VTA para incrementar la liberacion de dopamina (Covey, Mateo, Sulzer, Cheer, &
Lovinger, 2017). Por otro lado, interneuronas GABAérgicas de dentro del mismo
nacleo accumbens también interactian con las terminaciones sinapticas
dopaminérgicas, cumpliendo un papel inhibitorio y reduciendo la liberacion de
dopamina. Las interneuronas colinérgicas también cumplen un papel relevante en
la liberacion de dopamina de manera indirecta. La acetilcolina liberada por las CIN
interactian con receptores nicotinicos de acetilcolina (nNACh-R) y receptores
metabotropicos de acetilcolina (MACh-R) de las proyecciones glutamatérgicas
propiciando una liberacion de glutamato. Este a su vez interactia con las
terminaciones dopaminérgicas incrementando la liberacion de dopamina (Mateo et
al., 2017). Es importante mencionar que tanto las proyecciones glutamatérgicas
como las interneuronas colinérgicas expresan receptores endocannabinoides en sus
terminales, mientras que las neuronas dopaminérgicas e interneuronas colinérgicas
carecen de ellos. Esto es relevante dado que la activacién de receptores CB1 en las

proyecciones glutamatérgicas reduciria la liberacion de glutamato, reduciendo la
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liberacion de dopamina. Por otro lado, la activacion de CB1 en interneuronas
GABAérgicas reduciria su potencial inhibitorio y permitiria una mayor liberacion
de dopamina (Covey et al., 2017). Finalmente, las MSN del nucleo accumbens
también se proyectan a diferentes regiones cerebrales dependiendo de la
subpoblacion estimulada. Las MSN-D1 se proyectan nuevamente hacia el area
tegmental ventral, hacia substancia nigra y ndcleo pélido ventral, mientras que las

MSN-D2 se proyectan Unicamente hacia nucleo palido ventral (Smith et al., 2013).

2.1.5. Neurotransmision dopaminérgica

La dopamina es un neurotransmisor monoaminérgico sintetizado en axones
y dendritas de neuronas dopaminérgicas. Su sintesis parte de la L-fenilalanina, la
cual es transformada en L-tirosina por la enzima fenilalanina hidroxilasa. Luego, la
enzima tiroxina hidroxilasa se encarga de convertir la L-tirosina en L-DOPA.
Finalmente, L-DOPA pasa a ser dopamina por accion de la enzima descarboxilasa
de aminoéacidos aromaticos (AADC). La dopamina sintetizada es almacenada en
vesiculas sinapticas por medio de los transportadores de monoamina vesicular 2
(VMAT?2). Estas vesiculas permiten la conservacion y posterior liberacion calcio-
dependiente de la dopamina en el compartimento axonal y somatodendritico
(Meiser, Weindl, & Hiller, 2013). Las regiones cerebrales en donde se concentra la
mayor cantidad de neuronas dopaminérgicas son la sustancia nigra y area tegmental
ventral, y en un menor grado el campo retrorubral, bulbo olfatorio y diversos

nucleos hipotaldmicos (A11-A15).

Las neuronas dopaminérgicas, a diferencia de las glutamatérgicas y
GABAérgicas, liberan dopamina de manera regular de forma tonica (2-4 Hz) o

fasica (15-30 Hz) dependiendo de la region cerebral. La despolarizacion de la
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membrana de la neurona dopaminérgica conlleva a la apertura de canales de calcio
tipo L (dependiente de voltaje). La entrada de calcio permite la fusion de las
vesiculas sinapticas con la membrana celular y con ello la liberacion de dopamina
en el sitio sinaptico o en el espacio extracelular (Yu, Tucker, Levitan, Shepard, &
Canavier, 2014). Las principales proyecciones dopaminérgicas inervan tanto nicleo
estriado dorsal como ventral, ademéas de regiones corticales y subcorticales del
sistema limbico. Estas regiones, logicamente, expresan gran abundancia de

receptores dopaminérgicos.

2.1.6. Receptores dopaminérgicos

La dopamina liberada interactua con los receptores dopaminérgicos
presentes en las neuronas postsinpticas y presinapticas (autoreceptores). Los
receptores dopaminérgicos son una familia de receptores transmembrana acoplados
a proteina G (GPCR), de los cuales se han descrito 5 receptores que son nombrados
numéricamente desde el receptor dopaminérgico 1 hasta el 5 (DR1 - DR5).
Asimismo, dependiendo del efecto metabotropico producido, estos receptores se
subclasifican en receptores dopaminérgicos tipo 1 (DR1 y DR5) y receptores
dopaminérgicos tipo 2 (DR2, DR3 y DR4) (Martel & Gatti McArthur, 2020). Neve
et al. (2004) publicaron una revisién sobre la sefializacién dopaminérgica la cual se
recomienda para una profundizacion mas extensa del tema (Neve, Seamans, &

Trantham-Davidson, 2004).

2.1.6.1.Receptores dopaminérgicos tipo 1

Los receptores dopaminérgicos tipo 1 (DR1 y DR5) son GPCR que tienen

una accion predominantemente excitatoria gracias a la accion de su subunidad
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Gasoir. La subunidad Gasporr interactua con la adenilato ciclasa y estimula su
actividad enzimatica (Tesmer, Sunahara, Gilman, & Sprang, 1997). La adenilato
ciclasa transforma la adenosina trifosfato (ATP) en adenosina monofosfato ciclica
(CAMP). ElI cAMP interactia con la proteinquinasa A (PKA) y habilita sus
propiedades cataliticas las cuales dan inicio a diversas reacciones enzimaticas. Uno
de los sustratos méas importantes de PKA es DARPP-32 (fosfoproteina regulada por
dopamina y cAMP de 32 kDA), la cual, al ser fosforilada en Thr75 por PKA,
promueve la inhibicion de la proteinfosfatasa 1. Como se explicard méas adelante,
es el incremento de PKA y de DARPP-32 el principal, pero no exclusivo
responsable del incremento de la excitabilidad producto de la activacion de los

receptores dopaminérgicos tipo 1 (Ver Figura 4).

Se especula que la activacion de DR1 y la posterior cascada PKA-DARPP-
32 reduce la corriente ionica en los canales de potasio dependientes de voltaje y
canales rectificadores de potasio, los cuales que evita que estos puedan estabilizar
el potencial de membrana de la neurona (Peleg, Varon, Ivanina, Dessauer, &
Dascal, 2002; Touhara & MacKinnon, 2018). Asimismo, esta misma cascada
también incrementa la conductancia de los canales de calcio tipo L y reduce la de
los canales de calcio tipo N- y P/Q-, lo que promueve la despolarizacion de la

membrana (Peleg et al., 2002).

La activacion de receptores dopaminérgicos tipo 1 también influyen en la
regulacion de receptores glutamatérgicos. Los receptores AMPA y MNDA
incrementan su respuesta a agonistas mediante la interaccion con el receptor DR1
a través de vias CREB y fosforilacion dependiente de PKA-DARPP-32 (Flores-

Hernandez et al., 2002).
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El efecto que tienen los DR1 sobre la regulacion de los receptores GABA
es variada debido a que estos tltimos estan conformados por diferentes unidades o,
By v las cuales responden de manera distinta a la accion de las proteinquinasas. En
general se ha observado que en el estriado ventral la accion de DR1 tiende a reduccir
las corrientes de los receptores GABA a través de la via PKA/DARPP-32/PP1

(Flores-Hernandez et al., 2000).

Finalmente, los receptores DR1 también pueden propiciar cambios a nivel
génico mediante la activacion de factores de transcripcion como CREB (del inglés
cyclic AMP response element-binding protein) y MAP quinasas (quinasa de
proteina activada por mitdgeno) como ERK, p38 y JNK, todas dependientes de
CcAMP (C. H. Gerfen, Miyachi, Paletzki, & Brown, 2002; Zhen, Uryu, Wang, &

Friedman, 1998).
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Figura 4. Castada de sefializacién producto de la activacion de receptores dopaminérgico
DR1. Imagen extraida del articulo publicado por Neve et al. (2004).

2.1.6.2.Receptores dopaminérgicos tipo 2
Los receptores dopaminérgicos tipo 2 (DR2, DR3 y DR4), a diferencia de

los de tipo 1, presentan en su estructura una subunidad Gaip. ESta subunidad, en
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conjunto con Ggy son las responsables del efecto predominantemente inhibitorio de

este receptor.

La subunidad Gai/o actua de manera contraria a Gas/oir de DR1, inhibiendo a
la adenilato ciclasa. Para ello, se une al dominio citosolico C1 de la adenilato ciclasa
y reduce su capacidad enzimatica, reduciendo como consecuencia la activacion de
PKA vy la fosforilacion de todos sus sustratos secundarios como el DARPP-32
(Dessauer, Chen-Goodspeed, & Chen, 2002). Esto en principio produce un efecto

opuesto al resultado de la activacion de los receptores DR1 (Ver Figura 5)..

Adicionalmente, los receptores DR2 presenta una subunidad GPy es
responsable de muchos de los efectos observados tras la activacion del receptor. La
activacion de DR2 libera la subunidad Gfy, activando los canales rectificadores de
potasio (GIRK) (Peleg et al., 2002), propiciando la estabilizacion del potencial de
membrana y reduciendo la excitabilidad neuronal. Este efecto sobre los GIRK se
observa tanto en neuronas dopaminérgicas (como mecanismo de autorregulacion)

como en neuronas del estriado ventral que expresan DR2.

Asimismo, la subunidad Gg, reduce la actividad de los receptores de calcio
dependientes de voltaje. Esta actividad inhibitoria se da mediante la unién con el
extremo COOH terminal y/o la regién de union I-11 de los canales de calcio y la
reduccion de la corriente de iones por el canal (Qin, Platano, Olcese, Stefani, &
Birnbaumer, 1997). La reduccion de actividad de canales de calcio da como

consecuencia la reduccion de la excitabilidad neuronal.

Por otro lado, las cascadas de sefializacion de las MAP quinasas en general

son estimuladas por accion de la subunidad Gg, de los DR2. Dentro de las
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principales vias de MAP quinasas estimuladas estan Akt, ERK1/2 y SAPK/JNK.
Todas estas vias de sefializacion estan relacionadas principalmente a la sintesis de

DNA y mitogénesis (Goldsmith & Dhanasekaran, 2007).

Otra accion relevante de la subunidad Gg, es la regulacion de fosfolipasa C
(PLCpL). PLCB1 moviliza las reservas de calcio mediante inositol trifosfato
(Fisher, Jenkins, Tall, Burke, & Smrcka, 2020). Esta movilizacion de calcio activa
la calcineurina y con ello reduce las corrientes de calcio de los canales de calcio

tipo L.

La presencia de neuronas GABAérgicas (MSN) con los receptores DR1 y
DR2 en una misma region como lo es el ndcleo accumbens complica la
interpretacion del efecto la estimulacién de estos receptores y el resultado
morfolégico o electrofisiologico final. Estas subpoblaciones neuronales reciben
proyecciones de diferentes nicleos y que son estos nucleos los que se activan de
diferente forma frente a diferentes estimulos estresores. Conocer qué nucleos se
estimulan y como afectan a las neuronas del estriado ventral es clave para describir

la génesis de trastornos como la depresion.
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Figura 5. Castada de sefializacién producto de la activacion de receptores dopaminérgico
DR2. Imagen extraida del articulo publicado por Neve et al. (2004).
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2.2.Planteamiento del problema de investigacion

A la fecha existe evidencia preclinica de que los inhibidores de la enzima
FAAH tienen la capacidad de reducir sintomas depresivos en modelos animales.
MACOMCH-01 es un inhibidor FAAH encontrado en Lepidium meyenii que tiene
estudios in-vitro y que lo posicionan como un potencial candidato con efecto
antidepresivo. Sin embargo, ain no se han publicado estudios comportamentales
In-vivo que comprueben este supuesto efecto antidepresivo en modelos animales.
Adicional a ello, no se ha descrito el efecto que producen los inhibidores de FAAH
en la sefalizacién endocannabinoide y dopaminérgica a nivel molecular en la via
mesolimbica, que a la luz de la evidencia actual, se posiciona como un nodo

conector importante en el desarrollo de la depresion.

2.3.Justificacion del estudio

La depresion clinica es considerada uno de los trastornos con mayor impacto
en la salud mental de las personas alrededor del mundo. Este impacto es exacerbado
por el gran porcentaje de fallo terapéutico y reincidencias de sintomas agudos en
los pacientes. Esto se traduce en un incremento constante de la prevalencia del
trastorno en la sociedad, ineficacia en el uso de recursos nacionales en el tratamiento
Yy, en casos mas extremos, incremento de taza de mortalidad asociada al trastorno.
Pese a que desde la década de los 60s se vienen desarrollando nuevas opciones
terapéuticas a medida que se alcanza una mejor comprensién de la etiologia del
trastorno, es evidente que el tratamiento universal y efectivo de la depresién sigue

siendo esquivo para los profesionales de la salud. Aun con todo lo mencionado
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anteriormente, los intentos por comprender mejor las bases neurobioldgicas de la
depresién han dado luces sobre posibles alternativas para su tratamiento, basado en
estudios a nivel pre-clinico. Una de estas alternativas, altamente promisoria basada
en la evidencia pre-clinica, es la enfocada en el sistema endocannabinoide. A través
de este sistema se han propuesto farmacos novedosos que, si bien muchos ain se
encuentran en fase de estudios preclinicos, tienen potencial como futuro
tratamiento. Dentro de estas alternativas farmacoldgicas se encuentran aquellas que
se encuentran en la naturaleza y forman parte del legado cultural regional. Este es
el caso de la maca (Lepidium meyenii) el cual, por conocimiento popular y apoyada
por evidencia cientifica, es propuesta como un antidepresivo natural. EI presente
estudio busca ir un paso mas alla, al estudiar un compuesto semisintético presente
en la maca como potencial antidepresivo (MACOMCH-01). Asimismo, se busca
estudiar el efecto antidepresivo desde un punto de vista comportamental y
molecular, dos aspectos muy importantes e interrelacionados que buscan dar un
soporte logico al posible efecto y mecanismo de accion. Este trabajo de
investigacion no solo tiene como intencién aportar a los conocimientos generales
sobre la etiologia de depresién y mostrar evidencia sobre un potencial farmaco
alterno a los antidepresivos clasicos, sino que también busca exponer a la maca, raiz
cultivada en la zona andina del Peru, y al conocimiento popular como fuente de

referencia para posibles futuros estudios cientificos en el campo de la neurociencia.
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I, HIPOTESIS
La administracion intraperitoneal de MACOMCH-01, comparado con la
administracion de solucion vehiculo, reduce el comportamiento tipo depresivo en

ratonces BALB/c machos expuestos al modelo de estrés agudo
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V.

OBJETIVOS

4.1.0Objetivos generales

Determinar el efecto de la administracion intraperitoneal de MACOMCH-

01 en el comportamiento tipo depresivo en ratones BALBI/c.

Determinar el efecto de la administracion intraperitoneal de MACOMCH-
01 en la expresion de genes relacionados a la neurotransmision
endocannabinoide y dopaminérgica en nucleo accumbens de ratones

BALB/c.

4.2.0bjetivos especificos

Evaluar el efecto antidepresivo de MACOMCH-01 mediante la prueba de

nado forzado.

Evaluar el efecto ansiogénico de MACOMCH-01 mediante la prueba de

caja clara oscura y de campo abierto.

Evaluar el efecto locomotor de MACOMCH-01 mediante la prueba de

campo abierto.

Evaluar el cambio en niveles de expression de genes asociados a la
neurotransmision endocannabinoide en nucleo accumbens (Napepld, Faah,

Cnrly Cnr2).

Evaluar el cambio en niveles de expression de genes asociados a la

neurotransmisionn dopaminérgica en nucleo accumbens (Drd1 y Drd2)
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V. METODOLOGIA

5.1.Animales

Se emplearon 97 ratones BALB/c machos de 2 meses de edad y con un peso
entre 25y 45 g. Se establecieron las condiciones de crianza y alimentacién de los
animales de experimentacion con la finalidad de asegurar el cumplimiento de los
requerimientos minimos establecidos por la Guia de Manejo y Cuidado de
Animales de Laboratorio: Ratdén (Fuentes Paredes, Mendoza Yanavilca, Rosales
Fernandez, & Cisneros Tarmefio, 2008) Los animales de experimentacion fueron
alojados en el bioterio automatizado de la Universidad Andina del Cusco. Las
condiciones ambientales de alojamiento en el bioterio para el mantenimiento de
roedores fueron: humedad relativa de 45 + 10%, temperatura 24 + 2°C, ciclo diurno
de 06:00h a 18:00h y ruido < 85 dB. Ademas, el ambiente de estabulacion contd
con un sistema automatizado de ventilacion soportada por filtros para proveer aire
limpio y extraer el amoniaco residual de los roedores. EI nimero minimo y maximo
de roedores por jaula fue de 4 y 5, respectivamente. Se proveyd de una dieta
estandar para los roedores. Tanto la viruta como los alimentos administrados a los
ratones fueron previamente esterilizados por método UV al menos un dia previo a

Su uso.

5.2.Farmacos

Se empled la macamida semisintética (9Z, 12Z)-N-benciloctadeca-9,12-

dienamida (MACOMCH-01, de ahora en adelante abreviada como MCH), la cual
fue sintetizada por MEDALCHEMY, S.L., San Vicente de Raspeig, Alicante,

Espafia (Anexo 1). Su estructura se presenta en la Figura 6.
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CHs

Figura 6. Estructura quimica de MACOMCH-01 (CzsH3sNO)

La fluoxetina clorhidrato fue adquirida de Sigma-Aldrich (Anexo 1). Todos
los farmacos fueron disueltos en solucién vehiculo compuesto por 5% DMSO, 5%
polietilenglicol 600 y 90% solucién salina (NaCl 0.9%) y llevados a

concentraciones requeridas por el estudio, el cual se detallara méas adelante.

5.3.Disefio experimental
El trabajo de investigacion se defini6 como un estudio experimental
aleatorizado. Se evalud el efecto de la administracion de MCH en la regulacién del

comportamiento tipo depresivo y ansioso.

Para la evaluacion del efecto antidepresivo se realizd la prueba de nado
forzado. En ella se definid la creacion de 5 grupos: Grupo vehiculo, MCH 3 mg/kg,
MCH 10 mg/kg, MCH 30 mg/kg y fluoxetina 20 mg/kg. El grupo vehiculo
constituyo el grupo control, mientras que los grupos MCH y fluoxetina fueron los

experimentales (Figura 7A).

Para la evaluacién del efecto ansiolitico se realizaron dos pruebas. La
primera prueba fue la de caja clara oscura. En ella se defini6 la creacion de 4 grupos:

Grupo vehiculo, MCH 10 mg/kg, MCH 30 mg/kg y midazolam 2mg/kg. El grupo
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vehiculo fue el grupo control, mientras que los grupos MCH y midazolam fueron
los experimentales (Figura 7B). La segunda prueba fue la de campo abierto. En
ella se definieron solo dos grupos experimentales: Grupo vehiculo (control) y grupo
MCH 10 mg/kg (grupo experimental con mejor efecto en la prueba de nado forzado)

(Figura 7C).

Asimismo, para evaluar el efecto producido por la afeccion locomotora, se
decidié emplear los resultados de la prueba de campo abierto mencionada en el

parrafo anterior por lo que el disefio experimental es el mismo (Figura 7C).
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Figura 7. Disefio experimental de los tres experimentos para evaluacion del efecto
comportamental de MCH. (A) Evaluacion de efecto antidepresivo en modelo de estrés
agudo, (B) Evaluacion de efecto ansiogénico con prueba de caja clara oscura y (C)
Evaluacién de efecto ansiogénico y locomotor con prueba de campo abierto.

Por altimo, se evalud el efecto de MCH en la expresion génica relacionada
a la via endocannabinoide y dopaminérgica en el nicleo accumbens. Para ello se

emplearon los encéfalos recolectados de los ratones que fueron sometidos a la
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prueba de nado forzado. Se compararon los grupos experimentales que recibieron
MCH vy fluoxetina contra el grupo vehiculo (Ver Figura 8).

Vehiculo

Vs, 4 ' 4
MCH 3 mag/kg i.p.
MCH 10 mg/kg i.p. \ o, 0
MCH 30 mg/kg i.p.
[ ]

Fluoxetina HCI 20 mkg/kg i.p.

'] 1
L ] L] L]
Microdiseccion en criostato Extraccién de RNA (DNAse) Amplificacion con RT-qPCR

(500 pm) Creacion de libreria {Cuantificacion relativa)
-10°C

Figura 8. Esquema general del disefio experimental para el estudio del efecto antidepresivo
de MCH

El desarrollo de las pruebas comportamentales se llevaron a cabo en el
ambientes aislados dentro del Bioterio Automatizado y mientras que el analisis
molecular, en el Laboratorio de Investigacion en Neurociencias de la Universidad

Andina de Cusco.

5.4.Crianza de ratones

Se program0 la reproduccion de ratones BALB/c para obtener un nimero
aproximado de 97 crias machos. Estas crias fueron pesadas y permutadas de nido
para reducir las variables endégenas propias de cada camada. Luego de ello fueron
dejadas al cuidado de la madre sustituta por 3 semanas. En la semana 4, cada
camada fue trasladada a cajas separadas de la madre. En cada caja permanecieron
entre 4-5 ratones. Se les proporcioné alimento para ratén y agua estéril ad libitum

hasta los 2 meses de edad.

5.5.Creacion de grupos experimentales

Luego de que los ratones hayan alcanzado 2 meses de edad, cada caja fue
asignada de manera aleatoria a una de las tres pruebas comportamentales a

realizarse (58 ratones para la prueba de nado forzado, 20 para la prueba de caja clara
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oscuray 19 para la prueba de campo abierto, ver Figura 7). Acto seguido, todos los
ratones fueron asignados a un grupo experimental dependiendo de la prueba
comportamental (ver detalles en la seccion de cada prueba comportamental). A
continuacidn, se designo una identificacion Unica a cada ratdn mediante el cardex
y pintado de cola. Se realizé el pesado de cada raton para con ello calcular el

volumen de vehiculo o droga a administrarse (Anexo 2).

5.6.Evaluacién comportamental

5.6.1. Habituacion

Todos los ratones de los grupos experimentales pasaron por un periodo de
habituacion de 3 dias para acostumbrarlos al ambiente, manipulacion y
administracion intraperitoneal previa prueba comportamental. Este periodo
consistio en llevar las cajas con los ratones al area de evaluacién comportamental
todos los dias a la misma hora (11:00h) por una duracion de una hora. Después,
todos los ratones recibieron la administracion intraperitoneal de vehiculo cada dia
después de la hora de habituacion (12:00h). Se proporcion6 alimento y agua ad
libitum y se mantuvieron las condiciones de temperatura y humedad similares al
area de estabulacion. Cada dia, durante el periodo de habituacion, se realizé una
evaluacion visual del estado de los ratones y se anot6 cualquier observacién con

respecto al pelaje o presencia de anormalidades.

5.6.2. Administracion de drogas

El cuarto dia se realiz6 la habituacion correspondiente por una hora, pero no
se administrd vehiculo. Las drogas o vehiculo se administron luego de la

habituacion por una hora en el area de evaluacion comportamental. Se administré
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la cantidad de droga o vehiculo correspondiente a cada ratén dependiendo del peso
corporal. El volumen maximo de solucion vehiculo o droga fue de 0.01 mL por
cada gramo de peso corporal de raton. La droga asi como la dosis administrada se
detalla en las secciones correspondientes a las pruebas comportamentales (Anexo
2). La administracion intraperitoneal se realiz6 en el flanco izquierdo del abdomen
del raton. Luego de la administracion intraperitoneal, los ratones fueron retornados
a sus jaulas (aun en el &rea de evaluacién comportamental) para su descanso por

una hora.

5.6.3. Prueba de nado forzado

Esta prueba se realiz6 para evaluar el fenotipo depresivo de los ratones y el
potencial efecto antidepresivo de MCH. Para ello se formaron cinco grupos
experimentales los cuales recibieron solucién vehiculo (n = 12), MCH 3 mg/kg i.p.
(n=13), MCH 10 mg/kg i.p. (n = 14), MCH 30 mg/kg i.p. (n = 14) y fluoxetina 20
mg/kg i.p. (n = 5). Brevemente, se prepar6 un cilindro de plexiglass de 25 cm de
diametro y 49 cm de altura y se llend con agua a una temperatura de 26 + 1°C hasta
una altura de 20 cm sobre la base. Se coloco un fondo de color negro detras del
cilindro para que contraste con el color blanco de los ratones. Luego de montado el
aparato y la camara de grabacion, se coloco la etiqueta correspondiente a la
identificacion de cada ratdn en un lugar visible. La prueba comportamental inicié
colocando lentamente al raton dentro del cilindro, evitando que su cabeza sea
sumergida durante el proceso. Se procedio a grabar la actividad del ratdén dentro del
cilindro por 6 minutos. Luego del periodo de 6 minutos, el raton fue retirado
lentamente del aparato y colocado sobre toallas para que pueda secarse mas

rapidamente. Finalmente fue retornado a su caja para que descanse por una hora.
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Se registré el tiempo de latencia para la primera inmovilidad y la duracion
acumulada de inmovilidad de los dltimos 4 minutos dentro del aparato. El analisis

de las variables comportamentales observadas en las grabaciones se realizo

mediante el software Ethovision XT version 15 (Ver Figura 9)

«««««««««

Figura 9. Interfaz del software Ethovision XT version 15 para el analisis comportamental
en la prueba de nado forzado.

5.6.4. Prueba de caja clara-oscura

Esta prueba se realizé para evaluar el potencial efecto ansiogénico de MCH.
Para ello se formaron cuatro grupos experimentales los cuales recibieron solucion
vehiculo (n = 4), MCH 10 mg/kg i.p. (n = 5), MCH 30 mg/kg i.p. (n = 6) y
midazolam 2 mg/kg i.p. (n = 5). Brevemente, se acondicioné un aparato bicameral
de plexiglass. Una camara era transparente mientras que la otra era opaca (negro),
las cuales estaran intercomunicadas por un pasaje. Las dimensiones del aparato
fueron de 20 x 20 x 20 cm por cdmara clara y oscura y 4.6 cm para el pasaje

intercameral. Luego de montado el aparato y la camara de grabacion, se coloco la
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etiqueta correspondiente a la identificacion de cada raton en un lugar visible. La
prueba comportamental se inicié colocando al raton dentro de la cémara
transparente y se registro su actividad y transiciones entre la caja clara y la oscura
por 5 minutos. Luego de este periodo, el raton es retornado a su caja. Se registro el
namero de transiciones entre cajas, el tiempo de latencia de entrada a la camara
oscura y la duracion acumulada en la camara transparente. El andlisis de las
variables comportamentales observadas en las grabaciones se realizé6 de manera

manual usando un registro fisico y un cronometro (Ver Figura 10)

Figura 10. Muestra de registro audiovisual de la prueba de caja clara oscura.
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5.6.5. Prueba de campo abierto

Esta prueba se realizd para evaluar tanto el efecto locomotor producto de la
administracion de la droga, como el efecto ansiolitico. Para ello se formaron dos
grupos experimentales los cuales recibieron solucién vehiculo (n = 10) y MCH 10
mg/kg i.p. (n = 9). Brevemente y luego del acondicionamiento, se colocoé al raton
en una plataforma de 40 cm x 40 cm de color gris mate y paredes de 50 cm. La
camara se ubico a aproximadamente 70 cm de la plataforma hacia arriba. Se inicio
la grabacion y se registré la actividad del raton por 10 minutos. Luego de la
grabacion, el ratdn es retirado de la plataforma y devuelto a su caja. La plataforma
es limpiada con alcohol y papel. Luego del registro de actividad de todos los
ratones, los videos fueron analizados usando el software EthoVision XT version 15
(Ver Figura 11). Para la evaluacion locomotriz se cuantificd la distancia total
recorrida en la plataforma y el tiempo acumulado de inmovilidad. Para la
evaluacion de efecto ansiolitico se evalud el nimero de ingresos a la zona central y

el tiempo acumulado de permanencia en la zona central.
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Figura 11. (A) Interfaz del software Ethovision XT version 15 para el anélisis
comportamental en la prueba de campo abierto. Mapa de calor promediado de
posicionamiento de ratones del grupo MCH 10mg/kg i.p. (B) y grupo vehiculo (C).
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5.8.Andlisis molecular

5.8.1. Disefio experimental del analisis molecular

Para el disefio experimental se definieron 5 grupos experimentales los cuales
estaban conformados por encéfalos de ratones que habian sido evaluados en la
prueba de nado forzado: Grupo vehiculo (n=5), MCH 3 mg/kg (n=5), MCH 10

mg/kg (n =5), MCH 30 mg/kg (n = 5) y Fluoxetina 20 mg/kg (n = 5).

5.8.2. Muestra

5.8.2.1.Descripcién y procesamiento de muestra
Las muestras extraidas fueron microdisecciones de nlcleo accumbens (zona
central o core) de encéfalo de raton. Las muestras se caracterizaron por ser solidas,
de aproximadamente 1 mg de peso. El procesamiento de las muestras estuvo
comprendido desde la eutanasia de los ratones hasta la microdiseccion del nicleo

accumbens.

5.8.2.2.Eutanasia de animales

Luego de una hora de la aplicacion de las pruebas comportamentales
(aproximadamente a las 13:00h), los animales fueron sacrificados para la obtencion
de encéfalos enteros. Para ello, todos estos fueron anestesiados con la finalidad de
disminuir el sufrimiento. El anestésico empleado fue xilacina, un conocido
anestésico de uso veterinario con propiedades sedativas, anestésicas, miorelajantes
y analgeésicas. La dosis de xilacina administrada fue 50 mg/kg i.p. Luego de la
sedacion, los animales fueron sacrificados mediante dislocacion cervical. Acto

seguido, se corto la cabeza usando tijeras quirargicas.
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5.8.2.3.Extraccion y conservacion de encéfalos

El procedimiento de extraccion de encéfalos tuvo una duracion maxima de
3 minutos por encéfalo para evitar degradacion de material genético. La cabeza de
los ratones fue colocada en una superficie sobre hielo. Usando tijeras quirdrgicas
estériles, se abrio el craneo del raton. Con ayuda de una espéatula estéril se extrajo
el encéfalo del ratdn, conservando el bulbo olfatorio y el cerebelo con parte del
bulbo raquideo. Acto seguido se colocd de manera vertical sobre una superficie de
metal estéril con hielo seco a aproximadamente -80°C. Esto permitio el
congelamiento inmediato de los encéfalos (aproximadamente 2 minutos). Luego de
que el encéfalo esté completamente congelado, este fue colocado en papel aluminio
esteril. Cada papel aluminio estuvo rotulado con la identificacion del ratdn, el grupo
experimental, la fecha de diseccion y el nombre del experimento. Luego de extraer
todos los encéfalos, estos fueron almacenados en un ultracongelador vertical a -

80°C (Modelo 6485, Lauda-GFL) hasta su posterior analisis molecular.

5.8.2.4.Cortes en frio de encéfalos

Con la finalidad de realizar micropunches de las regiones subcortiales de
interés, se realizaron cortes en frio del encéfalo. Para ello se trasladaron
rapidamente las muestras desde el ultracongelador al criostato (CM 1520, Leica) a
-10°C. Los encéfalos enteros fueron fijados verticalmente sobre una plataforma
circular con ayuda de un medio congelante de tejido (Tissue Freezing Medium,
Leica). Los encéfalos fijados fueron dejados en reposo por al menos 10 minutos
para el acondicionamiento de la temperatura. Luego de la solidificacion del medio
congelante, se monto la plataforma con el encéfalo en el criostato y se realizaron

cortes de 20 pm desde el bulbo olfatorio. Esto permitid avanzar lenta y
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controladamente a través del encéfalo hasta encontrar las marcas anatomicas o
landmarks que identificaron el inicio del ndcleo accumbens. Se definieron como
landmarks la desaparicion de la fisura rinal, aparicion de putamen y comisura
anterior (ver Figura 12). Una vez llegada a la zona de interés, se configuro el
criostato para que realice un corte de 500 um. Se coloc6 la hoja de corte sobre el
encéfalo y se realizo el corte a ritmo constante y firme para evitar la ruptura del
tejido. Este corte fue montado sobre una ldmina gelatinizada etiquetada
apropiadamente (ID del animal, fecha y grupo experimental). Se llevé un registro
manual de los cortes y su ubicacién en las laminas correspondientes. Este proceso
se repetio hasta colectar todos los cortes de 500 pm que todos los encéfalos. Una
vez obtenidos todos los cortes, las ldminas fueron colocadas en un portaldminas y

guardados a -80°C en el ultracongelador.

A

Estriado dorsal (putamen)

Comisura anterior

Figura 12. (A) Fotografia de tincion Nissl y representacion regional de corte coronal de
encéfalo de raton obtenido del Allen Mouse Brain Atlas (Lein et al., 2007). Fotografias de
corte coronal de 500 pm encéfalo de raton antes (B) y después (C) de la microdiseccion a
-20°C.
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5.8.2.5.Microdiseccion de nucleo accumbens

Con el fin de conservar adecuadamente el material genético durante todo el
experimento se trabajé desde la microdiseccion hasta la transcripcién reversa el
mismo dia. Las microdisecciones se realizaron en el criostato. Brevemente, se
coloco la Iamina con el tejido cortado en el criostato a -20°C. Asimismo, se coloco
un microdisector con punta de 1 mm de didmetro (EMS Aluminum Punch Kit,
Electron Microscopy Science) y un tubo de 1.5mL libre de nucleasas previamente
rotulado dentro del criostato por 15 minutos para que la temperatura sea la misma
que la del tejido. Luego, se identificd la lamina con el cddigo del raton y el ndcleo
a disecar (nucleo accumbens). Usando el microdisector, se realizé una diseccion
circular de Imm de didmetro en ndcleo accumbens procurando extraer Gnicamente
el segmento perteneciente a la zona central (excluyendo la corteza) (ver Figura 12).
Acto seguido se coloco el tejido en el tubo de 1.5mL correspondiente a la muestra
y se llevo al area de biologia molecular para el procedimiento de extraccion de

RNA.

5.8.3. Extraccion de acidos nucleicos (RNA)

Para la extraccion de RNA de las muestras de microdisecciones se empled
la metodologia TRIzol™ con modificaciones. Brevemente, se prepard una caja de
poliestireno expandido (tecnopor) con hielo en donde se coloco el tubo de 1.5mL
con la muestra diseccionada. Se agregd 200 uL de Mammalian Lysis Buffer (Anexo
3) y 2 uL de inhibidor de ribonucleasas (RiboLock RNase inhibitor, Thermo
Fischer) y se homogeniz6 empleando una jeringa de 1mL. Luego se agreg6 300 pL
de reactivo TRIzol™ (Invitrogen), se agitd fuertemente por 15 segundos y se dejo

reposar el tubo a temperatura ambiente por 5 minutos. Acto seguido se agregd 200
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pL de cloroformo, se agitd por 15 segundos y se dejo reposar por 3 minutos. Se
centrifugd a 12000RPM, 4°C por 15 minutos y con ayuda de una micropipeta de
20-200 pL, se trasvaso el sobrenadante a otro tubo de 1.5 mL libre de nucleasas, el
cual fue colocado en el tecnopor con hielo. En el nuevo tubo se agregé nuevamente
200 pL de cloroformo, se agitd por 15 segundos y se centrifugd a 12000RPM, 4°C
por 5 minutos. Luego, con ayuda de una micropipeta de 20-200 pL, se trasvaso el
sobrenadante a otro tubo de 1.5 mL libre de nucleasas. Se agreg06 al tubo 500 pL de
isopropanol grado molecular y 3.5 pL de coprecipitante (GlycoBlue™ Blue
Coprecipitant, Invitrogen) y se dejo reposar a -20°C por 30 minutos. Luego, se
retir6 el tubo del refrigerador y se centrifugé a 122000RPM, 4°C por 15 minutos. Se
observd la presencia de precipitado de color azul al fondo del tubo vy
cuidadosamente se elimind el isopropanol inclinando el tubo, evitando de que el
precipitado se desprenda. Se agreg6 1000 pL de etanol grado molecular al 75%, se
agito el tubo en un vortex por 15 segundos y luego se centrifugd a 7500 RPM, 4°C
por 5 minutos. Nuevamente se elimin6 cuidadosamente el solvente evitando de que
se desprenda el precipitado y se volvio6 a agregar 1000 pL de etanol grado molecular
al 75% Se agit6 en un vortex por 15 segundos y luego se centrifug6 a 7500 RPM,
4°C por 5 minutos. Para el paso final, se eliminé el solvente y se centrifugd usando
un spinner para asentar las ultimas gotas de etanol. Se eliminaron dichas gotas
extrayéndolas con una micropipeta de 1-10 uL y luego se agreg6 11 pL de agua
tratada con dietilpolicarbonato (de ahora en adelante referida como “agua DEPC”,
ver Anexo 3). Se agit6 el tubo por 15 segundos en el vortex para disolver el
precipitado y llevo a un termobloque a 65°C por 5 minutos para eliminar las

estructuras secundarias de RNA previa cuantificacion. Se volvié a agitar en el
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vortex y centrifugar en el spinner. Por ultimo, se coloco el tubo en hielo hasta su

cuantificacion.

5.8.3.1.Cuantificacion de contenido y pureza de RNA

La cuantificacion de RNA se realizd empleando el método
espectrofotométrico (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Primero, se configurd el
equipo a modo lectura de RNA y se us6 1 puL agua DEPC para registrar la linea
base. Luego se colocd 1 pL de muestra de RNA en el pedestal y midié la
absorbancia en el rango de 200 a 600 nm. Se registro el espectro UV, la cantidad
estimada en ng/pL y los ratios 280/260 y 230/260 que son indicativos de presencia
de impurezas proteicas y minerales, respectivamente (Anexo 4). Se definié como
una muestra aceptable a toda aquella que mostrara concentraciones superiores a 100

ng/pL y con un ratio 280/260 mayor a 1.8.

5.8.3.2.Integridad de RNA

Debido a que la cantidad de RNA extraido de microdisecciones es muy
pequefio, no se pudo realizar la prueba de integridad de RNA a cada una de las
muestras. En este escenario, se realizaron pruebas de integridad de RNA piloto para
confirmar que el método, siendo realizado correctamente, podia conservar la
integridad del material genético. Para ello se emple6 el método electroforético.
Brevemente, se prepard un gel de agarosa a una concentracion de 1% con buffer
TBE en agua DEPC (Anexo 3). En un tubo de 100 pL se mezclaron los 10 pL de
RNA extraido y 6 pL de colorante para electroforesis. Luego, se cargaron los 16
uL en los pozos del gel y se encendi6 la fuente de poder a un voltaje de 80 V. Se

dej6 migrar el material por aproximadamente 30 minutos, hasta que los colorantes
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se hayan separado y hayan migrado dos tercios del gel. Luego se apago la fuente de
poder y se traslado el gel a la cdmara UV del transiluminador. Se evaluo la presencia
de bandas correspondientes al RNA 28S, 18S y 5.8S, ademas de la ausencia de
smear, indicativo de degradacién de RNA. Los resultados de esta prueba se

observan en el Anexo 5.

5.8.3.3. Tratamiento con DNasa

El procedimiento de limpieza y eliminacion de contaminacion con DNA
gendmico se realiz6 mediante el tratamiento con DNasa (TURBO DNA-free™ Kkit,
Invitrogen). Brevemente, se trasladaron los 10 pL de RNA extraido a un tubo de
100 pL libre de nucleasas. Se agregaron 2 uL de 10X TURBO DNase Buffer , 6
pL de agua libre de nucleasas, 1 UL de la enzima TURBO DNAse (2 U/ulL) y se
llev6 a 37°C por media hora. Luego, se agregd 1 pL de TURBO DNAse (2 U/uL)
adicional, completandose el volumen de 20 pL de reaccion y se llevo a 37°C por
otra media hora mas. Luego de la incubacion, se realizé la inactivacién de la DNAsa
agregando 5 pL de resina inactivadora y se incubd a 26°C agitando constantemente
con el vortex por 5 minutos. Luego, se centrifugé a 10000RPM, 4°C por 90
segundos y se trasvasd el contenido acuoso a un tubo de 200 puL RNAse-free
cuidando que no se traslade la resina inactivadora. Se usé 1 pL de la muestra para
volver a leer la concentracion de RNA mediante el método espectrofotométrico

descrito en 5.8.3.1 Cuantificacion de RNA

5.8.3.4.Evaluacion de contaminacion (DNA genémico)
Antes de realizar la retrotranscripcion, fue necesario confirmar que todo el

DNA gendmico fue removido. Para ello se empled la técnica de PCR de punto final
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usando el termociclador Amplitronyx™ 6 (NYX Technik) y el kit de reactivos
DreamTagq DNA polymerase (Thermo Scientific). Las muestras obtenidas por
microdiseccion genera una cantidad muy pequefia de RNA, por lo que la
confirmacion no se pudo realizar en todas las muestras. En su lugar, se realizo la
estandarizacion del método empleando RNA extraido con la misma metodologia
pero de otras estructuras. Una vez estandarizado el método de limpieza de DNA 'y
comprobado mediante PCR confirmatoria, ya no fue necesaria hacer una
confirmacion de cada muestra. Brevemente, el protocolo de PCR confirmatoria
consistié en colocar en un tubo de 100 uL un volumen suficiente equivalente a 50
ng de RNA, 2 pL de 10X DreamTaq buffer, 2 uL de mezcla de dNTPs 2mM, 2 uL
de primer Faah For/Rev de 2 uM (ver 5.8.5.2 Oligonucleétidos disefiados para
gPCR), 0.5 pL de DreamTaq Polymerase (5 U/pL) y cantidad suficiente de agua
DEPC para completar 20 pL de volumen de reaccion. Se llevo el tubo al
termociclador y se inicid el ciclado de amplificacién. El programa de amplificacion
se detalla en la Tabla 3. Al finalizar, la reaccion fue analizada mediante
electroforesis con gel agarosa al 2% (Anexo 3). Junto a la muestra también se corrié
agua DEPC (control negativo), DNA gendmico (control positivo) y RNA sin tratar
con DNAsa (control positivo). La ausencia de amplificacion en el carril del RNA
tratado con DNasa confirmé la ausencia de DNA gendmico. Los resultados de esta

prueba se observan en el Anexo 6.
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Tabla 3. Programa de termociclador para PCR de confirmacién de ausencia de DNA
gendmico

Fase Temperatura (°C)  Duracién (min) # de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 1:00 1
Desnaturalizacion 95 0:30

Hibridizacion 65 0:30 40
Extension 72 1:00

Extension final 72 5:00 1

5.8.4. Transcripcion reversa

El proceso de transcripcion reversa se realizd con un kit comercial (High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems). La concentracién
de RNA retrotranscrito por muestra fue de 500 ng de RNA en un volumen final de
20 L. Paraello, por cada muestra, se trabajo en dos tubos de 100 pL, todo en lecho
de hielo. En el primer tubo se coloco suficiente volumen de muestra para tener 500
ng de RNA y se agregdé agua DEPC en una cantidad suficiente para completar 10
uL. En el segundo tubo se prepar6 la Master Mix, la cual estaba compuesta por 2
puL de RT buffer 10X, 0.8 uL de mezcla de dNTPs 25X, 2 pL de Random Primers
10X, 1 uL de transcriptasa reversa MultiScribe ™ (50 U/uL) y 4.2 uL de agua DEPC
(se prepar6 una cantidad equivalente suficiente para todas las muestras a
retrotranscribirse en ese dia). Luego, se trasvasd 10uL de Master Mix (segundo
tubo) a los 10 pL del primer tubo (muestra con 500 ng RNA), completando un
volumen final de 20 pL (concentracion final de cDNA de 25 ng/uL), se agitd en el
vortex y se colocd en el termociclador de punto final. El programa del termociclador
para la transcripcion reversa se detalla en la Tabla 4. Luego de la retrotranscripcion,
las muestras se retiraron del termociclador y se guardaron a -80°C hasta su posterior

analisis por qPCR.
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Tabla 4. Programa de termociclador para transcripcion reversa de RNA de un solo ciclo

Fase Temperatura (°C) Duracion (min)
Activacion y annealing 25 10:00
Retrotranscripcion 37 120:00
Desactivacion de enzima 85 5:00
Conservacion 4 o0

5.8.5. Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-gPCR)

5.8.5.1.Informacion de genes blanco para gPCR
Los genes seleccionados para evaluar el efecto de la macamida en el sistema
endocannabionide y dopaminérgico de raton (Mus musculus) fueron Cnrl, Cnr2,
Faah, Napepld, Drd1, Drd2 y 18S. La informacidn de las secuencias genéticas para
cada gen fue extraida de la base de datos de la National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Los datos extraidos para el disefio de primers se encuentran

detallados en el Anexo 7.

5.8.5.2.0ligonucleotidos disefiados para qPCR
Los primers fueron disefiados con la finalidad de crear la libreria de
muestras empleando la metodologia de transferencia de energia mediante
resonancia de fluorescencia (FRET). La Tabla 5 resume las especificaciones de
cada primer disefiado. Los primers fueron sintetizados por la empresa Macrogen.
El método de purificacion fue MOPC. La secuencia de primers fue disefiada en el
laboratorio, por lo que no cuenta con un numero de identificacion RTPrimerDB.

Las especificaciones completas de cada primer se detalla en el Anexo 8.
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Tabla 5. Secuencia de primers disefiados para el célculo de eficiencia y creacion de
libreria por metodologia FRET

Gen Secuencia Localizacion
Cnrl For: 5’-TACCTGGCTCTGTTTGGAATG-3’ MN_007726.5
Rev: 5>-GGCAGAGATGTCATCAGAAGC-3’ MN_007726.5
cnr2 For: 5-TTCCTGAAGTTATGGGCACAC-3’ MN_009924.4
Rev: 5’-GGGACCAGAAAAATTGAGAGC-3’ MN_009924.4
Faah For: 5’-CCCAGCCAAATAAGTCTCCTC-3’ MN_010173.5
Rev: 5’-TCACTCACCACAAGGGGTATC-3’ MN_010173.5
Napepld For: 5-CAGTCACAACCACTACGACCA-3’ MN_001359964.1
Rev: 5’-GTCCAGCTCAATCACGTTCTC-3’ MN_001359964.1
Drd1 For: 5-GTCATAGCCTGGACTGCAAAA-3’ MN_010076.3
Rev: 5’-CTGCTTCCAAAGAACACCTTG-3’ MN_010076.3
Drd?2 For: 5-CCGCCACTTCTTGACATACAT-3’ MN_010077.3
Rev: 5’-CCCAAGTTACCACCTCCAACT-3’ MN_010077.3
18S For: 5’>-GCCGCTAGAGGTGAAATTCTT-3’ NR_003278.3
Rev: 5’-TCGTTTATGGTCGGAACTACG-3’ NR_003278.3

Para la cuantificacion relativa se emplearon sondas de hidrdlisis (sondas
TagMan). Estas sondas fueron sintetizadas y adquiridas de casa comercial Thermo
Fisher Scientific, por lo que no se realizd un procedimiento de disefio de secuencia.
Cada tubo adquirido contenia dos secuencias (forward y reverse) para deteccion del
gen y el colorante FAM-MGB. Debido a que la casa comercial no revela la
secuencia de las sondas de hidrolisis, esta informacién no pudo se presentada en el
presente informe. Sin embargo, informacion adicional y complementaria sobre las

sondas se detalla en la Tabla 6.
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Tabla 6. Informacion de sondas TagMan empleadas en el anélisis qPCR

Longitud de Secuencia de

Gen ID de ensayo TagMan ® amplicon referencia
cnrl MmO00432621_s1 69 MN_007726.3
cnr2 Mm00438286_m1 91 AK037898.1
Faah Mm00515684_m1 62 MN_010173.4
Napepld Mm00724596_m1 85 MN_178728.5
Drd1 Mm01353211_m1 65 MN_010076.3
Drd2 Mm00438541_m1 71 MN_010077.2
185 Mm03928990 g1 61 NR_003278.3

5.8.5.3.gPCR con sondas intercalantes (SYBR Green®)

Se empled la metodologia SYBR Green (Blastag™ Green 2X gPCR
MasterMix, Abm) para el célculo de la eficiencia de amplifiacion y la elaboracion
de la libreria. Cada muestra se analizé por duplicado empleando para ello 50 ng de
cDNA. Antes de iniciar el analisis y por recomendacion del fabricante se agregé 1
puL de colorante de referencia ROX al tubo de 1.25 mL de Green 2X gPCR
MasterMix. Los componentes de la reaccion y sus concentraciones se detallan en la
Tabla 7. Tanto la composicion del buffer (a excepcion de la concentracion de Mg*?)

como la concentracion exacta de la DNA polimerasa y colorante ROX son secreto

comercial del fabricante, por lo que no se detallan en el presente informe.

Tabla 7. Componentes de la reaccion de amplificacién por gPCR con SYBR Green

Concentracion

1X - Volumen (uL)

Reactivo
BlasTaq™ DNA polimerasa 2X 5
(incluye MM* y ROX)
Primer 18S (For/Rev) 2 pM
H.O DEPC B
cDNA 25 ng/uL
10

Volumen total

*MM: Master Mix, el cual incluye dNTPs y buffer con 1.5 mM de Mg*?
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Asimismo, se afiadieron controles negativos sin muestra de cDNA (No
template control, NTC) al experimento. Estos controles tenian la misma
composicion presentada en la Tabla 7 con la excepcion de que no tenian muestra

de cDNA 'y el volumen de agua DEPC era de 4 pL.

La amplificacion se llevd a cabo en el termociclador AriaMX Real-Time
gPCR System (Agilent). Se usaron los modulos oOpticos FAM/SYBR (para
deteccion de SYBR Green) y ROX (para deteccion del colorante de referencia
ROX). El programa de temperaturas para la amplificacion se muestran en la Tabla

8.

Tabla 8. Programa de temperaturas para amplificacion por gPCR con SYBR Green

Fase Temperatura (°C) Duracion (min)
Hot Start 95 3:00
Amplificacion 95 0:10
(40 ciclos) 60 00:15
Curva de melting* 95 00:30
(Resolucion: 0.5°C) 65 00:30

95 00:30

*Se registrd la curva de melting de cada muestra para detectar posible formacion de
dimeros de primers.

Para la lectura de las muestras y los controles se usaron tubos con tapas
incorporadas disefiados y fabricados con polipropileno transparente de paredes
delgadas y con propiedades Opticas especialmente disefiadas para analisis qPCR
(Axygen low profile 0.1 mL thin wall PCR strip tubes & real time strip caps,

Merck).
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5.8.5.4.Eficiencia de amplificacion para genes 18S y Faah.

Los datos obtenidos del célculo de eficiencia de amplificacion es empleado
en la elaboracidn de la libreria, por lo que fue necesario realizarlo previamente. Se
realizo el célculo de la eficiencia empleando un gen normalizador (18) y un gen de
interés (Faah). Para ello se utilizd6 cDNA proveniente de nicleo accumbens y el
procedimiento descrito en 5.8.5.3. gPCR con sondas intercalantes (SYBR

Green®).

La curva de eficiencia fue construida usando 5 niveles de concentracion de
cDNA (5x10%, 5x1073, 5x107?, 5x10* y 5x10° ng/uL) por triplicado. Para el caso
del gen 18S hubo una excepcidn. Dado que este gen se expresaba de manera
abundante en las muestras, se procedio a diluir todos los niveles de concentracién

con el factor de diluciéon 10*a fin de que estas puedan detectarse adecuadamente.

Empleando el software AriaMX (Agilent), se obtuvieron los siguientes
datos: ciclo de cuantificacion (Cq) de cada gen, coeficiente de correlacion,
pendiente de curvay eficiencia de amplificacion. Asimismo, con ayuda de la curva
de melting, se comprobd que no se formaron dimeros de primers. Para fines de la
investigacién se determind que los limites méaximos permitidos para el porcentaje
de eficiencia de la curva es entre 90 y 110 %. Los datos completos del célculo de la

eficiencia de amplificacion para 18S y Faah se detallan en el Anexo 9.

5.8.5.5.Creacion de libreria
La creacion de la libreria de muestras tuvo como finalidad estimar el grado

de integridad del cDNA retrotranscrito en el paso anterior, asimismo también
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igualar, mediante diluciones, las cantidades de RNA presente en cada muestra. Para

ello se usd el gen de referencia 18S.

Como se menciond anteriormente, el transcrito del gen 18S es muy
abundante en el tejido extraido, por lo que necesito una dilucion previa con la que
se pueda trabajar en el rango de linealidad de la curva de eficiencia. Todas las
muestras de RNA extraido fueron diluidas con el factor 10* (se diluy6 1 pL de
muestra RNA con 99 pL de agua DEPC, se mezclo y se tomé 1 pL de esta dilucion

y se volvié a diluir con 99 uL de agua DEPC).

Todas las diluciones fueron tratadas por duplicado siguiendo el mismo
procedimiento descrito en 5.8.5.3. qPCR con sondas intercalantes (SYBR
Green®). El célculo de Cq se realizé usando el software AriaMX (Agilent),
empleando el umbral de cuantificacién determinado en la curva de eficiencia. En el
hipotético caso de que el RNA hubiera conservado su integridad durante el proceso,
se esperaria que todas las muestras (50 ng de RNA) tengan el mismo Cg. Sin
embargo, la pérdida de integridad es un fendmeno previsible durante todo el
proceso. En el presente estudio se determind que los Cq del gen 18S para las

muestras de los 5 grupos experimentales estuvieron entre 14.4y 17.4 (Anexo 10).

Para homogenizar el contenido de RNA en todas las muestras se calcul6 el factor
de dilucion de cada muestra. Se definié como Cq de referencia el 17.4 (muestra mas
diluida) y volumen final de dilucion 40 L. El célculo del factor de dilucién se

realizé empleando la siguiente formula.

Fd = (Amp) (Cq Ref — Cq Muestra)
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Leyenda:
Fd = Factor de dilucion por muestra
Amp = Valor de amplificacion (Si % eficiencia = 94.4, Amp = 1.944)
Cq Ref = Cq de referencia (17.4)
Cq Muestra = Cq de cada muestra analizada

Luego de calcular el Fd, se calcul6 el volumen necesario de RNA por muestra a ser

diluido. Para ello se empled la siguiente formula.

Vol. final

Vol. original = Fd

Leyenda:
Vol. original = Volumen necesario de muestra original de RNA sin diluir
Vol. final = Volumen final al cual se diluiran las muestras.
Fd = Factor de dilucion por muestra

Luego del calculo, se homogeniz6 cada muestra tomando el volumen de
RNA sin diluir, se trasvasé a un vial libre de nucleasas de 100 pL y se completo el
volumen con agua DEPC hasta llegar a 40 pL. Luego, nuevamente se volvié a
realizar una dilucion con el factor 10 para un nuevo analisis del gen normalizador
18S (se diluy6 1 pL de muestra RNA con 99 uL de agua DEPC, se mezcld y se

tomo 1 pL de esta dilucion y se volvio a diluir con 99 pL de agua DEPC).
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Se volvio a analizar el gen 18S mediante el procedimiento 5.8.5.3. qPCR
con sondas intercalantes (SYBR Green®) con la finalidad de corroborar que las
diluciones, en efecto, habian homogenizado las concentraciones de RNA. Para ello

se definieron los siguientes criterios de aceptacion:

Diferencia entre Cq de muestra diluida y Cq promedio menor a 1.

Diferencia de Cq entre repeticiones de muestra diluida menor a 1

Una vez que las muestras fueran diluidas y pasaran los criterios de aceptacion, la
libreria habia sido creada y los viales fueron nuevamente almacenados a -80°C
hasta la posterior cuantificacion relativa. Los datos de diluciony creacion de libreria

se detallan en el Anexo 10.

5.8.5.6.qPCR con sondas de hidrdlisis (TagMan®)
Para el andlisis de expresion génica de Faah, Napepld, Cnrl, Cnr2, Drdly
Drd2 se empled la técnica qPCR con sondas de hidrélisis. Se selecciono la
cuantificacion relativa como método de comparacion de grupos experimentales.
Primero prepar6 la Master Mix 2X con la DNA polimerasa para la amplificacion

segun lo descrito en la Tabla 9.

Tabla 9. Componentes de Master Mix 2X para gPCR con sondas de hidrolisis

Reactivo Concentracion Volumen (pL)
Buffer 10 X 200
MgCl, 25 uM 120
dNTPs 10 mM 40

ROX 50X 40
AmpliTag 5U/uL 10

H20 libre de nucleasas - 590
Volumen total 1000
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Acto seguido, se prepar6 la mezcla de la reaccion de amplificacion. Para
ello se empled lo descrito en la Tabla 10. Cada Sonda TagMan® 20X contenia los
primers For/Rev del gen a analizar y el colorante FAM-MGB. Cada muestra se

analizo por duplicado.

Tabla 10. Componentes de la reaccion de amplificacion por qPCR con sondas TagMan

Reactivo Concentracion 1X - Volumen (uL)
Master Mix 2X 2X 5
Sondas TagMan® 20 X 1
H20 libre de nucleasas 10 mM 2
cDNA 25 ng/uL 2
Volumen total 10

Las muestras por duplicado fueron colocadas en el termociclador de tiempo
real y se analizaron usando el modulo 6ptico FAM. El programa de temperatura del

termociclador se detalla en la Tabla 11.

Tabla 11. Programa de termociclador en tiempo real para amplificacion por gPCR con
sondas TagMan

Fase Temperatura (°C) Duracion (min)
Hot Start 50 2:00

95 10:00
Amplificacion 95 0:15
(40 ciclos) 60 1:00

La técnica gPCR con sondas de hidrdlisis no produce curva de melting, por
lo que ese paso fue excluido del programa de temperaturas. Para cada muestra se

analizaron los 6 genes en tubos diferentes, ademas del gen normalizador (18S).

5.8.5.7.Cuantificacion relativa
Luego de la gPCR, se extrajeron los datos de Cqg obtenidos en cada tubo. El

calculo de Cq se realiz6 empleando el software AriaMX version 1.8. EIl método de
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comparacion empleado fue el descrito por Livak & Schmittgen (Livak &
Schmittgen, 2001). Como se menciond previamente, se selecciono el gen 18S como
normalizador debido a que su expresion no varia entre sujetos que recibieron o no
tratamiento. En cuanto al control con el cual se comparé las deméas muestras, este
fue el grupo vehiculo. La cuantificacion relativa se expreso en cambios en niveles
de expresion (fold change, en inglés) en relacion al control (vehiculo). Brevemente,
se calculdo el Cq promedio de los duplicados por muestra en cada grupo
experimental para el normalizador. Luego y por cada repeticion, se rest6 el Cq del
gen de interés con el Cq promedio del normalizador (ACq). A continuacion, se
calculd el promedio de todos los ACq del grupo control (vehiculo). Después, se
restd el ACq promedio de los controles con el ACq de cada muestra en todos los
grupos experimentales (incluido el grupo vehiculo) para obtener el AACq. Una vez
obtenido este dato se calculd el cambio en nivel de expresion de cada muestra
elevando el valor de 2 a la potencia equivalente al valor AACq. Para estimar la
repetitividad del analisis se calculd el error estdndar promedio en cada grupo

experimental.

5.9.Analisis estadistico

Todos los resultados, desde los provenientes de las pruebas
comportamentales hasta el andlisis molecular, fueron sujetos a cuatro pruebas
estadisticas para determinar si podian ser ajustadas a un modelo de regresion
simple. Estas pruebas, ejecutadas sobre los residuales de cada grupo experimental,
fueron de linealidad (mediante el grafico de residuales versus valores ajsutados),

normalidad (prueba de Shapiro-Wilk), homocedasticidad (prueba de Breuchen-
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Pagan) e independencia (prueba de Durbin-Watson). Se defini6 como valor

significativo p = 0.05.

Todos aquellos resultados que pasaron los cuatro supuestos del modelo de
regresion simple fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). De
encontrarse una diferencia significativa en alguno de los grupos experimentales,
este modelo era sometido a un andlisis de comparacién post hoc (HSD de Tuckey)

con la finalidad de identificar al grupo diferente.

Si los resultados fallaban en al menos uno de los cuatro supuestos del
modelo de regresion simple, estos eran evaluados por una prueba no paramétrica
(prueba de Kruskal-Wallis). De encontrarse diferencias significativas en alguno de
los grupos experimentales, se procedid a realizar un analisis de comparacion post
hoc no paramétrico (prueba de Dunn con correccion de valor de p usando el método

Benjamini-Hochberg).

Todas las pruebas estadisticas y graficas generadas en el presente estudio
fueron realizadas en el software R version 4.1.2 y RStudio version 2021.09.1-372.
Los gréaficos de barras representan el promedio y el error estandar promedio (SEM)

de los resultados.

5.10. Consideraciones éticas

El presente proyecto cuenta con la aprobacion del Comité Institucional de
Etica en Investigacion (CIEI) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia con
constancia 044-14-20 (Anexo 11). Asimismo, también cuenta con la aprobacion del
Comité Institucional de Etica para el Uso de Animales de la Universidad Andina

del Cusco (CIE-UAC).
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VI. RESULTADOS

6.1.Evaluacion comportamental

6.1.1. MACOMCH-01 reduce el tiempo de inmovilidad en la prueba de
nado forzado
La estimacion del potencial efecto antidepresivo de la macamida se realizo
mediante evaluacion de la latencia y la duracion de inmovilidad en la prueba de

nado forzado.

Con respecto a la latencia a primera inmovilidad, se calcularon los
residuales y se sometieron a las pruebas de supuestos de modelo de regresién
simple. Si bien los residuales mostraron linealidad (Anexo 12), homocedasticidad
(p = 0.5563) e independencia estadistica (p = 0.1837), estos no mostraron una
distribucion normal (p = 0.0075), por lo que no se empled el modelo de regresion
simple. Al no poder ajustarse a un modelo de regresion simple, los resultados fueron
analizados con una prueba no paramétrica. La prueba de Kruskal-Wallis determin6
que no existian diferencias significativas en la latencia a primera inmovilidad de
ningun grupo experimental (p = 0.4027), pese a que se pudo observar una ligera

tendencia al incremento (Figura 13).

Los residuales de los resultados de duracion de inmovilidad cumplieron los
supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad (p = 0.7004), homocedasticidad (p
= 0.4589) e independencia (p = 0.9731), por lo que fueron ajustados al modelo de
regresion simple. Se observo que las tres concentraciones de MCH disminuyeron

el tiempo de inmobilidad en comparacion con el grupo vehiculo. Al aplicarse la
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prueba ANOVA se determiné que, en efecto, existia una diferencia significativa en
al menos uno de los 5 grupos evaluados (p = 0.0332). Al emplearse la prueba HSD
de Tuckey se detectd que solamente la dosis intermedia de 10 mg/kg generd una
disminucion estadisticamente significativa respecto al vehiculo (p = 0.0304),
mientras que las dosis baja y alta (3 y 30 mg/kg , respectivamente) no fueron
estadisticamente diferentes del control. Esto puede interpretarse como un potencial
efecto antidepresivo de la administracion aguda de 10 mg/kg de MACOMCH-01.

Los resultados graficados se pueden observar en la Figura 13.

Vehiculo MCH 3ma/kg  MCH10ma/kg MCH 30malka Fluoxetina

ab ab

Vehiculo MCH 3ma/kg  MCH10ma/kg MCH 30malka Fluoxetina

—
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£

[=]
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Figura 13. (A) Latencia a primera inmovilidad (p = 0.4027) y (B) tiempo acumulado de
inmovilidad (p = 0.0332) de ratones sometidos a la prueba de nado forzado. Los resultados
estan expresados en media * error estandar medio.
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6.1.2. MACOMCH-01 no muestra propiedades ansiogénicas en la
prueba de caja clara oscura
El potencial efecto ansiolitico de MCH fue evaluado a mediante el numero
de transiciones, latencia a caja oscura y duracion en caja clara de la prueba caja

clara-oscura.

Los residuales de los resultados de nimero de transiciones cumplieron los
criterios de linealidad (Anexo 12), normalidad (p = 0.8481), homocedasticidad (p
= 0.5361) e independencia (p = 0.2734), por lo que se ajustaron al modelo de
regresion simple. Al aplicar la prueba de ANOVA al modelo de regresion de
nimero de transiciones, se determind que no existia diferencias significativas en
ningun grupo (p = 0.077), pese a que se observo una tendencia a incrementarse en

el grupo midazolam (Figura 14).

Con respecto a la latencia de ingreso a caja oscura, se observo que los
residuales cumplieron los supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad (p =
0.434) e independencia (p = 0.8473), pero fallé en la prueba de homocedasticidad
(p = 0.008). Por este motivo, estos resultados no fueron ajustados a un modelo de
regresion lineal y fueron evaluados con una prueba no paramétrica. Al aplicarse la
prueba de Kruskal-Wallis, se determind que no existio diferencias significativas en
ningun grupo experimental (p = 0.1109), pese a observarse una tendencia a

disminuir en el grupo que recibié midazolam (Figura 14).

Los residuales de la variable duracién en caja clara evidenciaron el
cumplimiento de los supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad (p = 0.613),

homocedasticidad (p = 0.1074) e independencia (p = 0.2264), por lo que fueron
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ajustados al modelo de regresion lineal. Al aplicar la prueba de ANOVA a la
duracién en caja clara, se determind que no existia diferencias significativas en
ningun grupo (p = 0.088), pese a que se observo una tendencia a incrementarse en

el grupo midazolam (Figura 14).
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Figura 14. (A) Numero total de transiciones entre caja clara-oscura (p = 0.077), (B)
latencia al primer ingreso a la caja oscura (p = 0.8473) y (C) tiempo acumulado de
permanencia en la caja clara (p = 0.088) de ratones sometidos a la prueba de caja clara
oscura. Los resultados estan expresados en media * error estandar medio.

6.1.3. MACOMCH-01 incrementa la actividad locomotora pero no
muestra propiedades ansiogénicas en la prueba de campo abierto
La prueba de campo abierto tuvo como finalidad evaluar el efecto de la
administracion de la macamida en el sistema locomotor y en el comportamiento

tipo ansioso del raton.
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El efecto en la locomocion del ratéon se evalu6 comparando la distancia
recorrida y el tiempo de inmovilidad del raton. El andlisis de los resultados
evidencion que, tanto la variable distancia recorrida como tiempo de inmovilidad
cumplieron los supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad (pdistancia = 0.4266
Y Pinmovitidad = 0.2013), homocedasticidad (Paistancia = 0.5807 Y Pinmovitidad = 0.0584) e
independencia (Pdistancia = 0.6342 Y Pinmovitidad = 0.3812), por lo que fue factible el
uso del modelo de regresion simple. La prueba de t de Student detecté una
diferencia significativa en la distancia recorrida entre el grupo vehiculo y el grupo
que recibié 10 mg/kg i.p de macamida (p = 0.010). Sin embargo, no se detectd
diferencia significativa en el tiempo de inmovilidad de ambos grupos
experimentales (p = 0.6036). La representacion gréfica de los resultados se aprecia
en la Figura 15.
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Figura 15. (A) Distancia total recorrida en el campo (p = 0.010) y (B) tiempo acumulado
de inmovilidad (p = 0.6036) de ratones sometidos a la prueba de campo abierto para la
evaluacion del efecto locomotor de MCH. Los resultados estan expresados en media + error
estandar medio
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El potencial efecto ansiolitico del raton se evalué comparando la frecuencia
y permanencia del raton en la zona central del campo abierto. El anlisis de los
resultados evidencion que, tanto la variable frecuencia en zona central como tiempo
en zona central cumplieron los supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad
(pfrecuencia = 0.9319 Y ptiempo = 0.9797), homocedasticidad (ptrecuencia = 0.2596 Y Ptiempo
= 0.0832) e independencia (Pfrecuencia = 0.3227 Y Ptiempo = 0.2914), por lo que fue
factible el uso del modelo de regresion simple. Al compararse las medias de la
frecuencia en zona central de ambos grupos experimentales usando la prueba de t
de Student, no se encontraron diferencias significativas (p = 0.9695). De igual
forma, al evaluarse el tiempo de permanencia en zona central tampoco se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0.2255). La

representacion grafica de los resultados se aprecia en la Figura 16.
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Figura 16. (A) Frecuencia de ingreso al cuadrante central del campo (p = 0.9695) y (B)
tiempo acumulado de permanencia en la zona central (p = 0.2255) de ratones sometidos a
la prueba de campo abierto para la evaluacion del efecto ansiogénico de MCH. Los
resultados estan expresados en media * error estandar medio
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6.2.Analisis molecular

6.2.1. MACOMCH-01 incrementa el nivel de expresion de Faah y Cnrl
en nacleo accumbens

Al realizarse las pruebas de estandarizacion del método de analisis
molecular, se encontrd que los genes Cnr2 y Napepld no se expresaban de manera
significativa en el ndcleo accumbens, por lo que estos genes fueron excluidos del
andlisis molecular. Para los deméas genes de interés (Faah, Cnrl, Drdl y Drd2),
junto con el gen normalizador (18S), se realizaron las pruebas estadisticas de
comprobacion de supuestos de modelo de regresion simple. Los resultados, los
cuales se muestran en la Tabla 12 y el Anexo 12, evidenciaron que pese a que
poseian distribucion normal de residuales, estos fallaron en comprobar los demés

supuestos, por lo que se optd por aplicar pruebas de comparacion no paramétricas.

Tabla 12. Resultados de pruebas estadisticas para comprobacién de supuestos del
modelo de regresion simple en resultados del analisis molecular

Supuesto del

odela Faah Cnrl Drd1 Drd2

Normalidad 0.1368 0.2379 0.2258 0.0940
Homocedasticidad 0.0089 0.0273 0.0045 0.1104
Independencia 1.193 e-5 0.0162 3.865 e-5 0.0002

La prueba de Kruskal-Wallis aplicada a la expresion de Faah en los 5 grupos
detect6 una diferencia significativa en al menos uno de los grupos (p = 0.0226).
Luego de aplicarse la prueba post hoc de Dunn con correccion de Benjamini-
Hochberg, se detectd que en el grupo MCH 30mg/kg existia un incremento
significativo (p = 0.0352) de 2.9 veces la expresion de Faah en comparacion con el

vehiculo. Los grupos MCH 3mg/kg, 10 mg/kg y fluoxetina no presentaron
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diferencias significativas con el grupo vehiculo o con el grupo MC 30mg/kg (Ver

Tabla 13y Figura 17).

Tabla 13. Cambios de nivel de expresion de Faah en grupos experimentales comparados
con el grupo control (vehiculo).

Cambios de nivel MCH 3 MCH 10 MCH 30 Fluoxetina
de expresion mg/kyg mg/kyg mg/kg
Fold change 2.35 1.85 2.83 1.67
(valor de p) (0.1015) (0.4071) (0.0352%) (0.5665)
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Figura 17. Cambios de nivel de expresion del gen Faah en nicleo accumbens de ratones
de los grupos MCH y fluoxetina en comparacion con el grupo vehiculo (p =0.0226). Los
resultados estan expresados en media + error estandar medio
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Para el caso del gen Cnrl, la prueba de Kruskal-Wallis mostré una
diferencia significativa en uno de los 5 grupos experimentales (p = 0.0004). La
prueba de Dunn con correccion Benjamini-Hochberg evidencidén que no existié
diferencias significativas en la expresion de Cnrl entre el grupo vehiculo que el
grupo que recibid MCH 3mg/kg (p = 0.8949). No obstante, se observo que los grupo
MCH 10mg/kg, MCH 30mg/kg y fluoxetina si eran significativamente diferentes al

control al expresar el gen Cnrl hasta 4.3 veces més (Ver Tabla 14 y Figura 18).

Tabla 14. Cambios de nivel de expresion de Cnrl en grupos experimentales comparados
con el grupo control (vehiculo).

Cambios de nivel MCH 3 MCH 10 MCH 30 Fluoxetina
de expresion mg/kyg mg/kyg mg/kg

Fold change 1.13 4.28 3.63 4.05
(valor de p) (0.8949) (0.0063*) (0.0191%) (0.0128*)
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Figura 18. Cambios de nivel de expresion del gen Cnrl en nicleo accumbens de ratones de los
grupos MCH y fluoxetina en comparacién con el grupo vehiculo (p =0.0004). Los resultados
estan expresados en media * error estandar medio
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6.2.2. MACOMCH-01 no produce cambios significativos en los niveles
de expresion de Drd1 y Drd2 en nucleo accumbens

La prueba de Kruskal-Wallis mostré que existia una diferencia significativa
en alguno de los 5 grupos experimentales en cuanto a la expresion del gen Drd1.
Esta diferencia fue detectada empleando el test de Dunn con correccion Benjamini-
Hochberg, el cual indic6 que existia una diferencia significativa entre el grupo
MCH 3 mg/kg y el grupo fluoxetina (p = 0.0371). No obstante, no existia una
diferencia significativa entre el grupo vehiculo y los demas grupos experimentales

(Ver Tabla 15y Figura 19).

Tabla 15. Cambios de nivel de expresion de Drdl en grupos experimentales comparados
con el grupo control (vehiculo).

Cambios de nivel MCH 3 MCH 10 MCH 30

Fluoxetina
de expresion mg/kyg mg/kyg mg/kg
Fold change 0.59 0.90 1.18 1.90
(valor de p) (0.4339) (0.5454) (0.9586) (0.3696)
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Figura 19. Cambios de nivel de expresion del gen Drd1 en niicleo accumbens de ratones de los
grupos MCH y fluoxetina en comparacion con el grupo vehiculo (p =0.0371). Los resultados estan
expresados en media % error estdndar medio
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Finalmente, la evaluacion de la expresion del gen Drd2 mediante la prueba
de Kruskal-Wallis también mostré diferencia significativa en alguno de los grupos
(p = 0.0029). Al emplearse la prueba de Dunn con correccion Benjamini-Hochberg
se detectd que la diferencia significativa estaba entre el grupo MCH 3mg/kg y
fluoxetina (p = 0.0027) y el grupo MCH 10 mg/kg y grupo fluoxetina (p = 0.0101).
Sin embargo, no se detectd una diferencia significativa entre el grupo vehiculo y

los demés grupos experimentales (Ver Tabla 16 y Figura 20).

Tabla 16. Cambios de nivel de expresion de Drd2 en grupos experimentales comparados
con el grupo control (vehiculo).

Cambios de nivel MCH 3 MCH 10 MCH 30 Fluoxetina
de expresion ma/kg mg/kg mg/kg

Fold change 0.47 0.60 0.89 1.53
(valor de p) (0.1307) (0.2387) (0.7356) (0.2707)
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Figura 20. Cambios de nivel de expresion del gen Drd2 en niicleo accumbens de ratones de los
grupos MCH y fluoxetina en comparacion con el grupo vehiculo (p =0.0101). Los resultados estan
expresados en media + error estandar medio
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VII. DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion evidencian que la
administracion intraperitoneal de 10 mg/kg de (9Z,12Z)-N-benciloctadeca-9,12-
dienamida o N-bencillinoleamida (MACOMCH-01) reduce el comportamiento tipo
depresivo en modelo murino de estrés agudo, sin afectar el estado ansioso o
locomotor.

En efecto, el grupo de ratones que recibio la dosis intermedia de 10 mg/kg
I.p. de MACOMCH-01 redujo significativamente el tiempo acumulado de
inmovilidad en la prueba de nado forzado, mientras que los grupos que recibieron
las dosis baja y alta de 3 y 30 mg/kg i.p., respectivamente, mostraron una tendencia
a la reduccién, aunque esta no fue significativa. La reduccién en la duracion de
inmovilidad de la dosis intermedia puede interpretarse como la reduccién del
comportamiento tipo depresivo a través de la disminucion del tiempo en que el raton
permanece en estado de desesperanza frente al estrés inescapable (Yankelevitch-
Yahav, Franko, Huly, & Doron, 2015). Este resultado concuerda con lo evidenciado
por otros inhibidores de FAAH, los cuales en diversas pruebas comportamentales
también redujeron el tiempo de inmovilidad en ratones expuestos no solo a estrés
agudo (Ebrahimi-Ghiri, Shahini, Khakpai, & Zarrindast, 2019; Griebel et al., 2018;
Navarria et al., 2014; Sartim, Moreira, & Joca, 2017), sino también a modelos de
estrés cronico (Alteba et al., 2020; Bortolato et al., 2007; Carnevali et al., 2015;
Jiang et al., 2019), e incluso en modelos genéticos (Vinod et al., 2012) y
farmacologicos (Ebrahimi-Ghiri, Khakpai, & Zarrindast, 2021). Con respecto al
posible mecanismo de accion relacionado al efecto antidepresivo, estudios in-vitro

determinaron que MACOMCH-01 tiene la capacidad de inhibir a la enzima FAAH
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(Alasmari et al., 2019; Wu et al., 2013). Otros farmacos inhibidores de FAAH como
URB597 y SSR411298 ya han demostrado, in-vivo, tener la capacidad de
incrementar los niveles de anandamida en encéfalo y poseer efectos antidepresivos
en modelos de estrés (Bortolato et al., 2007; Griebel et al., 2018). Asimismo, el uso
concomitante de antagonistas de receptores CB1 abole el efecto antidepresivo
producido por los inhibidores FAAH (Adamczyk, Golda, McCreary, Filip, &
Przegalinski, 2008; Gobbi et al., 2005), evidenciando que tal efecto es mediado por
la sefializacion endocannabinoide. Dado lo anterior es posible hipotetizar que
MACOMCH-01 produce un efecto antidepresivo mediante el incremento
significativo de la biodisponibilidad de endocannabinoides en el encéfalo debido a
su capacidad inhibitoria de FAAH. Esta hipétesis podria ser explorada en futuros
estudios mediante la cuantificacion de anandamida en encéfalo y su relacion con el
efecto antidepresivo ya demostrado en la presente investigacion. Asimismo, es
posible evaluar si MACOMCH-01 actia exclusivamente a través de la via
endocannabinode mediante el uso de antagonistas CB1. Es importante resaltar que
pese a que la dosis intermedia tuvo un efecto en el comportamiento tipo depresivo
en los ratones, la dosis méas baja y alta no tuvieron el mismo efecto. Este fendmeno
otorga a la curva dosis-respuesta de MACOMCH-01 una forma de “U”
caracteristica de los farmacos endocannabinoides (Linares et al., 2019). En efecto,
otros agonistas directos de receptores CB1 como cannabidiol (Zanelati, Biojone,
Moreira, Guimaraes, & Joca, 2010) e incluso inhibidores FAAH como AA-SHT
(Kirkedal, Wegener, Moreira, Joca, & Liebenberg, 2017) reducen
significativamente el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado solo en

la dosis intermedia, siendo no significativo en las dosis mas altas y mas bajas. Frente
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a este fenomeno, Kirkedal et al. (2017) hipotetizaron que a dosis bajas, los
inhibidores FAAH no incrementaban considerablemente los niveles de anandamida
como para tener un efecto comportamental. A dosis moderadas, esta inhibicion
lograba incrementar la biodisponibilidad de anandamida lo suficiente como para
activar los receptores CB1 produciendo un efecto antidepresivo. Sin embargo, a
dosis altas, era la misma anandamida que activaba los receptores TRPV1, asociados
a la aparicion de sintomas tipo depresivos, reduciendo el efecto y produciendo la
curva dosis-respuesta en forma de “U”. La administracion de MACOMCH-01
también produjo una tendencia a incrementar la latencia para el primer periodo de
inmovilidad en la prueba de nado forzado. Esto puede ser interpretado como un
mayor tiempo del ratén para entrar en el periodo de desesperanza, por ende, un
efecto tipo antidepresivo (Castagne, Porsolt, & Moser, 2009). No obstante, este
incremento no fue estadisticamente significativo.

Con respecto al estudio de los potenciales efectos secundarios de
MACOMCH-01, una afeccion significativa en la locomocion del raton constituye
no solo un potencial efecto adverso, sino también un sesgo en la evaluacion del
efecto antidepresivo. Un incremento en la movilidad del roedor puede expresarse
en una disminucion de la inmovilidad en la prueba de nado forzado e interpretacion
errada de efecto antidepresivo. Dado lo anterior, la evaluacién del efecto locomotor
producto de la administracion de MACOMCH-01 es imprescindible. Existe
evidencia de que el uso de agonistas cannabinoides en roedores pueden producir
alteraciones en el movimiento (Gamage et al., 2020). Asimismo, se ha descrito que
este efecto en la locomocion podria ser dosis dependiente. Se ha observado que,

dosis altas de agonistas CB1 producen un efecto hipolocomotor, mientras que a
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dosis bajas el efecto es el contrario (Drews, Schneider, & Koch, 2005; Polissidis et
al., 2013). Otro estudio determind que el tetrahidrocannabinol tenia un efecto
trifasico en el que la actividad locomotora, la cual disminuye, se incrementa y
vuelve a disminuir a medida que la dosis va aumentandose (Sanudo-Pena, Romero,
Seale, Fernandez-Ruiz, & Walker, 2000). Para evaluar este potencial efecto dosis-
dependiente se empled la prueba de campo abierto. En dicha prueba se observo que
no existia una diferencia significativa en el tiempo de inmovilidad entre grupo
control y grupo MACOMCH-01. No obstante, al evaluarse la distancia total
recorrida durante los 10 minutos de evaluacion, el grupo MACOMCH-01 10mg/kg
presenté un incremento significativo con respecto al control. Al mantenerse
inalterada la inmovilidad del raton durante la prueba de campo abierto se concluy6
que era evidencia suficiente para descartar el posible sesgo locomotor en la
evaluacion antidepresiva mediante la prueba de nado forzado. Con respecto al
incremento en la distancia recorrida, estos resultados concuerdan con otros estudios
que evidencian que, no solo la inhibicion de FAAH sino también la de
monoacilglicerol lipasa, enzima con similar funcién, incrementan dicho parametro
(Bedse et al., 2018). Sin embargo, existen también otros estudios que muestran que
el uso de inhibidores FAAH no solo no tuvieron efecto alguno en la locomocion
(El-Alfy et al., 2019) sino que incluso la redujeron (Sufian, Amin, & Ali, 2021).
Estos antecedentes, a priori contradictorios, pueden ser explicados a través de los
estudios realizados en agonistas cannabinoides y el efecto locomotor que estos
ejercen dependiendo de la concentracion de administracion. Es probable que, al
igual que los agonistas cannabinoides, los inhibidores FAAH influyan en la

locomocion de manera dosis-dependiente. Esto indica que la locomocion es un
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aspecto complejo que necesita ser estudiado a profundidad en futuras
investigaciones.

El efecto ansiogénico se evalud a través de la prueba de caja clara oscura y
prueba de campo abierto. En la prueba de caja clara oscura no se encontré ninguna
diferencia significativa en el niUmero de cruces entre cajas, latencia para entrar a la
caja oscura o permanencia en la caja clara. Estos hallazgos indican que los ratones
que recibiendo la macamida no sufrieron alteraciones en el comportamiento de
exploracién y escape de lugares riesgosos. De igual forma, en la prueba de campo
abierto no se observo diferencias significativas en el numero de ingresos al campo
central o su permanencia en el mismo. Ambas pruebas descartaron posibles efectos
ansiogénicos en ratones que recibieron la administracion de MACOMCH-01. En la
actualidad se han realizado diversos estudios que intentan relacionar el efecto de la
activacion de receptores endocannabinoides con la conducta ansiosa (Garcia-
Gutiérrez, Navarrete, Gasparyan, & Manzanares, 2021). Es interesante observar
gue muchos de estos resultados pueden llegar a contradecirse. Se ha reportado que
la activacion de los receptores endocannabinoides podria tener efectos ansioliticos
(Lucas Luz et al., 2020; Papagianni & Stevenson, 2019; Patel & Hillard, 2006),
mientras que otros estudios apuntan a que este efecto es ansiogénico
(Bhattacharyya et al., 2017; Moreira et al., 2009). Este escenario de aparente
contradiccion podria ser explicado en relacién a qué region cerebral esta siendo
modulada por la activacion de receptores endocannabinoide. Se ha observado que
la activacion en amigdala basolateral (Bhattacharyya et al., 2017; Ganon-Elazar &
Akirav, 2009) produce el efecto ansiogénico, mientras que la activacion de la

sefializacion por via hipocampal tendria efectos ansioliticos (Campos et al., 2013).
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Con respecto al uso de inhibidores FAAH, estos han evidenciado efecto ansiolitico
mediante accion en amigdala cerebral (Gunduz-Cinar, Hill, McEwen, & Holmes,
2013) y ansiogénico cuando es administrado en hipocampo ventral (Roohbakhsh,
Keshavarz, Hasanein, Rezvani, & Moghaddam, 2009). Sin embargo, a la fecha no
se han reportado estudios que evidencien el efecto de los inhibidores FAAH en el
sistema endocannabinoide del nucleo accumbens. El efecto de MACOMCH-01
como inhibidor FAAH en el nicleo accumbens constituye un antecedente novedoso
y sera discutido mas adelante.

Como se ha visto anteriormente, el efecto de inhibidores FAAH en modelos
de depresion ya ha sido ampliamente estudiado. No obstante, su influencia en el
circuito mesolimbico, mas especificamente en el nucleo accumbens, ain requiere
mas estudios. Por los antecedentes in vitro se sabe que MACOMCH-01 inhibe la
actividad de FAAH. Sobre como MACOMCH-01 esté produciendo un potencial
efecto antidepresivo en el modelo agudo a través del circuito mesolimbico puede
ser explicado con la siguiente hipdtesis. ElI nicleo accumbens, conformado
principalmente por neuronas GABAérgicas (MSN-D1 y -D2) recibe proyecciones
neuronas dopaminérgicas provenientes del area tegmental ventral. Estas terminales
dopaminérgicas, a su vez, son controladas por terminaciones glutamatérgicas
provenientes del hipocampo y corteza prefrontal, las cuales al ser activadas
incrementan la liberacion de dopamina (Julian et al., 2003; Riegel & Lupica, 2004)
Son estas terminaciones glutamatérgicas las que expresan los receptores CB1 y
modulan la liberacién de dopamina en el nucleo accumbens (Covey et al., 2017;
Julian et al., 2003). En los modelos de estrés agudo se ha descrito que existe un

incremento de liberacién de dopamina en el nicleo accumbens (Garcia-Keller et
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al., 2013; Holly, DeBold, & Miczek, 2015; Laplante, Dufresne, Ouboudinar,
Ochoa-Sanchez, & Sullivan, 2013). La inhibicion de FAAH por MACOMCH-01
incrementaria la biodisponibilidad de anandamida, la cual actuaria en los receptores
CB1 en las terminaciones glutamatérgicas, reduciendo su potencial excitatorio
postsindptico glutamatérgico y, como consecuencia, modulando la liberacion
exacerbada de dopamina en el modelo agudo. Esta hipétesis es reforzada por la
evidencia de que la administracion de inhibidores de monoacilglicerol lipasa (otra
enzima que hidroliza endocannabinoides), incrementa la biodisponibilidad de 2-AG
y disminuye la liberacién de dopamina (Mateo et al., 2017). Asimismo, se ha
descrito que las neuronas dopaminérgicas presentan receptores CB2, los cuales al
ser activados por la anandamida también disminuyen la neurotransmision
dopaminérgica (Zhang et al., 2017). Dados todos los antecedentes mencionados,
una forma de evaluar indirectamente los cambios neurobioldgicos producto de la
administracion de MACOMCH-01 en el modelo de estrés agudo es mediante las
variaciones en la expresion temprana de genes relacionados a la neurotransmision
dopaminérgica y endocannabinoide.

Es importante resaltar que todos los analisis por gPCR evallan la expresion
de mRNA presente en los nucleos celulares, por lo que los resultados de los analisis
de los genes Faah, Napepld, Cnrl, Cnr2, Drdl y Drd2 corresponden al total de
mMRNA encontrado en las celulas del nicleo accumbens, el cual esta conformado
por MSN-D1, MSN-D2 e interneuronas colinérgicas. Al realizarse el analisis
molecular, se observo que los genes Napepld y Cnr2 no se expresaron lo suficiente
como para ser detectados y cuantificados. A la fecha existen pocos estudios que

evallen la expresion del gen Napepld en nacleo accumbens, entre los cuales
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destacan uno realizado en un modelo de exposicion cronica intermitente a alcohol
en ratas Wistar (Henricks et al., 2016) y otro que solo evalGa la expresion proteica
de NAPE-PLD en nucleo accumbens de monos Vervet (Kucera et al., 2018). Una
posible causa de que la expresién de mMRNA Napepld no haya podido ser detectada
puede ser debido a que esta proteina, por ende el gen, solo se expresa a demanda
frente a situaciones de exceso de neurotransmision, por lo que es de esperarse que
su sintesis esté sujeta a momentos puntuales y no de manera constante ni ubicua.
Con respecto a la expresion de Cnr2 en nucleo accumbens, si bien existen estudios
que la analizan junto con la expresion de Cnrl (Gasparyan, Navarrete, Rodriguez-
Arias, Mifiarro, & Manzanares, 2021) este gen se expresa predominantemente en el
sistema periférico cumpliendo una funcion inmunoldgica (Atwood & Mackie,
2010; Gong et al., 2006), por lo que otros estudios optan por analizar su expresion
en otras regiones periféricas tales como bazo y médula 6sea (Llorente-Berzal et al.,
2013). Esta limitante en la deteccion de expresion de Napepld y Cnr2 no constituye
un impedimento al alcance de los objetivos del presente estudio. Aun asi, los bajos
niveles de expresion de los genes mencionados es una limitacién que puede ser
abordada en futuros estudios mediante la diseccion de otras regiones cerebrales y
una mayor cantidad de tejido.

La administracion de MACOMCH-01 y fluoxetina produjeron una
tendencia al incremento del nivel de expresion del gen Faah en ndcleo accumbens,
siendo esta tendencia significativa a una dosis de 30mg/kg de MACOMCH-01. Se
ha descrito que el gen Faah es regulado por la accidn de receptores glucocorticoides
y estrogénicos (Waleh, Cravattb, Apte-Deshpandea, Teraoa, & Kilduf, 2002) no

obstante, el mecanismo por el cual la administracién de inhibidores FAAH podria
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regular la expresion de Faah aun no ha sido estudiado. Es plausible proponer que
este incremento en expresion de Faah se deba a un mecanismo de adaptacion
temprana producto del bloqueo funcional de la enzima FAAH, sin embargo, esta
hipotesis deberé ser evaluada en futuros estudios. Con respecto a la relacion entre
los cambios de expresion de Faah y el estrés o uso de antidepresivos, a la fecha no
se han publicado estudios que evidencien un incremento o disminucién de la
expresion del gen en el nicleo accumbens bajo exposicion a modelos de estrés
agudo. No obstante, existen algunos estudios que evidencian que el modelo de
restriccion aguda no produce cambios rapidos en la actividad de la enzima FAAH
en nucleo accumbens (Rademacher et al., 2008). En modelos de estrés cronico se
ha observado que tanto la expresion de mRNA Faah (Marco et al., 2014), como la
expresion proteica (Romano-Lopez et al., 2016) y su actividad enzimética (Alteba
et al., 2020) se ven significativamente reducidas. Asimismo, se ha observado que
el uso del antidepresivo imipramina tiende a incrementar la actividad de FAAH en
esta region cerebral (Hill et al., 2008). Si bien los modelos de estrés crénico pueden
producir efectos distintos a los obtenidos en los modelos agudos y no es
recomendable compararlos directamente, se puede observar que, en general, el
estrés tiende a reducir la actividad de FAAH en nicleo accumbens, mientras que el
uso de antidepresivos la incrementa. Esto ultimo coincide con el incremento de
MRNA Faah observado en los grupos experimentales que recibieron tratamiento,
tanto de macamida como de fluoxetina.

Se observo también que el nivel de expresion del gen Cnrl se incremento
sustancialmente con la administracion de MACOMCH-01 a dosis de 10 mg/kg y

30 mg/kg, ademas de la administracion de fluoxetina. Actualmente no se han
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publicado estudios que evidencien que el uso de inhibidores FAAH afecten
directamente la expresion de Cnrl en nucleo accumbens luego de la exposicion a
estrés agudo. Sin embargo, evidencia in-vitro sugiere que la activacion de
receptores dopaminérgicos D2 y receptores cannabinoides CB1 por sus respectivos
ligandos incrementan la expresion de mRNA Cnrl a través de una via comdn que
involucra la subunidad Gin y el incremento de la fosforilacién de ERK1/2 (Chiang,
Lo, & Chen, 2013). Considerando que se ha descrito que la exposicion a estrés
agudo incrementa la liberacion de dopamina en el ncleo accumbens (Garcia-Keller
et al., 2013; Holly et al., 2015; Laplante et al., 2013), asi como la fosforilacién de
ERK1/2 (Contesse et al., 2021) es posible especular que el estrés agudo por si solo
esté incrementando la expresion de mMRNA Cnrl mediante la activacion de D2R.
Adicionalmente a esto, los inhibidores FAAH como MACOMCH-01 incrementan
la biodisponibilidad de anandamida, la cual promoveria la activacion de los
receptores CB1. Esta activacidn conjunta de D2R y CB1 podria ser la responsable
del incremento de MRNA de Cnrl en los grupos que recibieron MACOMCH-01 en
comparacion de los controles estresados. Esta hipétesis aditiva del efecto de D2R y
CB1 esta respaldada por los resultados obtenidos por Chiang et al. (2013) que
observaron que la activacion de ambas vias incrementaria mas la expresion de Cnrl
en comparacion a si se hubieran activado la via D2R o CB1R independientemente.

Finalmente, se observé que la administracion de MACOMCH-01 no
modificd significativamente la expresién de los genes Drd1 y Drd2 con respecto al
vehiculo. No obstante, se observd una tendencia a disminuir con la dosis de 3mg/kg
y desde alli aumentar la expresion hasta alcanzar valores similares al vehiculo con

la dosis de 30mg/kg. Si bien se ha descrito que la expresion génica de Drd1y Drd2

87



es afectada por modelos de estrés cronico (Kohler et al., 2019; Wearick-Silva et al.,
2019) a la fecha no hay evidencia de que esta sea afectada por modelos de estrés
agudo o si la administracion aguda de inhibidores FAAH modifican esta expresion
en el nucleo accumbens. Futuros estudios seran necesarios para comprobar si esta
invariabilidad en la expresion génica se mantiene en modelos de estrés cronico. Por
otro lado, se encontr6 un incremento significativo en la expresion de Drd1 y Drd2
en el grupo fluoxetina comparado con los grupos MACOMCH-01 de dosis mas
bajas. Actualmente no se dispone de informacién con respecto al efecto de
fluoxetina en un modelo de estrés agudo. No obstante se ha reportado que la
administracion cronica de fluoxetina y sertralina, otro inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina, incrementan la expresion del gen Drdl (Dziedzicka-
Wasylewska, Willner, & Papp, 1997; Huzarska, Zielinski, & Herman, 2006) en
nacleo accumbens y en hipocampo (Kobayashi, Haneda, Higuchi, Suhara, &
Suzuki, 2012) aunque el mecanismo de tal incremento de expresion alin no esta
descrito.

Nuestros resultados en el presente estudio posicionan a MACOMCH-01
como un farmaco con potencial efecto antidepresivo sin efectos secundarios
ansiogeénicos o que afecten la locomocion. No obstante, es importante resaltar que
estos resultados han sido estudiados en un modelo agudo. Los modelos agudos son
empleados para obtener datos iniciales que sirvan como cribado rapido de
potenciales farmacos antidepresivos (Krishnan & Nestler, 2011). La principal
limitacién de estos estudios recae en que no replica la dimensién crénica del
trastorno depresivo. Asimismo, otra limitante del modelo crénico de nado forzado

es que, al ser este modelo y herramienta a ser puesto a prueba no permite disefiar
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un experimento con la inclusion de un grupo control libre de estrés que serviria
como linea base para las pruebas comportamentales y moleculares. Una limitacion
del estudio también reside en que se asume que el mecanismo de accion de la
macamida es a través de la inhibicién de FAAH e incremento de biodisponibilidad
de endocannabinoides gracias a estudios in-vitro previos. No obstante, en un
sistema complejo como lo es un animal vivo, la macamida podria estar actuando no
solamente por via endocannabinoides sino por vias inesperadas. Una forma de
poder comprobar esta hipotesis seria mediante el uso de antagonistas de receptores
endocannabinoides, los cuales se constituirian como controles negativos del efecto
terapéutico de las macamida. Otra limitacion importante involucra el nivel de
inferencia que se puede obtener a partir de los experimentos moleculares. Los
cambios en expresion génica permiten observar los cambios tempranos producto de
intervenciones experimentales, no obstante, no necesariamente se correlacionan
directa o linearmente con los cambios neurobioldgicos responsables de las
alteraciones comportamentales. Los cambios neurobiolégicos como los
morfoldgicos y electrofisioldgicos se suceden a los cambios genéticos, por lo que

es necesario comprobar la existencia de esta relacion tedrica entre ambos aspectos.
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VIIl. CONCLUSIONES

La administracion intraperitoneal de MACOMCH-01 presenta una curva
dosis-respuesta en forma de “U” para el efecto antidepresivo, siendo
significativa solamente en la dosis intermedia de 10 mg/kg. No se evidencio

afeccion ansiogénica o locomotriz importante.

La administracion intraperitoneal de MACOMCH-01 incrementa la
expresion de genes asociados a la via endocannabinoides, mas no

dopaminérgica, en el ndcleo accumbens de ratones expuestos a estrés agudo.
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IX. RECOMENDACIONES

Dadas las limitaciones expuestas en el ultimo parrafo de la seccion
Discusion, las siguientes recomendaciones son propuestas con la finalidad de a

abordarlas mediante futuros estudios.

= Comprobar el efecto antidepresivo de la macamida MACOMCH-01 en
modelos agudos que permitan la inclusion de controles sin estrés para la
descripcion de linea base comportamental (por ejemplo, modelos de

restriccion aguda de movimiento o inyeccion de lipopolisacaridos).

= Comprobar el efecto antidepresivo de la macamida en MACOMCH-01 en
modelos de estrés cronico que repliquen el aspecto cronico de la etiologia
de la depresion clinica. De estos modelos, los mas empleados son el de

estrés cronico ligero y el de derrota social.

= Contrastar los efectos de la macamida en la via endocannabinoide con
antagonistas endocannabinoides (como por ejemplo rimonabant) para
comprobar que la via de accion del farmaco es, en efecto, la via

cannabinoide.

= Fortalecer la evidencia presentada en el estudio mediante la aplicacion de
técnicas que permitan evaluar directamente los cambios neurobiolégicos
asociados al incremento de expresion de genes endocannabinoides y
dopaminérgicos. Entre estas técnicas estarian la cuantificacién protéica por
western blot e inmunohistoquimica, estudio electrofisiolégico y de

complejidad dendritica.
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» Finalmente, estudiar el impacto generados por las alteraciones en nicleo
accumbens en otras regiones cerebrales comunicantes con el circuito
mesolimbico, tales como el hipocampo, &rea tegmental central, amigdala o

corteza prefrontal medial.
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Anexo 1. Certificados de analisis de drogas (continuacion)

Fluoxetina HCI

www.sigmaaldrich.com

Certificate of Analysis - Certified Reference Material

FLUOXETINE HYDROCHLORIDE

Product no.:

Lot no.:

Description of CRM:
Expiry date:
Storage:

Certificate version:

Chemical formula:
Molecular mass:
CAS No.:

PHR1394-1G

F
LRAC3045 F. el
White powder
31 Dctober 2023 AGHy
Room Temperature/Protec from Light H

LRACI04A5.2 (Mate: Cartifmies may be updated due to
Fharmampedal Lot Changes or the avallabilty of new data.
Check our wahsite 26w Sigma -akdrich gom &r the mast
current varsion_)

CoHasFNO - HCI

345.8

56296-78-7

Certified Purity + assodated uncertainty U, Usk -u (k=) (Mass Balance/

basis)

Fluoxetine HCI

100.0 % Ucrm = + 0.2 %, k = 2.0 (as is basis)

Metrological traceability:

Measurement method:

Intended use:

Minimum sample size:
Instructions for handling
and correct use:

Health and safety
information:

Accreditation:

Certificate issue date:

IS0 17034
AR-147T0

Traceable to the 51 and higher order standards from NIST through an unbroken
chain of comparisons. Additional traceability to Primary Standards is established
through comparative assay determinations. See “Details on metrological
traceability” on page 2

Where applicable, the certified value is based on a purity determination by mass
balance. See "Certification process details” on page 3.

Intended for RED and Analytical Use only. Not for drug, household or other uses.
20 mg

Cqo not dry, use on the as is basis. The intemal pressure of the container may be
slightly different from the atmaspheric pressure at the user's lo@tion. Open
slowly and carefully to avoid disparsion of the material. Attachment of a 20 mm
aluminum crimp seal recommended for unused portions.

All chemical reference materials should be considered potentially hazardous and
should be used only by gualified laboratory personnel. Please refer to the Safety
Data Sheet for detailed information about the nature of any hazard and appropriate
precautions to be taken.

Sigma=Aldrich RTC is accredited by the US accreditation authority AMAB as a
registered reference material producer AR-1470 in accordance with IS0 17034.

30 Movember 2020

[ Ay Ormmen; Quality Control ) [Mark Pooler; Quality Assurance)

-Aldrich ATC, 2331 Soldier Springs Rd. Laramie, WY 82070, USA;

Tel. 1 307-742-5352; Fax 1 307-855-831-9211; waw.sgmaalkdnich.com
Sigma-Aldnch ATC s 2 subsidiary of Menck KGah, Darmstadt, Genmany.

Certificate Page 1 of & Certificate version 02



Anexo 2. Peso de ratones y dosis de drogas administradas

Administracién de dosis de macamida (i.p) en ratones BALB/c machos

Inyecciones: Jhordy Alfaro
Responsable: Carlos Medina

Fecha: 31/10/2021

"Hora de Inicio habituacién:

Preparacion de drogas: Carlos Medina

Tiempo de habituacidn: 60 min

T*/H% sala:
Hora de Inicio inyecciones:

Peso (g) Volumena Hora de
Jaula 0 Cepa | 52 oaror1 Grupo Dosis (mg/kg) | administrar Grupo de administracio Hora de Horrardre
(ml) evaluacion " evaluacion sacrificio

Ad46 | A46-MD  |BALB/c| M 39 0.39 1

AdB-M1 BALB/c| M 4 1 12h00-12h01 | 13h00-13h06 14h00

A46-N2  BALB/c| M 38 1

A46-M3  |BALB/c| M 38 2

Ad6-M4 [BALB/c| M 2 12h08-12h09 | 13h08-13h14 14h08
AAT | A4T-M1IBALB/C| M 2

A47-N2  |BALB/c| M 3

Ad7-M3  [BALB/c| M 3 12h16-12h17 | 13h16-13h22 14h16

A47-M4 BALB/c| M 3
A48 | A48-MD  |BALB/c| M 4

AdB-i1 BALB/c[ M 4 12h24-12h25 | 13h24-13h30 14h24

A48-N2 _ BALB/c| M 4

A48-M3  |BALB/c| M 5

Ad8-M4  [BALB/c| M 5 12h32-12h33 | 13h32-13h38 14h32
A53| A53-M0D_|BALB/c| M 5

AS3-M1_ |BALB/c| M 6

AB3-NM2  [BALB/c| M 6 12h40-12h41 | 13h40-13h46 14h40

AS3-M3 |BALB/c| M 6

AS3-N4  |BALB/c| M 7
A54 Ab4-\M1 BALB/c| M 7 12h48-12h49 | 13h48-13h54 14h48

AS4N2  BALB/c| M 7

A54-M3  |BALB/c| M 8

Ab4-M4  |BALB/c| M 8 12h52-12h53 | 13h52-13h58 14h52
ABS | AS5-M1_|BALB/c| M 8

AS5-N2  |BALB/c| M 9

ASS-M3  [BALB/c| M 9 13h00-13h01 | 14h00-14h06 15h00

AS5-M4 |BALB/c| M
A57 | AS57-MO |BALB/c| M

ABT-M1_ |[BALB/c| M 13h08-13h09 | 14h08-14h14 15h08

A57- M2 [BALB/c| M

A57-M3  [BALB/c| M

AbBT- M4 |BALB/c[ M 13h16-13h17 | 14h16-14h22 15hl6
A58 | A5S8-M1_|BALB/c| M

AS8-N2  |BALB/c| M

AB8-M3  |[BALB/c| M 13h24-13h25 | 14h24-14h30 15h24

A5S8-M4 BALB/c| M
A3 A03-M0  [BALB/c| M 10h06
AB ADS-MD  |BALB/c| M 10h06
A1 A01-MO_ [BALB/c| M Bh0D-B02. | 9n00-9h06 10h09
A2 AD2-M0_ [BALB/c| M 10h09
A3 AD3-M1  |BALB/c| M 10h14
AB ADB-M1 [BALB/c| M 10h14
AL A0L-M1_ [BALB/c| M En08-8h10 | Shos-Shis 10h17
A2 An2-m1__ [BALB/c| M 10h17
A3 A03-M2  [BALB/c| M 10h22
AB A0g-mM2  [BALB/c| M 10h22
Al ADl-M2  |BALB/c| M Shi6-8n18 9h16-sh22 10h25
A2 A02-M2_ [BALB/c| M 10h25
A3 A03-M3 [BALB/c| M 10h30
AB ADS-M3  |BALB/c| M 10h30
Al | AOLMZ_|BALB/C| M Bh20-8n26 | Sh24-9h30 s
A2 A02-M3_ [BALB/c| M 10h33
A3 AD3-M4  [BALB/c| M 10h38
AB A0g-M4 [BALB/c| M 10h38
A1 A0L-M4_ [BALB/c| M En32-8h3s | Sh32-5h3s 10h41
A2 AD2-M4  |BALB/c| M 10h41
A4 A04-M0  [BALB/c| M 33 Fluoxelina 0.33 18 oh12-6hi4 | 10h12-10h18 11h18
A4 ADa-M1_|BAI B/c| M 35 Fluoxetina 0.35 18 11h18
A4 ADA-M2  |BALB/c| M 39 Fluo)oetina 0.39 19 9h20-8h22 | 10h20-10m26 11h26
A4 A04-M3  |BALBicl M 37 Fluoxetina 0.37 13 11h26
Ad ADA-M4 |BALB/c| M 32 Fluoxetina 0.32 20 9h28 10h28-10h34 11h34




Anexo 2. Peso de ratones y dosis de drogas administradas (continuacion)

Grupo 2 Orden de admistracion de MCH1 y evaluacion LDB

'Facha: 6/30/2021 Responsal Grace Pardo
Hora de
. Dosis Hora de Hora dlj_" colecta )
Orden ID animal |equivalent dosis evaluacio de Almacenamiento
e (mL) n encéfalo
5
Al6-MO 0.31 ghoo- 8h30- 9h35 |veh-Machos
1 A15-MO 0.39 2hol 8h35 9h35  |10mg-Machos
2 0.36 8h0s- 8h36- gha1
0.30 2hoe 8h4l 9h41
AlG-ML 0.36 gh11- 8hd2- ghd47 |Veh-Machos
: A15-M1 0.37 gh12 3ha7 9h47  |10mg-Machos
0.25 8h48- 9h53
8hs3 9hs3
8h54- 9h59 |Veh-Machos
8hs9 9h59 |10mg-Machos

3hoo- 10h05
9h05 10h05
Al6-M3 0.31 8h35- 9h06- 10h11 |Veh-Machos

9h11 10h11 10mg-Machos
9h12- 10mg-Machos
9h17
9h18-
9h23
9h23-
9h28

Administracion de dosis de macamida (i.p) en ratones BALB/c machos

Inyecciones: Jhordy Alfaro Preparacion de drogas: Carlos Medina

Responsable: Carlos Medina

Fecha: 05/12/2021 "Hora de Inicio habituacién: T°/H% sala:

Tiempo de habituacién: 60 min Hora de Inicio inyecciones:
Jaula D Cepa |Sexo ::;:,-(;1) Grupo Dosis :dor:ji::tr:r Grupo de Horade | Hora de
(mg/kg) (mL) evaluacion| adm. |evaluacién

C1MO0 |BALB/c| M 35 1 11:37 12:37
C1M1 |BALB/c| M 38 1 12:03 13:03
MIMI [BALB/C] M | 30 | MCH1Omakg| 10 [ 03 [ 1 1225 | 13a5
C1iM2 |BALB/c| M 38 1 12:27 13:27
MIME2 [BAIBI] M | 32 |[MCH1Omgkg| 10 [ 032 1 1239 | 1339
CiM3 |BALB/c| M 38 1 12:51 13:51
MIM3 [BAIB/] M| 31 |[MCH10mgkg| 10 [ 031 1 13:03 | 14:03
Civ4 |BALB/c| M 36 1 13:15 14:15
Miv4 |BALB/c| M 33 MCH 10mg/kg 1 13:27 14:27

*Los pertenecientes al segundo grupo solo recibiran vehiculo

Administracion de dosis de macamida (i.p) en ratones BALB/c machos

Inyecciones: Jhordy Alfaro Preparacion de drogas: Carlos Medina
Responsable: Carlos Medina
Fecha: 06/12/2021 "Hora de Inicio habituacion: T°/H% sala:
Tiempo de habituacién: 60 min Hora de Inicio inyecciones:
Peso (g} . Volumen a Hora de
daule) 1D Cepa |58 aan021 Grupo (r:;.;l‘:g} administrar ;:s:;;n administr e‘::::_zn
(mL) acion
MIMO |BALB/c| M 40 MCH 10mg/kg 10 0.4 1 11:30 12:30
C2M0 |BALB/e| M 30 2 1142 12142
M2MD [BALB/I] M | 33 |[MCH1Omgkg| 10 [ 033 2 11:54 | 1254
C2mM1 |BALB/c| M 27 2 12:06 13:06
M2WH [BALB/G] M | 37 [ MCH1Omgkg| 10 [ 037 2 1218 | 1318
C2m2 |BALB/e| M 32 2 12:30 13:30
MeM2 [BALB/l M | 33 | MCH1Omghkg| 10 [ 033 2 1242 | 1342
C2M3 |BALB/c| M 34 2 12:54 13:54
M2MB [BAIBIC] M| 35 |[MCH10mgkg| 10 [ 035 2 13:06 | 14:06
M 2

C2M4 |BALB/c
*Los pertenecientes al primer grupo solo recibirdn vehiculo

13:18 14:18




Anexo 3. Composicion de reactivos usados en biologia molecular

Mammalian Lysis Buffer (Buffer para lisado de células)

Reactivo Conc](:,ir;l';rlauén Volumen (uL)
TRIS-HCI 1M pH 8 25 mM 25 uL
NaCl 5N 100 mM 20 uL
Tx-100 0.1% 10 uL
SDS 10% 0.1% 10 puL
EDTA 0.5M pH 8 1 mM 2 uL
2-mercaptoetanol 5% 50 uL
Agua DEPC - 883 uL
VVolumen total - 1000 uL

Agua DEPC (libre de nucleasas)

Reactivo Concentracion Volumen (mL)
final
H20 - 999 mL
Dietilpolicarbonato (DEPC) 0.1% 1mL
Volumen total - 1000 mL
Reactivo Concentracion Cantidad
final
TRIS base 0.1M 549
Acido Boérico 0.1M 2.75¢
EDTAO05MpHS8 0.02M 2mL
Agua DEPC - 498 mL
Volumen total - 500 mL

Gel de agarosa

Reactivo 1% 2%
Agarosa libre de nucleasas 049 08¢
TBE 40 mL 40 mL
Bromuro de etidio 5uL 5ulL

Volumen total 40 mL 40 mL




Anexo 4. Registro de medicion de RNA pre y post tratamiento con DNAsa

#| Sample ID User name Date and Time Nucleic Aci A260 (Abs)  A280 (Abs) | 260/280|260/230 Sample Type Factor
1 |ADIMO NAC (-) |Lab. Investigacion |18/08/2021 11:00:35 a.m. |170.9 ng/pl [4.272 2.263 1.89 0.83 RNA 40.00
2 |H20 Lab. Investigacion [18/08/2021 10:57:33 a.m. |0.7 ng/pl [0.017 0.001 11.64 0.23 RNA 40.00
3 |AD3MO NAC (-) [Lab. Investigacion |18/08/2021 10:59:19 a.m. |217.9 ng/pl [5.446 2.832 1.92 1.06 RNA 40.00
4 _|A03MO NAC (+) [Lab. Investigacion |18/08/2021 12:46:59 p.m. |603.6 ng/pl |15.090 8.606 1.75 0.87 RNA 40.00
5 [AD3MO NAC (+) |Lab. Investigacion [18/08/2021 12:47:56 p.m. |78.9 ng/pl [1.972 1.073 1.84 0.78 RNA 140.00
6 |AD3MO NAC (+) |Lab. Investigacién |18/08/2021 12:48:48 p.m. |83.3 ng/pl[2.082 1.147 1.82 0.79 [RNA 140.00
7 |AD3MO NAC (+) |Lab. Investigacion [18/08/2021 12:49:44 p.m. [79.9 ng/pl [1.997 1.092 1.83 0.78 RNA 40.00
8 |AOIMO NAC (+) |Lab. Investigacion |18/08/2021 12:50:33 p.m. |673.2 ng/pl|16.830 10.722 1.57 0.54 RNA 140.00
9 [ADIMO NAC (+) [Lab. Investigacion [18/08/2021 12:51:15 p.m. |82.1 ng/pl [2.053 1.153 1.78 0.65 RNA 40.00
10 H20 Lab. Investigacion |19/08/2021 01: .m. |-81.5 ng/pl [-2.036 0.667 -3.05 15.85 |RNA 140.00
11|H20 Lab. Investigacion |19/08/2021 01: .m. |-62.3 ng/pl [-1.558 -0.150 10.39 9.70 RNA 40.00
12 |H20 Lab. Investigacion 0.8 ng/pl [0.019 0.014 1535] 0.67 RNA 40.00
13|A03M1 NAC (-) |Lab. Investigacién . [187.2 ng/pl|4.679 2.600 1.80 0.29 MA 140.00
14|A03M4 NAC (-) [Lab. Investigacion . [190.4 ng/pl [4.761 2.563 1.86 0.31 RNA 40.00
15|A01M3 NAC (-) |Lab. Investigacion . [181.7 ng/pl [4.543 2.449 1.85 0.28 RNA 40.00
16|ADIM4 NAC (-) |Lab. Investigacion [19/08/2021 01:25:41 p.m. |179.9 ng/pl |4.497 2.467 1.82 0.27 RNA 40.00
17|A03M4 NAC (+) |Lab. Investigacion [19/08/2021 03:12:05 p.m. |714.4 ng/pl |17.860 12.073 1.48 0.51 RNA 40.00
18|A03M1 NAC (+) |Lab. Investigacion [19/08/2021 03:10:58 p.m. |126.2 ng/pl [3.155 1.841 1.71 0.28 RNA 40.00
19A03M4 NAC (+) |Lab. Investigacion :12:55 p.m. [114.7 ng/pl |2.868 1.681 171 0.31 RNA 140.00
20 |ADIM3 NAC (+) [Lab. Investigacion |19/08/2021 03:14:00 p.m. |79.5 ng/pl |1.988 1.150 1.73 0.21 RNA 40.00
21|A0IM3 NAc (+) |Lab. Investigacion [19/08/2021 03:14:53 p.m. |96.9 ng/pl [2.423 1.409 1.72 0.24 RNA 140.00
22|A01IM3 NAc (+) |Lab. Investigacién [19/08/2021 03:15:47 p.m. [80.4 ng/pl |2.010 1.134 1.77 0.21 ’ﬁA 40.00
23|A01M4 NAC (+) |Lab. Investigacion |19/08/2021 03:16:48 p.m. |91.2 ng/pl [2.281 1.375 1.66 0.21 RNA 40.00
24 |A08BM1 NAC (-) |Lab. Investigacion [24/08/2021 01:07:28 p.m. |21.8 ng/pl |5.545 2.941 1.89 0.88 RNA 140.00
25[A01M4 NAC (+) [Lab. Investigacion [19/08/2021 03:17:38 p.m. |276.3 ng/pl [6.908 4.599 1.50 0.34 RNA 40.00
|26 H20 Lab. Investigacion [24/08/2021 01:03:22 p.m. 1.0 ng/pl [0.025 0.008 13.13 1.43 RNA 40.00
|27|A08M3 NAC (-) |Lab. Investigacion |24/08/2021 01: .m. |226.4 ng/ul|5.661 3.046 1.86 0.35 RNA 40.00
28[A08BM4 NAC (-) [Lab. Investigacién . [220.7 ng/pl [5.518 2.992 1.84 0.37 RNA 40.00
29 |A04MO NAC (-) |Lab. Investigacion . 1220.0 ng/pl|5.501 2.943 1.87 0.83 RNA 40.00
30|H20 Lab. Investigacion . [0.8 ng/pl [0.019 0.026 0.73 0.22 RNA 40.00
31/A08M1 NAC (+) |Lab. Investigacién . 193.2 ng/pl[2.329 1.299 1.79 0.60 RNA 140.00
|32 |AD8BM3 NAC (+) [Lab. Investigacion . |111.4 ng/pl|2.784 1.638 1.70 0.25 RNA 40.00
33|A08M3 NAC (+) |Lab. Investigacion . |220.8 ng/pl [5.521 3.491 1.58 0.33 RNA 40.00
34 |A08M4 NAC (+) |Lab. Investigacion . [121.9 ng/pl [3.048 1.823 1.67 0.26 RNA 40.00
35(A04MD NAC (+) |Lab. Investigacion . |74.8 ng/pl|1.870 1.042 1.79 0.61 RNA 140.00
36 |AD4MO NAc (+) |Lab. Investigacion |24/08/2021 03:15:43 p.m. |72.7 ng/pl [1.817 0.977 1.86 0.63 RNA 40.00
37|A08M3 NAC (+) |Lab. Investigacion |24/08/2021 03:17:04 p.m. |438.3 ng/pl [10.958 7.055 1.55 0.41 RNA 140.00
38]/A02M1 NAc (-) [Lab. Investigacion [25/08/2021 02: 7 p.m. [186.2 ng/pl [4.656 2.504 1.86 0.60 RNA 140.00
39|A08M3 NAC (+) |Lab. Investigacion (24/08/2021 03:17:13 p.m. |289.2 ng/pl [7.230 4.744 1.52 0.36 RNA 40.00
40 H20 Lab. Investigacion [25/08/2021 02:09:48 p.m. 0.9 ng/pl |0.024 0.035 0.67 0.60 RNA 140.00
#| Sample ID User name | Date and Time Nucleic Acid |Unit|A260 (Abs) A280 (Abs) |260/280|260/230|Sample Type Factor
41 |A02M3 NAc (-) |Lab. Investigacion |25/08/2021 02:15:00 p.m. |219.9 ng/pl [5.497 12.939 1.87 10.66 RNA 140.00
42 |A04M4 NAC (-) |Lab. Investigacion |25/08/2021 02:17:44 p.m. [211.3 ng/pl [5.283 12.793 1.89 0.38 RNA 140.00
43|A02M4 NAC (-) |Lab. Investigacion |25/08/2021 02:16:02 p.m. |247.5 Ing/pl[6.188 3.248 1.91 0.48 [RNA 140.00
44 |A04M2 NAC (-) |Lab. Investigacion |25/08/2021 02:16:51 p.m. |210.8 ng/pl [5.269 12.776 1.90 0.45 RNA 40.00
45 |A02M1 NAC (+) |Lab. Investigacion |25/08/2021 04:09:08 p.m. [73.7 ng/pl [1.842 1.055 1.75 0.49 RNA 140.00
46 H20 Lab. Investigacion |25/08/2021 04:08:03 p.m. |0.3 Ing/pl[0.008 0.010 0.76 -7.37 |RNA 140.00
|47|AD2M3 NAC (+) |Lab. Investigacion |25/08/2021 04:09:59 p.m. |81.0 ha/ul 12.024 1.148 1.76 0.51 RNA 40.00
48 |A02M4 NAC (+) |Lab. Investigacion |25/08/2021 04:12:02 p.m. [92.6 ng/pl2.315 1.278 1.81 10.40 RNA 40.00
49 |A02ZM4 NAC (+) |Lab. Investigacion |25/08/2021 04:10:50 p.m. [108.4 ng/pl(2.710 1.904 1.42 0.42 RNA 40.00
50|A04M2 NAC (+) [Lab. Investigacién [25/08/2021 04:12:57 p.m. |84.5 ng/pl|2.113 1.174 1.80 10.38 RNA 40.00
51|A04M4 NAC (+) |Lab. Investigacion |25/08/2021 04:13:56 p.m. |82.3 ng/pl2.059 1.136 1.81 0.34 RNA 40.00
52 |H20 Lab. Investigacion |03/09/2021 02:24:24 p.m. [1.2 ng/ul [0.031 0.018 1.68 0.44 RNA 40.00
53 H20 Lab. Investigacion 03/09/2021 02:23:52 p.m. |0.6 ng/pl|0.016 10.001 25.17 10.49 RNA 140.00
[54]A0LM1 NAC (<) [Lab. Investigacién . [2238 ng/pl[5.596 2.978 1.88 1.36 RNA l40.00
}15 AOLM2 NAC (-) |Lab. Investigacién . |248.0 ng/pl 6.199 3.313 1.87 0.39 RNA 140.00
56|A03M2 NAC (-) |Lab. Investigacion . |308 ng/pl[5.770 3.048 1.89 042 |RNA 140.00
57 [AO3M3 NAC (-) [Lab. Investigacion .m. |205.0 ng/pl(5.124 12.753 1.86 0.37 RNA 140.00
58 H20 Lab. Investigacién p-m. 4.5 ng/pl [-0.112 -0.071 1.57 0.60 RNA 140.00
59 |AO3M3 NAC (-) |Lab. Investigacion (03/09/2021 02:29:33 p.m. |201.8 Ing/ul|5.044 12.723 1.85 0.36 RNA 40.00
60 H20 Lab. Investigacion [03/09/2021 04:12:32 p.m. |1.1 ng/pl [0.028 0.003 10.09 0.58 |RNA 140.00
61 |AO3M2 NAC (+) |Lab. Investigacion 03/09/2021 04:13:31 p.m. |411.8 ng/pl [10.295 16.766 1.52 0.47 RNA 140.00
[62[A03M3 NAC (+) |Lab. Investigacién [03/09/2021 04:15:39 p.m. [80.3 ng/pl|2.007 1.119 1.79 0.32 RNA 140.00
|63 JADLM1 NAC (+) |Lab. Investigacion 03/09/2021 04:17:06 p.m. |86.5 ng/pl|2.163 1.161 1.86 0.92 }ﬂA 140.00
64 |A03M3 NAC (+) |Lab. Investigacion |03/09/2021 04:15:53 p.m. [83.3 ng/pl (2.082 1.163 1.79 0.31 RNA 40.00
65|AOLM1 NAC (+) |Lab. Investigacion |03/09/2021 04:17:15 p.m. [93.2 Ing/pl[2.330 1.291 1.80 0.86 |RNA 140.00
66 |JADLM2 NAC (+) |Lab. Investigacion |03/09/2021 04:18:02 p.m. |108.4 ng/pl|2.711 1.527 1.78 0.31 RNA 40.00
67 |AOLM2 NAC (+) |Lab. Investigacion |03/09/2021 04:18:30 p.m. [104.7 ng/pl2.617 1.471 1.78 0.28 RNA 140.00
68 [A01M2 NAC (+) |Lab. Investigacion |03/09/2021 04:18:10 p.m. |123.6 |ng/pl[3.091 1.791 1.73 0.33 |RNA 140.00
|69|A0LM2 NAC (+) |Lab. Investigacion |03/09/2021 04:18:19 p.m. |131.3 \Eglul 3.284 1.936 1.70 0.33 RNA 40.00
70 A03M2 NAC (+) |Lab. Investigacion |03/09/2021 04:19:33 p.m. [92.8 ng/pl (2.320 1.285 1.81 0.37 RNA 40.00
71|A03M2 NAC (+) |Lab. Investigacion [03/09/2021 04:19:41 p.m. [95.9 ng/pl(2.397 1.349 1.78 0.36 RNA 40.00
72|A03M3 NAC (+) [Lab. Investigacién [03/09/2021 04:20:46 p.m. |78.0 ng/pl{1.950 1.098 1.78 0.31 RNA 140.00
73 |AD3M3 NAC (+) |Lab. Investigacion |03/09/2021 04:20:56 p.m. |80.8 ng/pl2.020 1.127 1.79 0.31 RNA 40.00
74|ADLM2 NAC (+) |Lab. Investigacion [03/09/2021 04:22:30 p.m. |100.0 ng/ul |2.501 1.392 1.80 0.29 RNA 40.00
75|A01M1 NAC (+) |Lab. Investigacién [03/09/2021 04:21:41 p.m. [86.5 ng/pl|2.162 1.162 1.86 0.99 |RNA 40.00
|76 /AOIM1 NAc (+) |Lab. Investigacién [03/09/2021 04:21:50 p.m. |91.0 ng/pl|2.275 1.227 1.85 10.99 RNA 140.00
77|ADBMO NAC (-) |Lab. Investigacion |04/09/2021 02:35:09 p.m. [214.9 ng/pl(5.372 12.824 1.90 1.35 RNA 140.00
78|ADLM2 NAC (+) [Lab. Investigacién [03/09/2021 04:22:40 p.m. [101.7 ng/pl [2.542 1.409 1.80 0.28 RNA 40.00
79 |H20 Lab. Investigacion |04/09/2021 02:21:59 p.m. 1.3 ng/pl (0.032 0.011 2.86 0.56 RNA 140.00
’ﬁAﬁﬂMﬂ NAC (-) |Lab. Investigacién |04/09/2021 02:35:19 p.m. |219.4 ng/pl|5.485 12.886 1.90 1.34 RNA 140.00
#| Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid |Unit |A260 (Abs) |A280 (Abs) 260/280 260/230|Sample Type |Factor
81H20 Lab. Investigacion |04/09/2021 04:05:54 p.m. |0.0 ng/pl |0.001 -0.014 -0.04 -0.10 RNA 40.00
B2|AD4M3 NAC (-) |Lab. Investigacion |04/09/2021 02:36:11 p.m. [187.1 ng/pl |4.677 12.489 1.88 1.01 RNA 40.00
[83]A04M3 NAC (-) |Lab. Investigacion |04/09/2021 02:36:20 p.m. |188.7 ng/pl[4.717 2.541 1.86 1.00 RNA 40.00
(84 |A08MO NAC (+) :08: 71.1 ng/pl|1.776 0.979 1.81 0.78 RNA 40.00
85 |A04M3 NAC (+) |Lab. Investigacion |04/09/2021 04:09:50 80.2 ng/pl |2.004 1.100 1.82 0.98 RNA 40.00
86 |ADBMO NAC (+) |Lab. Investigacion |04/09/2021 04:09:04 p.m. |72. ng/pl [1.819 1.010 1.80 0.77 |RNA 40.00
87|A04M3 NAC (+) |Lab. Investigacion |04/09/2021 04:09:58 p.m. [84.5 ng/pl [2.113 1.182 1.79 0.99 |RNA 40.00
Method Information
Parameter Value

Workbook File C:\Users\Lab. igacion\Desktop\Carlos\Agudo - NAc - Maches 112021_08_18_Nudeic Acid.twbk

Application Nucleic Acid

Data range 220nm 350nm

Analysis wavelength |260 nm




Anexo 5. Resultados de integridad de RNA en proceso de extraccion

Micropunch HYP (PVN)
500 ng RNA, gel 1%

9k bp
7k bp

1. RNA ladder
akon 2. RNA (-) Turbo DNAsa
3k bp 3. RNA (+) Turbo DNAsa
2k bp
1k bp . -—

0.5k bp



Anexo 6. Geles de la prueba de contaminacion por gDNA (PCR de

confirmacion)

Prueba PCR confirmatoria
Muestra: AOIMO

Grupo: Macamida 10 mg/kg i.p.
Cantidad: 500 ng RNA

1. DNA Ladder

2. AOIMO RNA (+) - PFC
3. AOIMO RNA (+) - HYP
4. AOIMO RNA (+) - HIPP
5.RNA ()

6. cDNA

7. H20

Prueba PCR confirmatoria
Muestra: AO1IM4

Grupo: Macamida 10 mg/kg i.p.
Cantidad: 500 ng RNA

1. DNA ladder

2. AOIM4 RNA (+) - PFC
3. AOIMA4 RNA (+) - HYP
4. AO1IM4 RNA (+) - HIPP

5.RNA (-)

6. cDNA

7.H20
Prueba PCR confirmatoria
Muestra: AO3M1
Grupo: Vehiculo
Cantidad: 500 ng RNA

1. DNA ladder

2. AO3M1 RNA (+) - PFC
3. AO3M1 RNA (+) - HYP
4. AO3M1 RNA (+) - HIPP
5.RNA (-)

6. cDNA

7.H20

Prueba PCR confirmatoria
Muestra: AOIM3

Grupo: Macamida 10 mg/kg i.p.
Cantidad: 500 ng RNA

1. DNA ladder

2. ADIM3 RNA (+) - PFC
3. AOIM3 RNA (+) - HYP
4. ADIM3 RNA (+) - HIPP
5.RNA (-)

6.cDNA

7.H20

Prueba PCR confirmatoria
Muestra: AO3MO

Grupo: Vehiculo
Cantidad: 500 ng RNA

1. DNA ladder

2. AO3MO RNA (+) - PFC

3. AD3MO RNA (+) - HYP

4. AO3MO RNA (+) - HIPP
5.RNA ()

6. cDNA

7.H20

Prueba PCR confirmatoria
Muestra: AO3M4

Grupo: Vehiculo
Cantidad: 500 ng RNA

1. DNA ladder

2. AO3MA4 RNA (+) - PFC

3. AO3M4 RNA (+) - HYP
4. AO3M4 RNA (+) - HIPP
5.RNA (1)

6. cDNA

7 H20




Anexo 7. Informacion de genes blanco para gqPCR
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Anexo 8. Informacion de genes blanco para qPCR

Huranisog Canomia

macrogen

Juan lglesias

Urb, Ingenior  a, Larapa Grande A-7

Urb, San Jeronsmo

HO00056571

Order Date -2020-12.03

084 Packing dste ©
Page :1/13
Oligo | Mm.Cnr1-For-NM_007726.5 /20 bp 2'ur
SEQ | 5'- TACCTGGCTCTGTTTGGAATG - 3' (21men
MW Yield scale - -

Yk calculated | measured | OD | nmoi | (Umoles) i) -

48 6443.2 64371 8.6 30 0.05 58.4 .

vol, for 100pmol/ul | Purification Modification 3

300 MOPC il -
Oligo | Mm.Cnr1 - Rev - NM_007726.5
SEQ | 5. GGCAGAGATGTCATCAGAAGE -3' (21mer)

GC% ik Vield scale - T

calculated | measured | OD | nmol | (umcies) e
52 6504, 2 6538.9 7.4 30 0.05 61.3 n
vol. for 100pmol/ul |  Purification Modification :

s s ————g -—r
Olige |Mm.Cnr2 - For - NM_009924.4 (364p 3'UTR
SEQ | 5. TTCCTGANGTTATGGGCACAS « 3 (21 mer) .

MW Yield scale - -

calculated | measured | OD | nmol | (Umoles) Tmie) ‘
48 5421.2 64578 |68 | 30 0.05 | 594 | :
vol, for 100pmol/ul | Purification Modification C

300 MOPC i 1l
Oligo Mm.Cnr2 - Rev - NM_009924.4
SEQ | 5. GGGACCAGAAMATIGAGAGE - 3 (21mesr)

MW Yield scale - \' 1
GC% oD (umoles) Tmic) | :
4B 6537.2 6535 6 7.9 30 0.05 59.4 E
vol. for 100pmol/ul Purification Modification 4
00 MOPC h

—

2020-12-04 12:48:00/01 g+ M E ot jd21S/ 2B S

oLIGO




Anexo 8. Informacion de genes blanco para gPCR (continuacion)

macrogen
Juan Ighesias
Uro. Ingenar  a, Larapa Granda A -7 Hmm71
O Elin Teconhoa Ordor Date :2020-12-02
084 Packing date -
Page :3/13
Oligo | Mm.Drd1 - For-NM_010076.3
SEQ | 5'- GTCATAGCCTGGACTGCAAMA - 3' (21mer)
MW Yield
GC% scale - -
calculated | measured | OD | nmol | (umoles) el
48 6439.2 6375.9 1.2 30 0,05 50.4
vol. for 100pmol/ul Purification Modification -
300 MOPC = m s e e
Ofgo ' Mm.Drd1 - Rev - NM_010076.3
SEQ | 5. CTGCTICCAMAGAACACCTTG -1 {21mer)
MW Yield scale N -
GC% T
calculated | measured | OD | nmoi | (umoles) ol
48 | 6350.2 5385 | 6.8 | 30 005 | 59.4
vol. for 100pmol/ul Purification Modification 7 B
s s Ll pr———
Olige  \Mm.Drd2 - For - NM_010077.3
SEQ | 5.CCGCCACTTCTTGACATACAT -3 (21w
MW Yield scale - -
GC% Tm(c
calculated | measured | OD | nmol | (Umoles) e
| 48 6301.2 63489 6.5 30 0.05 59.4
| vol. for 100pmol/ul |  Purification | Modification :
300 MOPC o
Olige | Mm.Drd2 - Rev-NM_010077.3
SEQ | 5 CCCAAGTTACCACCTCCAACT -3 (21mer)
MW Yield scale - -
GC% Ti § 2 !
calcutated | measured | OD | nmol | (Umoles) il :
52 6255.2 6250.5 6.5 30 0.05 61.3 | 2
vol. for 100pmol/ul Purification Modification
300 MOPC g

b—“‘"—’

oLIGO

2020-12-04 13:48:03/0 1 ipos EW /xot o215/ HEHA



Anexo 8. Informacion de genes blanco para gPCR (continuacion)

% macrogen

Juan Iglesias

U, Inganier &, Larspa Grande A-7
U, San Jerenimo

084

HOO00056571
Order Date 1 2020-12-03
Packing date

= Page (613
———— e e ——

Olige ' Mm.Faah - For-NM_010173.5

SEQ

2'uTi,

&' - CCCAGCCAMTAAGTCTCCTC - 8' (21mer)

/20 Lo
Ll

GC%

Yield

calculated

measured

(¢]3]

nmol

scale
(umoles)

52

6295.2

6289 4

6.6

30

0.05

vol. for 100pmol/ul

Purification

Modification

| a0

MOPC

l

SEQ

Ofigo ' Mm,Faah - Rev-NM_010173.5

GC%

Yield

5'- TCACTCACCACAAGGGGTATC - 3 (21me)
MW

calculated
52

measured | OD

scale
nmol | (umoles)

Tm(c)

6375.2

63802 | 6.9

30 0.05

vol. for 100pmol/ul

Purification

Modification

61.3

] 00

Ofigo
SEQ

MOPC

J
Mm.NAPEPLD - For - NM_001359964.1

5'- CAGTCACAACCACTACGACEA - 3 (21mar)
MW

GC%

Yield

calculated

measured

0D | nmol

scale
{umoles)

52 6313.2

6321.9 6.9

30

0.05

vol. for 100pmotul

FPurification

Modification

300

MOPC

Oligo

SEQ

Mm.NAPEPLD - Rev - NM_001359964.1

6"« GTCCAGCTCAATCACGTTCTC - 3 (21mex)

Yiekd

calculated

measured

oD | nmol

scale
(umoles)

Tm(c)

52

6317.2

63341 6.4

30

61.

3

vol. for 100pmol/ul

Purification

0.05
Modification

300

MOPC

-—/

20R0-12-04 13:48:03/0 11904 2 B /x01jol215/

%

uas

LIGO



Anexo 8. Informacion de genes blanco para gPCR (continuacion)

%mdérogen

Juan Iglesias m
Urb, Ingenier &, Larapa Grande A-7 H 56571
U Sart St Order Date :2020-12-03
084 Packing date
Page 13113
Oliga | Mm.18SrRNA - For - NR_003278.3
SEQ | 5. GCOGCTAGAGGTGAAATTETT -3 (21mer)
|
MW Yield scale | 2
GC% T Tmlc :
calculated | measured | OO | nmol | (umoles) | T ) | :
48 6461.2 6454.2 7 30 0.05 59.4
vol, for 100pmol/ul Pusification Modification :
300 |  morc RS
Oligo | Mm.18SrRNA - Rev - NR_003278.3
SEQ | 5'- TCGTTTATGGTCGGAACTACG - 3' (21mwr)
MW Yioid e = P
GC% S0 Tmc) | - |
calculated | measured | OD | nmol | (Umoles) & :
48 64522 6439.2 6.8 30 0.05 59.4
vol. for 100pmol/ul Purification Medification -
300 MOPC o

-/
. eLIGO

200-12-09 13:48:03/C1igo+ H B /a0t jel215/ 2 H Y



Anexo 9. Curva de eficiencia de 18S y Faah

4. Result Curva eficiencia 18S - NAc
Vehiculo 1 Report

Quantitative PCR - DNA Binding Dye Including Standard Melt

Includes: Consolidated Plots, Tabular Results

Instrument Name: New_Instrument
Firmware Version: 3.1.1812.0301

Software Version: Agilent Aria Software v1.8
Last Modified Date: 14 Sep 2021 12:26:27

Instrument Type: AriaMx

Serial Number: MY17165286

Run By: Guest

Run Start Date: 13 Sep 2021 15:37:57
Elapsed Time: 0:55: 48

Report Generated: 15 Dec 2021

Confidential

Instrument Name:

Instrument Type:

New_Instrument
AriaMx

Experiment Mame: 4. Result Curva eficiencia 185 - NAc Vehiculo 1
Experiment Type:  Quantitative PCR - DNA Binding Dye Including Standard Meit
Run Date 13 Sep 2021 15:37:57

Aamplification Plots

Graphical Displays

— -
- _
S
Fom
? /
. RN : / /
N
o000
O " ® £} = » *
Cooies
Standard Curve Melt Curve - Raw/Derivative Curve
.
) s
am
_ I o
H ™~ i
e H
H

i i ]

itial Qi (nancgrams)

n
Termperature [*C)
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Anexo 9. Curva de eficiencia de 18S y Faah (continuacion)

Instrument Name:  New_Instrument Experiment Name: 4. Result Curva eficiencia 185 - MAc Vehiculo 1
Instrument Type AriaMx Experiment Type:  Quantitative PCR - DNA Binding Dye Including Standard Mek
Run Date: 13 Sep 2021 15:37:57

Tabular Results (1 of 1)

Vel Toe  dme O Tew Reles Y Gy Ohy B M Gem
Ad Standard 188 SYER SYBR 2 0.005 591 0995 -3463 4.4 8500
A5 ‘Swandard 188 SYBR SYBR 2 0.005 583 0.006 -3463 4.4 8500
AB ‘Standard 188 SYBR SYBR 2 0.005 589 0.996 -3483 4.4 85.00
AT ‘Standard 185 SYER SYER 3 0.005 amn 0995 -3463 4.4 8500
AR Standard 188 SYER SYBR 3 0.005 981 0995 -3463 4.4 8500
B1 ‘Swandard 188 SYBR SYBR 3 0.005 266 0.006 -3463 4.4 8500
B2 Standard 188 SYER SYER 4 0.005 2zn 0996 2463 9.4 8500
B3 ‘Standard 185 SYER SYER 4 0.005 1328 0995 -3463 4.4 8500
B4 Siandard 188 SYBR SYBR 4 0005 1261 0596 -3463 a4 8500
BS ‘Swandard 188 SYBR SYBR 5 0.005 1500 0.006 -3463 4.4 8500
B Standard 188 SYER SYER 5 0.005 16.15 0996 2463 9.4 8500
B7 ‘Standard 185 SYER SYER 5 0.005 16.12 0995 -3463 4.4 8500
B8 Siandard 188 SYBR SYBR -1 0005 2062 0596 -3463 a4 8500
c ‘Standard 188 SYBR SYER & 0.005 1968 0.006 -3463 o4 85.00
2 Standard 188 SYER SYER 6 0.005 1975 0996 2463 9.4 8500

Page 30of 3



Anexo 9. Curva de eficiencia de 18S y Faah (continuacion)

5. TagMan Efficiency curve - Faah_Mm
Report

Quantitative PCR - Fluorescence Probe

Includes: Consolidated Plots, Tabular Results

Instrument Name: New_Instrument
Firmware Version: 3.1,1812.0301

Software Version: Agilent Aria Software v1.8
Last Modified Date: 22 Sep 2021 15:58:42

Instrument Type: AriaMx

Serial Number: MY17165286

Run By: Guest

Run Start Date: 22 Sep 2021 14:27:17
Elapsed Time: 1:31:14

Report Generated: 15 Dec 2021

Report Confidential

Instrument Name:  New_lInsirument

Instrument Type:  AriaMx

Expesiment Mame: 5. TagMan Efficiency curve - Fash_Mm

Experiment Type:  Quaniitalive PCR - Fluorescence Probe

Foun Date: 22 Sep 2021 14:27:17
Graphical Displays
Amplification Plats
g
f
o
2
ras
3 % W o E ] a
Standard Cures
L
-l ——
S
{ —
— R
==
i # E
[P e —
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Anexo 9. Curva de eficiencia de 18S y Faah (continuacion)

Instrument Name:  MNew_insiument Expeniment Mame: 5. TagMan Efficiency curve - Fash_Mm
Instrument Type:  AriaMx Experiment Type:  Quanitittive PCR - Fluorescence Probe
Run Date: 22 Sep 2021142717

Tabular Results (1 of 1

R o e reme S D 8GOS A
L Sancand FaM FAM 1 24 o0 -3z 1088 Mo T
a3 Swrcand FaM FaM 1 =19 0880 3132 10Es Mo Tm
) Srcand FaM FaM z ISET 0880 3132 10Es Mo Tm
-] Seandand FAM FAM z a0 0.0 =313z 1088 o Tm
) Sancand FaM FAM 2 =09 o0 3132 1088 Mo T
A7 Sancand FAM FAM 3 p-k2 o= -3z 1088 Mo T
M Srcand FaM FaM 3 k) 0880 3132 10Es Mo Tm
|m Sarcand FaM FaM 3 -] 0580 -3132 1086 Mo Tm
a Seandand FaM FAM 4 315z 0.0 =313z plo1- o Tm
Sancand FAM FAM 4 299 o= -3z 1088 Mo T
B4 Srcand FaM FaM 4 3249 0880 3132 10Es Mo Tm

Page3 of 3



Anexo 10. Célculos para la creacion de libreria

Micropunch - Niicleo Accumbens (500 um)

Curva eficiencia - 185 (threshold 0.005)

” B Volumen cONA . amplification
p. 1
o GRUPO SEXO  Antes de diseccién Después de diseccion o8s ooty CoP-genes [ 2 sloope  efficency "1
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Anexo 10. Calculos para la creacion de libreria (continuacion)

Prueba 185 en cDNA 1044 [threshold 0.005] Diluciones Muestras diluidas #1 (160921)
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Anexo 11. Constancia de aprobacion del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la UPCH

i & UNIVERS) I I Nreeeian Universitaria di
* & . CAYETANO HEREDIA INVESTIGACIGN, CIENCIA Y
ol TECNOLOGIA [DUICT]

COMSTAMCIA 044-14-20

H Presidente del Comité Institucional de Etica &n Imvestigadidn (QEI) de ka Universidad Peruana Cayetano
Heredia hace constar que el proyedo de imestigaddn sefialado a continuaddn fue APROBADD por el
Comité de Etica.

Titulo del Proyecto 1 “Efiecta de la inhibiddn de la amida hidrolasa de dddos grasos por
una nueva macamida sintética MACOMOH-01 en el comportamiento
tipo depresive a trawis de la modulacin de la sefializacidn

dopaminér gica limbica de rat coL=.
Cidudigo de insoripcidn 1 MIA4SR
Inwes tigadores : Medina Saldivar, Carlos

La aprobacidn induyd bos documentaos finales descritos a con tinuacidn:

1. Protomio deiimeestigaciin, redbidoen fecha 10 de noviembre del 2020,
La APROBACKIN considera el cumplimiento de los estandares de la Universidad, los lineamientos
Cientificos y éticos, & balance riesgofbeneficio, la calificacidn del equipo imvestigador y la
Confidendalidad de los datos, entre otros.
Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad debera ser reportada de acuerdo a los plaras y nonmas
establecidas. B imvestigador reportard cada seis meses o progreso del estudio y alcanzard un informe al
tér ming de éce. La aprobacidn tiene sigencia desde ls amisidn del presente documento hasta o 09
noviembre del 2021.

i aplica, los tramites para su rendvacidn deberdn iniciarse por ko menes 30 dias previes a su vencimisnto.

Lima, 10 de noviemnbre del 2020.

fave iz s | S
DasscT &
T

2. Nlamane] Cazmon Taniachuon

'residente
Comité Instiwoonal de Foca para el Uso de Anamales

1

| st o fecena s-upchuf
www.cayetanc.edu.pe &



Anexo 12. Gréficas de linealidad de resultados comportamentales vy
moleculares

Prueba de nado forzado

Los residuales de latencia de inmovilidad no mostraron un patrén definido (linea
roja horizontal), por lo que se comprobd supuesto de linealidad.

Residuals vs Fitted
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Los residuales de duracion de inmovilidad no mostraron un patrén definido (linea
roja horizontal), por lo que se comprob6 supuesto de linealidad.
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Anexo 12.

moleculares (continuacion)

Prueba de caja clara oscura

Gréficas de linealidad de resultados comportamentales y

Los residuales de nimero de transiciones no mostraron un patrén definido (linea
roja horizontal), por lo que se comprobd supuesto de linealidad.

Residuals

Residuals vs Fitted
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Los residuales de latencia caja oscura no mostraron un patron definido (linea roja
horizontal), por lo que se comprobd supuesto de linealidad.
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Los residuales de duracion en caja clara no mostraron un patron definido (linea roja
horizontal), por lo que se comprobd supuesto de linealidad.
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Anexo 12. Gréficas de linealidad de resultados comportamentales vy
moleculares (continuacion)

Prueba de campo abierto

Los residuales de distancia recorrida y duracion de inmovilidad no mostraron un
patron definido (linea roja horizontal), por lo que se comprobd supuesto de
linealidad.
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Los residuales de frecuencia y tiempo de permanencia en zona central no mostraron
un patron definido (linea roja horizontal), por lo que se comprobd supuesto de
linealidad.
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Anexo 12.

moleculares (continuacion)

Prueba de moleculares

Gréficas de linealidad de resultados comportamentales y

Los residuales de cambio de niveles de expresion de los genes Faah, Cnrl, Drdly
Drd2 no mostraron un patron definido (linea roja horizontal), por lo que se
comprobd supuesto de linealidad.
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