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RESUMEN

TITULO:

EVALUACION COMPORTAMENTAL Y PROTEOMICA CEREBRAL (AMIGDALA E HIPOCAMPO)
EN RATAS EXPUESTAS A DIFERENTES NIVELES DE ESTRES INDUCIDO POR EL NADO
FORZADO*

AUTOR: GUERRERO Bermudez Nasser **

PALABRAS CLAVES:
Estrés, hipocampo, protedmica, nado forzado

DESCRIPCION:

En general, los estimulos estresores pueden inducir respuestas adaptativas o mal adaptativas
dependiendo, entre otras cosas, de la intensidad y la duracién. Sin embargo, no se han llevado a
cabo estudios que relacionen cuantitativamente y cualitativamente la intensidad de estrés al que es
expuesto un animal y la expresion de proteinas del hipocampo. Objetivo: Evaluar la expresién
diferencial de proteinas hipocampales en ratas wistar-UIS, expuestas a diferentes niveles de estrés
inducido por el nado forzado. Materiales y métodos: Se utilizaron 30 ratas Wistar-UIS machos
distribuidas aleatoriamente en 3 grupos segun el tiempo de exposicion al nado forzado como
estimulo estresor (0, 5 y 15 minutos). Después de 24 horas se extrajeron hipocampos dorsales y se
realizé electroforesis bidimensional de las proteinas extraidas. A continuacion, se llevé a cabo el
procesamiento de las imagenes de los geles obtenidos utilizando el software PDQUEST 2D.
Aquellas proteinas en las se detectaron intensidades asociadas a los tiempos de exposicion al
estimulo, se identificaron de manera presuntiva utilizando la base de datos bioinformatica EXPASY
(www.expasy.org). Resultados: De acuerdo con el analisis protedmico y bioinformatico se
identificaron 60 proteinas, de las cuales, 38 eran comunes al hipocampo derecho e izquierdo; 13
del hipocampo derecho y 9 del izquierdo. Conclusion: Se encontraron diferencias en la expresién
de proteinas entre el hipocampo derecho e izquierdo del tipo dosis dependientes decrecientes
después de haber sido sometido al animal a diferentes niveles de estrés inducido por la prueba de
nado forzado.

*Proyecto de Grado
** Facultad de Salud Departamento de Ciencias Basicas Director Dr. Rodrigo Torres Saez Ph.D.
Codirector Dr. Carlos Conde Cotes MD, Ph.D
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ABSTRACT

TITLE
EVALUATION BEHAVIORAL AND BRAIN PROTEOMICS (AMYGDALA AND HIPPOCAMPUS) IN
RAT EXPOSED TO DIFFERENT LEVELS OF STRESS INDUCED BY THE FORCED SWIM

KEYWORDS:
Stress, hippocampus, proteomic, forced swimming

AUTOR:
GUERRERO Bermudez Nasser **

DESCRIPTION

In general, the stressful stimuli can induce adaptive responses or maladaptive depending, among
other things, the intensity and duration. However, not found studies in the literature that relates
quantitatively and qualitatively the intensity of stress that an animal is exposed and hippocampal
proteins expression, structure important in the processing of stress. Objective: Evaluate the
differential proteins expression hippocampal in Wistar-UIS rats, exposed to different levels of stress
induced by forced swimming. Materials and methods: We used 30 rats male Wistar-UIS randomized
into 3 groups according to duration of exposure to forced swimming as a stressor stimulus (0, 5 and
15 minutes). After 24 hours dorsal hippocampus were removed and two-dimensional
electrophoresis was performed extracted proteins. Then, was performed the processing of the
images of the gels obtained using software PDQuest 2D. Those proteins were detected in the
intensities associated with the stimulus exposure times were identified presumptively using
bioinformatics database EXPASY (www.expasy.org). Results: According to the bioinformatics and
proteomic analysis we identified 60 proteins of which 38 are common to both left and right
hippocampus, 13 were found only in the right hippocampus and 9 in the left hippocampus.
Conclusion: differences in protein expression between the left and right hippocampus dose-
dependent decreasing rate after the animal was subjected to different levels of stress induced by
forced swimming test.

*Proyecto de Grado
** Facultad de Salud Departamento de Ciencias Basicas Director Dr. Rodrigo Torres Saez Ph.D.
Codirector Dr. Carlos Conde Cotes MD, Ph.D
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INTRODUCCION

El término estrés se define como cualquier condicion que perturba la homeostasis
fisiologica/psicolégica de un organismo. En ese sentido la vida cotidiana de todo
ser vivo esta expuesto a diferentes niveles de estrés. Sin embargo, existen niveles
de estrés que inducen respuestas adaptativas, biolégicas y comportamentales que
son favorables para el individuo y la especie, mientras que niveles altos y/o
sostenidos de estrés inducen respuestas mal adaptativas. Muy poco se ha escrito
de manera sistematica tendiente a esclarecer las relaciones entre magnitudes (o
duraciones) de estimulos estresores versus los mecanismos fisiopatoldgicos

asociados a las respuestas maladaptativas.

Actualmente se ha despertado un gran interés por el estudio de los procesos
neurobioldgicos que pueden estar asociados con la intensidad y la duracién de los
estimulos estresores. Muchas de las patologias humanas se asocian a altos
niveles de estrés, dentro de las cuales se pueden mencionar depresion, ataques
de panico, fobias, trastornos obsesivos compulsivos, estrés postraumatico,

trastornos de memoria, atencion, etc.

La Neurociencia ha asociado al estrés con muchas estructuras del sistema
nervioso central entre ellas el hipocampo y la amigdala, estructuras
particularmente susceptibles a los efectos del estrés incontrolable, provocando
cambios en la plasticidad neuronal. Ademas estas estructuras cerebrales juegan
un papel crucial en la memoria y las emociones (Badowska-Szalewska E, Spodnik
E, Klejbor | and Morys J. 2010).

La neurociencia ha asociado al estrés con muchas estructuras del sistema

nervioso central entre ellas el hipocampo y la amigdala, estructuras

particularmente susceptibles a los efectos del estrés incontrolable, provocando
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cambios en la plasticidad neuronal principalmente en el hipocampo, estructura que
juega un papel crucial en el aprendizaje, la memoria y las emociones (Badowska-
Szalewska E, Spodnik E, Klejbor | and Morys J. 2010). Por otro lado, la proteémica
aplicada a la identificacién y cuantificacién de proteinas cerebrales, esta siendo
utilizada ampliamente en las neurociencias con el fin de buscar marcadores
diagndsticos y nuevos blancos de medicamentos (Colantonio, 2005; LaBaer, 2005;
Morrison, 2002). En este sentido, se recurre con frecuencia al uso de modelos
animales que ilustren aspectos psicopatolégicos para estudiar el comportamiento
de los seres humanos, siendo las ratas los modelos mas empleados para estos
estudios (Gomez y Saldivar, 2002; Botelho de Oliveira, 2003; E. Mustaca, 2006;
Shuhama, 2007).

Dentro de los modelos para el estudio de depresion y objeto del presente trabajo,
se destaca la prueba de Nado Forzado, descrita por primera por Porsolt (1977),
que es actualmente una de las pruebas mas utilizadas para evaluar distintos tipos
de tratamiento antidepresivos. Algunos de los argumentos a su favor como modelo
de depresion se fundamentan en el hecho de que incluye la exposicion a un
estimulo estresor “inescapable” que induce comportamientos homologables con
algunas manifestaciones depresivas en el humano (comportamientos del tipo
“‘desesperanza aprendida” (Seligman 1973) y por una razonable sensibilidad a los

efectos de algunos farmacos antidepresivos.).

No se encontrd en la literatura, ningun estudio que relacione cuantitativamente ni
cualitativamente, la intensidad de estrés al que es expuesto un animal y la
expresion de proteinas en las areas cerebrales de estudio (amigdala, hipocampo),
estructuras importantes en el procesamiento de las situaciones de estrés. Por tal
motivo el presente proyecto se orientd a aportar a la comprension de los
mecanismos neurobiolégicos asociados a diferentes niveles de estrés en ratas

Wistar-UIS mediante el analisis comportamental y protedmico.
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1. MARCO TEORICO
1.1 ESTRES

El uso del término estrés se ha popularizado sin que la mayoria de las personas
tengan claro en qué consiste el mismo. Al revisar la amplia literatura sobre el
tema, se encuentran multitud de definiciones, algunas de las cuales lo abordan
indistintamente desde la perspectiva del estrés como estimulo, como respuesta o

COMmo consecuencia.

El diccionario de la Real Academia Espafola define estrés como: “situacion de un
individuo, o de alguno de sus 6rganos o aparatos, que, por exigir de ellos un

rendimiento superior al normal, los pone en riesgo proximo de enfermar”.

Estrés es una palabra que deriva del latin y se comenzo a utilizar ya en el siglo VII
para definir “adversidad o afliccion”. A finales del siglo XVIII, su utilizacion
evoluciono6 para expresar: “fuerza, presion o esfuerzo”, puestos en practica por la
propia persona, su cuerpo y su mente (Griffin y Thomson., 1998. apud. J.C. lllera
et al., 2004).

Posteriormente y, desde el punto de vista de la biologia y la psicologia el estrés se
define como “cualquier tension o interferencia que altera el funcionamiento de un
organismo” (Botelho S, Conde C. 2003). Ya Claude Bernard, en 1867, sugirié que
los cambios externos en el ambiente, pueden perturbar el organismo. (Botelho S,
Conde C. 2003)

Los seres humanos responden al estrés fisico y psicolégico con una serie de
respuestas que, generalmente, recuerdan a una activacion del sistema nervioso
auténomo. Si el estrés es muy fuerte, o las defensas organicas inadecuadas, se

puede producir una alteracion psicosomatica o mental. Por tanto, podriamos decir
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que estrés es una respuesta no especifica del organismo ante cualquier demanda

que se le imponga.

La Organizacion Mundial de la Salud define estrés como “el conjunto de
reacciones fisiolégicas que preparan al organismo para la accion”. Otros autores
(Lazarus, 1966) lo definen como: “el resultado de la relacion entre el individuo y el
entorno, evaluado por aquel como amenazante que desborda sus recursos y pone
en peligro su bienestar”. En la Literatura Cientifica, comprobamos que estrés
implica cualquier factor que actue interna o externamente, al cual se hace dificil
adaptar y que induce un aumento en el esfuerzo por parte del animal para

mantener un estado de equilibrio dentro de él mismo y con su ambiente externo.

Sin entrar a polemizar te6ricamente sobre su definicidn, por no constituir objeto de
este trabajo de investigacion, el presente proyecto asumié la definicion de Hans
Selye, (considerado padre del concepto de estrés) quien introdujo el concepto
como sindrome o conjunto de reacciones fisiolégicas no especificas del organismo
a diferentes agentes nocivos del ambiente de naturaleza fisica o quimica,
provocando una aumento de la tasa metabdlica. (Selye H., 1936, apud Botelho S,
Conde C. 2003).

Alternativamente para precisar conceptos, se utiliza el término "respuesta de
estrés" al referirse a la respuesta inespecifica del organismo a cualquier demanda,
y el término de "estresor" o "situacion estresante" referida al estimulo o situacion

que provoca una respuesta de estrés. (Botelho S, Conde C. 2003)

La respuesta de estrés es una respuesta automatica del organismo a cualquier
cambio ambiental, externo o interno, mediante la cual se prepara para hacer frente
a las posibles demandas que se generan como consecuencia de la nueva
situacion, (Labrador, 1992). Por tanto, ello no es algo "malo" en si mismo, al

contrario; facilita el disponer de recursos para enfrentarse a situaciones que se
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detectan como novedosas o excepcionales. Estas respuestas favorecen la
percepcion de la situacion y sus demandas, procesamiento mas rapido y
adecuado de la informacién disponible, posibilitan mejor busqueda de soluciones y
la seleccion de conductas adecuadas para hacer frente a las demandas de la
situacion, preparan al organismo para actuar de forma mas rapida y vigorosa.
Dado que se activan gran cantidad de recursos (incluye aumento en el nivel de
activacion fisiolégica, cognitiva y conductual); supone un desgaste importante para
el organismo. Si éste es un estrés suave no se esperan problemas, pues el
organismo tiene capacidad para recuperarse, si se repiten con excesiva
frecuencia, intensidad o duracién, pueden producir la aparicion de trastornos
psicofisiologicos. Los animales, en general, responden de diferente forma al
mismo suceso, lo que es estresante para unas especies, razas o0 incluso
individuos, para otros puede no serlo.

Ademas, en igualdad de condiciones, en la medida como se trate la evaluacion y
la adaptacion, los estimulos estresantes pueden provocar respuestas
neuroquimicas heterogéneas en los individuos, que conducen a diferentes
resultados psicolégicos (Anisman y Merali, 2000 apud. Hymie Anismana, Kim
Mathesonb 2005).

1.1.1 Etapas en la Respuesta al Estrés

Segun Selye, (Selye, 1998, apud Botelho S, Conde C. 2003) en la respuesta al
estrés parecen existir tres etapas. La fase A o etapa de alerta o alarma, el
organismo reconoce el estrés yresponde al sentirse amenazado por la
circunstancias del medio ambiente. Se prepara para la accion, ya sea de evitacion,
agresion o de fuga. Todas las facultades del organismo se encuentran en su
estado de movilizacién general, pero sin que algun sistema organico en particular
quede implicado. En la segunda etapa o fase B, también llamada estado de
resistencia, el organismo se adapta a la presencia del estrés durante un periodo
de tiempo indeterminado. Durante esta fase suele ocurrir un equilibrio dinamico

entre el medio interno y externo del individuo. La disminucion progresiva de la
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respuesta de un organismo frente a una situacion de estrés prolongado conduce a
un estado de gran deterioro, que conlleva a una pérdida importante de sus
capacidades fisiologicas. Con ello sobreviene la fase de agotamiento o fase C en
la que el sujeto suele sucumbir ante las demandas ya que se reducen al minimo
sus capacidades de adaptacion e interrelacion con el medio, pudiéndole causar

muchas de las patologias enunciadas anteriormente y la muerte. Ver figura 1

FIGURA 1 Etapas de la respuesta al estrés de una rata expuesta al nado forzado.
a) Fase de alerta o alarma, b) Fase de resistencia y c) Fase de agotamiento

comportamental

Selye (Selye, 1998., apud. lllera, J.C. et al., 2004) considerd entonces que varias
enfermedades como las cardiacas, la hipertensién arterial y los trastornos
emocionales o mentales no eran sino la resultante de cambios fisiolégicos
consecuentes a un prolongado estrés en los érganos de choque mencionados y
que estas alteraciones podrian estar predeterminadas genética o
constitucionalmente. Sin embargo, al continuar con sus investigaciones, integré a
sus ideas, que no solamente los agentes fisicos nocivos actuando directamente
sobre el organismo animal son productores de estrés, sino que ademas, en el
caso del hombre, las demandas de caracter social y las amenazas del entorno del
individuo que requieren de capacidad de adaptaciéon provocan el trastorno del

estrés.
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No obstante las respuestas de estrés son obligatorias en seres vivos, la
persistencia del estimulo estresor o la magnitud del mismo, pueden inducir efectos
lesivos al propio organismo, manifestandose en comportamientos mal adaptativos
(por ejemplo la respuesta de tipo “desesperanza aprendida”) y manifestandose en
respuestas fisioldogicas como hiperacidez gastrica con Ulceras, trastornos
neuroendocrinos como los asociados a periodicidad de los ciclos estrales,

trastornos de la fertilidad, trastornos cardiovasculares etc (Seligman 1973).

En los ultimos anos, y dentro del contexto de los efectos del estrés, se le esta

dedicando mucha atencién a sus repercusiones sobre el sistema inmunitario.

Existen pruebas evidentes de que el estrés suprime la actividad del sistema
inmunitario, haciendo al organismo mas susceptible a las infecciones. Un
organismo con un sistema inmune deficitario es, también, menos capaz de
controlar, de forma natural, las mutaciones celulares que conducen a la aparicién
del cancer (lllera J., Silvan G, Gil-Cabrera F, lllera M. 2009).

Existen varios ejemplos que definen la relacion entre el estrés y el estado
inmunitario: cuando los animales de laboratorio estan fisicamente retenidos y
sujetos, a la vez que se les aplica un choque eléctrico, o estan en un ambiente
ruidoso, o viven materialmente hacinados; tales animales presentan una actividad
disminuida de su sistema inmunitario. Esto mismo se ha podido confirmar en otras
especies, como por ejemplo, la especie bovina (lllera J., Silvan G, Gil-Cabrera F,
lllera M. 2009).

1.1.2 Caracteristicas de los Estimulos Estresores
La exposicion a un estimulo estresor puede durar desde pocos segundos hasta
dias o semanas y los efectos del estrés sobre el sistema endocrino son

dependientes del tiempo de exposicion.
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Segun sus caracteristicas los estimulos estresantes pueden ser: (lllera J., Silvan
G, Gil-Cabrera F, lllera M. 2009)

- Estimulos fisicos, estimulos térmicos, quimicos, eléctricos, etc., distintos tipos de
lesiones, como por ejemplo lesién tisular, hemorragia, otro tipo de alteraciones

organicas como hipoglucemia, infecciones, etc.

- Estimulos psicoldégicos o emocionales, entre los que se incluyen: Miedo,

ansiedad, sorpresa, transporte, confinamiento, etc.

- Estimulos mixtos o fisico-emocionales, que serian una mezcla de los dos grupos

anteriores y, por tanto, los mas frecuentes.

Segun la duracién del estimulo estos pueden ser:

- Agudos: Es la forma de estrés mas comun. Es el producto de una agresion
intensa ya sea fisica o emocional, limitada en el tiempo pero que supere el umbral
del sujeto, da lugar a una respuesta también intensa, rapida y muchas veces

violenta. Por ejemplo un transporte de corta duracion.

- Cronico: Se presenta de forma prolongada en el tiempo, continio, no
necesariamente intenso, pero exigiendo adaptacion permanente, se llega a
sobrepasar el umbral de resistencia del sujeto para provocar las llamadas
enfermedades de adaptacion. Por ejemplo, un confinamiento prolongado en

condiciones incompatibles con el bienestar animal.

Segun la modalidad de presentacion del estrés cronico se pueden distinguir dos
tipos: crénico continuo y crénico intermitente. En el estrés cronico continuo el
animal puede ser sometido de manera ininterrumpida a estrés durante dias o

semanas, mientras que en el cronico intermitente los animales son diariamente
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expuestos durante semanas a una situacidn estresante con un tiempo de
exposicion diario que va desde minutos hasta horas. Como ejemplo de un modelo
de estrés continuo se puede mencionar el estrés social, observado tanto en monos
como en roedores. El estrés social es particularmente notable cuando se potencia

el comportamiento agresivo de los machos por la presencia de las hembras.

Anisman y Matheson (2005) de acuerdo con Herman y Cullinan, (1997),
consideran los estimulos estresores desde una perspectiva amplia, los clasifican
en estresores “de procesamiento” o “processive” y estresores sistémicos. El
primero, pudiendo ser de naturaleza fisica o psicolégica, involucra la evaluacion de
una situacion o estimulo, requiriendo procesamiento cortical de alto orden, estos
incluyen los modelos de miedo condicionado, estrés psicoldgico y en general, los
de condicionamiento aversivo (Figueiredo et al. 2003; Hayley et al., 2001, Morrow
et al., 2000. apud. Hymie Anismana, Kim Mathesonb 2005). El segundo, de tipo
sistémico, se relaciona con procesos metabdlicos, respiratorios, inmunoldgicos

etc.

Los dos tipos de estresores llevan a muchos efectos similares, incluyendo
aumento de la liberacién de CRH (Hormona liberadora de corticotropina), ACTH,
corticosterona, asi como monoaminas en el hipotalamo (Anisman et al., 1998;
Shintani et al., 1995. apud. Hymie Anisman, Kim Matheson 2005). Sin embargo, el
estresor “processive” puede inducir la activacion del sistema Hipotalamo-Hip&fisis-
Adrenal (HPA) a través de la via limbica, mientras que el estrés sistémico pueden
hacerlo a través de mecanismos no limbicos (Herman y Cullinan, 1997). Asi, de
estos retos diferentes no se deben esperar que induzcan efectos neuroquimicos

idénticos, ni necesariamente obtener resultados idénticos de comportamiento.
1.1.3 Respuesta Fisioldgica del Estrés

La Respuesta fisiolégica del Estrés se puede calificar como una respuesta

neuroendocrina que afecta a diferentes sistemas organicos dando lugar a
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adaptaciones frente al estimulo estresor. Selye, ademas de introducir el término
estrés, acuno el término Sindrome General de Adaptacion (GAS), que explica esta

respuesta neuroendocrina.

Es sabido que la respuesta de estrés prepara al organismo para la lucha o la
huida. La glucosa, fuente principal de energia del organismo, se pone en
movimiento desde sus zonas de almacenamiento. La sangre, que transporta la
glucosa y el oxigeno, se desvia de los 6rganos no esenciales para el ejercicio
fisico, tales como la piel y el sistema gastrointestinal, y se dirige, rapidamente,
hacia los érganos cruciales: corazén, musculo y cerebro. Estas modificaciones del
flujo se consiguen mediante la constriccion de determinados vasos sanguineos, la
dilatacién de otros y el aumento del ritmo cardiaco. Simultaneamente, se pueden
potenciar los procesos de cognicion y disminuye la percepcion del dolor. Las
actividades fisiolégicas que no aportan un beneficio inmediato se retardan, con lo
que procesos tan importantes como el crecimiento, la reproduccion, la digestion,
etc. pueden llegar a inhibirse. Toda esta sintomatologia obedece a una activacion
repentina del sistema nervioso simpatico y, con ello, la liberacién de varias

hormonas y la inhibicién de otras (lllera, JC, 2000).

De acuerdo con McEwen (1993) (apud Mucio J. 2007), existen sistemas que
participan de manera importante durante el estrés, tales como el eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal (HPA) y el sistema nervioso auténomo. ElI HPA es el sistema
neuroendocrino involucrado en la mediacion de la respuesta al estrés. La hormona
liberadora de corticotropina (CRH) regula y controla de manera muy importante
este eje. Otras hormonas hipotalamicas involucradas en la respuesta al estrés son
la vasopresina y el péptido de la pituitaria activador de la adenilato ciclasa
(PACAP) (Squire L, et al. 2003 apud Mucio J. 2007)

Existen tres rutas principales, mediante las cuales el organismo inicia la respuesta
al estrés (lllera, JC, 2000).
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a) La llamada ruta neutra (A) responde casi de inmediato, La sangre se desvia
desde o6rganos no esenciales para el ejercicio fisico hacia 6rganos importantes
como el corazén, el musculo y el cerebro. Estas modificaciones se consiguen
mediante constricciones y dilataciones de determinados vasos sanguineos. La
vasoconstriccion produce aumento de la presidn sanguinea, disminuye la

temperatura superficial del cuerpo y aumenta el ritmo cardiaco y respiratorio.

b) La ruta endocrina (ruta B) puede presentar un retraso de varios segundos. Las
concentraciones de catecolaminas en sangre, se consideran como la medida mas

precisa de la activacion, inducida por estrés, del sistema medular simpatico.

Ademas, cuando actua el estresante hay una liberacion de corticoides adrenales
que puede, incluso, llegar a vaciar los depdsitos de estas hormonas en la corteza
adrenal, con lo que si persiste el estimulo la hiperplasia e hipertrofia de la glandula
seran sintomas sobresalientes. Si la accion estimulante perdura durante mucho
tiempo, y dependiendo de la capacidad de resistencia del individuo, se puede

llegar a producir la muerte.

c) La ruta C esta relacionada con el estrés a mas largo plazo ya que, para que
aparezcan los sintomas caracteristicos, se requiere un periodo minimo de 48
horas, después de haberse producido el estimulo. Al verse alteradas las
concentraciones de gonadotropinas es muy posible que tengan lugar diversas
alteraciones reproductoras.

Lo anterior indica que para que se pueda reaccionar adecuadamente ante una
situacion de estrés es imprescindible que exista una normalidad del eje

hipotalamo-hipdfisis-adrenales.

Por consiguiente se puede decir, que la respuesta corporal, a un aumento de

demanda fisica o psicolégica, es la liberaciéon de hormona adrenocorticotropa
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desde la adenohipdfisis, glucocorticoides desde la corteza adrenal, epinefrina
desde la médula adrenal y norepinefrina desde el sistema nervioso simpatico
(lllera, JC, 2000).

Estas hormonas sirven, como se ha indicado, para adaptar al organismo a los
estimulos estresores, que varian desde un tipo medio de cambio psicolégico a un
grave cambio fisico. La respuesta integradora del eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenales, que se ha considerado anteriormente, ocurre a través de interacciones
entre circuitos cerebrales sensibles al estrés y neuronas neuroendocrinas del

nucleo paraventricular del hipotalamo (lllera, JC, 2000).

1.1.4 Importancia de la Glucosa en Situaciones de Estrés

La liberacion de adrenalina en respuesta al estrés estimula la liberacién de
glucosa, a partir de glucdégeno hepatico a la circulacion sistémica (Nelson D y Cox
M. 2004). Tal incremento en los niveles de glicemia, permite tener recursos
energéticos disponibles para ser utilizados durante una situacion de emergencia,

especialmente para el incremento de la actividad locomotora.

Al inyectar tanto adrenalina como glucosa en ratas, se regulan varias funciones
cerebrales, incluyendo la potenciacién del aprendizaje y la memoria. Parsons vy
Gold en 1992, encontraron que la glucosa tenia un efecto dosis-tiempo-
dependiente similar al de la adrenalina (en forma de U invertida), siendo mas
efectivo cuando la glucosa se administraba después del entrenamiento (Hall y
Gold 1986, Hall y Gold 1992, Gold 1995). Asi mismo, se ha observado que, en
respuesta a una demanda cognitiva, los niveles de glucosa disminuyen en el
liquido extracelular del hipocampo, actuando como un marcador de procesos

mnemonicos (Manning et al 1993, Gold 2005).

En humanos se han obtenido resultados similares, con la administracion de

glucosa en pruebas donde se evalua la memoria declarativa, en participantes tanto
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jévenes como ancianos, de ambos sexos, y con patologias como esquizofrenia
(Hall et al 1989, Parsons y Gold 1992, Benton y Owen 1993, Foster et al 1998,

Newcomer et al 1999).

De igual modo, se ha demostrado que en personas con disregulacion de la
glucosa y con diabetes tipo 2 que presentan deterioro en el desempefio
neuropsicolégico, relacionado principalmente con la memoria declarativa, la
administracion sistémica de glucosa, mejora el desempeno cognitivo (Messier y
Gagnon 1996, Awad et al 2002). No solo la administracion de glucosa se relaciona
con buen desempefo cognitivo, sino que, en pruebas con contenido emocional,
los niveles de glicemia post prueba aumentan, correlacionandose de manera

positiva con el desempefio mnemonico (Blake et al 2001).

1.1.5 Uso del Consumo de Oxigeno como Indicador de Estrés en Animales
de Experimentacién

El consumo de oxigeno (VO;) es un parametro que expresa el volumen de
oxigeno que consume o utiliza un organismo en una unidad de tiempo. Es
considerado como equivalente de la capacidad funcional del organismo (Bramante
1961), la cual se puede medir de forma absoluta, (L/min) o de forma relativa,
(mL/Kg/min). Las metodologias utilizadas para su evaluacién van desde calculos
matematicos (Cerezo y Garcia 2004, Medrano 2008, Torres et al 2008), hasta
sistemas sofisticados con altos costos y con niveles tecnolégicos exigentes

(Messner-Pellenc et al 1994).

La determinacion del consumo de oxigeno ha sido ampliamente utilizada en
diferentes organismos, con el fin de determinar el estado funcional general del
individuo y su relacion con procesos metabolicos (Cerezo y Garcia 2004), con el
nivel de actividad fisica (Medrano 2008), y con la funcién cardio-respiratoria, entre
otras. A su vez, tal estado funcional es dependiente de aspectos que pueden

considerarse como constitutivos (densidad de receptores, sistemas enzimaticos
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expresados genéticamente (Ball y Jungas 1961), sexo (Medrano 2008), edad
(Medrano 2008) etc.); y también de aspectos ambientales, que influyen en las
necesidades adaptativas (nivel de estrés, consumo de alimentos y agua (Cerezo y
Garcia 2004, Yamaoka et al 2009), deficiencia de nutrientes (Adelman y Holliday
1977, Ohira et al 1981) condiciones del medio ambiente, (Cameron 1958, Cerezo
et al 2004), fase del ciclo estral, ciclo circadiano (Yamaoka et al 2008, Yamaoka et
al 2009), etc.

Se ha encontrado que las catecolaminas responden a un incremento en la
actividad fisica aumentando sus concentraciones plasmaticas hasta 4 veces mas
de lo que se presenta en reposo (Hulks et al 1991). La mayoria de estudios
relacionados con consumo de oxigeno y catecolaminas, estan orientados hacia la
relacion entre el estrés generado por la intensidad del ejercicio fisico o por el
estrés mental, con la activacion del sistema nervioso simpatico, asi como con la
respuesta simpato-adrenal, que lleva a un incremento endégeno en la secrecidn
de adrenalina y noradrenalina, asumiendo que tal incremento es responsable de la
mayoria de los efectos simpato-adrenérgicos presentados (Stallknecht et al 2001,
Reims et al 2004).

Estudios llevados a cabo con el fin de evaluar la adaptacibn metabdlica a
diferentes situaciones, como el ejercicio (West et al 2006) o la exposicion al frio,
mostraron que el efecto de la adrenalina sobre el consumo de oxigeno es dosis
dependiente, es decir, dosis bajas tienen poco efecto, moderadas lo aumentan,
dosis altas lo disminuye (Himsworth 1968, Alexander et al 1972). En el caso de la
disminucidén encontrada en dosis altas, se piensa que, es debido a una posible

supresion voluntaria de la actividad muscular (Alexander et al 1972).
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1.1.6 Estructuras Cerebrales de Estudio

1.1.6.1 El Hipocampo. Una de las estructuras de estudio, el hipocampo, situado
en la parte medial del I6bulo temporal, constituye una estructura cerebral que
juega un papel crucial tanto en la memoria (declarativa- explicita en los seres
humanos y la memoria espacial-relacional en los roedores) (Scoville y Milner,
1957; Squire y Zola-Morgan, 1996; Eichenbaum et al., 1992), como en la
regulacion neuroendocrina de las hormonas del estrés. (Kim J.J y Diamond D.M.
2002).

FIGURA 2. Ubicacién del hipocampo y amigdala en el cerebro

Es considerado particularmente susceptible a los efectos del estrés incontrolable y
es catalogado como una de las dianas de las hormonas del estrés, con una de las
mayores concentraciones de receptores para corticosteroides del cerebro de los
mamiferos. Una funcidon neuroendocrina del hipocampo es participar en la
terminacion de la respuesta de estrés por medio de una retroalimentacién negativa
mediada por glucocorticoides del sistema hipotalamo-hipofisario-adrenal. (Reul y
de Kloet, 1985; McEwen y Sapolsky, 1995. apud. Kim J.J., et al 2005).
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En el hipocampo existen dos tipos de receptores para corticosteroides, los
mineralocorticoides (MRs) y los glucocorticoides (GRs). Estos ultimos, de menor
afinidad y ocupados de manera masiva por corticosteroides en la respuesta al
estrés, son los principales mediadores de los efectos adversos del estrés en el
hipocampo (afectan negativamente al metabolismo neuronal, la supervivencia
celular, las funciones fisiolégicas y la morfologia neuronal del hipocampo en las
ratas) (Kim J.J y Diamond D.M. 2002)

A parte de jugar un papel crucial en la memoria, juega un papel fundamental en el
aprendizaje y las emociones (Bremner 1999, Lisman 1999, McEwen y Magarifios
de 2001, Bartolomucci et al. 2002, Richter-Levin 2004, Aggletony Brown 2005,
McEwen y Gianaros 2010. Apud. Ewa Badowska-Szalewska, et al. 2010), participa
también en la regulacién y el control de la ansiedad respuesta condicionada vy el
miedo (Yee et al. 2007. Apud. Ewa Badowska-Szalewska, et al. 2010).

Ademas, este componente de alta sensibilidad del cerebro posee un alto grado de
plasticidad (McEwen y Gianaros 2010. Apud. Ewa Badowska-Szalewska, et al.
2010) y es un elemento clave en la respuesta neuroendocrina (Yan et al. 1997.

Apud. Ewa Badowska-Szalewska, et al. 2010).

Numerosos estudios en las dos ultimas décadas apoyan la idea de que el estrés y
las hormonas del estrés deterioran las formas de memoria dependientes del
hipocampo, tanto en humanos como en animales. Asi por ejemplo, los pacientes
con trastorno por estrés postraumatico (TEP) presentan atrofia del hipocampo vy
déficit marcados en las tareas de recuerdo dependientes del hipocampo. Mas aun,
la administracion de cortisol a niveles similares a los del estrés en sujetos
normales, deteriora de forma selectiva la memoria verbal declarativa, sin afectar a
la no-verbal (procedimental). Hay datos concordantes en pacientes con depresiéon
e hipercortisolemia, o en pacientes con enfermedad de Cushing (secrecion

excesiva de corticosteroides). (Kim J.J y Diamond D.M. 2002)
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Existe evidencia que demuestra que el hipocampo se encuentra dividido en
hipocampo dorsal y ventral, estando el primero vinculado preferiblemente a la
funcidn del aprendizaje espacial y el segundo a regular comportamientos
defensivos relacionados a ansiedad (Bertoglio, 2006; Rogers, 2006; Nascimento,
2007).

El papel de éste ultimo en el procesamiento emocional es distinto al de la
amigdala, que esta vinculada especificamente con el miedo (Bannerman, et al.,
2004).

Se ha formulado la hipétesis de que el estrés inducido provoca cambios en la
plasticidad del hipocampo, lo cual podria ser la base neural de trastornos de
estrés en la memoria hipocampal (Kim y Yoon, 1998; Kim y Diamond, 2002).
Ademas de jugar un papel importante en la memoria, el aprendizaje y las
emociones, el hipocampo esta implicado en la regulacion del animo y guarda
relacion con sintomas vegetativos y déficits cognitivos observados en pacientes
depresivos. Se ha encontrado que la hipercortisolemia y, en general, el aumento
de glucocorticoides asociado a estrés tienen importantes efectos neurotdxicos
sobre el hipocampo, con pérdida neuronal y menor neurogénesis (la que se ha
comprobado que persiste a lo largo de la vida en diversas especies de
mamiferos). Los consecuentes déficits cognitivos, particularmente de ciertas
formas de memoria, son frecuentes en pacientes depresivos, contribuyendo, de
hecho, a mantener la depresion (Herbert J. 1997, Reid IC, Stewart CA, Lupien SJ,
Lepage M. Apud Trucco M. 2002)

Lesiones severas del hipocampo producen profundas dificultades en la formacién
de nuevos recuerdos (amnesia anterégrada), y a menudo también afecta los
recuerdos formados antes de la lesién (amnesia retrograda). Aunque el efecto
retrogrado normalmente se extiende a algunos afos antes del dafio cerebral, en

algunos casos los recuerdos mas antiguos permanecen. Esta preservacion de los
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recuerdos antiguos ha llevado a la idea de que la consolidacion a lo largo del
tiempo implica la transferencia de recuerdos desde el hipocampo a otras partes
del cerebro. (Squire, LR; Schacter DL 2002).

1.1.6.2 La Amigdala Anatdmicamente, la amigdala estd conectada tanto
directamente como indirectamente (a través de la corteza entorrinal) con diversas

regiones del hipocampo.

La amigdala desempefia un papel primordial para el aprendizaje emocional y para
la manifestacion de los efectos relacionados con el estrés tanto a nivel conductual
como en el funcionamiento hipocampico. La lesidn o la supresién farmacolégica de
la amigdala previene la erosion gastrica, la analgesia, o la conducta ansiosa
inducidos por el estrés, bloquea el efecto modulador de drogas sobre la memoria
dependiente del hipocampo, y deteriora la potenciacién de sinapsis a largo plazo
(LTP) in vivo. (Henke, 1981; Grijalva et al., 1986), la analgesia (Helmstetter, 1992),

y en modelos de ansiedad (Adamec et al. 1999).

Los receptores NMDA de la amigdala parecen implicados en la regulacion de la
potenciacion de sinapsis a largo plazo (LTP) hipocampica. Asi la infusion de
antagonistas NMDA en el nucleo basolateral de la amigdala, deteriora la
potenciacion sinaptica en el giro dentado (hipocampo). Mas especificamente, la
estimulacion de la amigdala tiene un efecto bifasico dependiente del tiempo
(inmediatamente excitatorio y uno inhibitorio mas duradero) sobre la potenciacion
de sinapsis a largo plazo (LTP) del hipocampo. (Kim J.J y Diamond D.M. 2002)

Es interesante resefar que las lesiones en la amigdala también previenen el
incremento en la eliminacidn de catecolaminas inducido por el estrés, que se
postula como mecanismo subyacente al deterioro de la memoria de trabajo en la
corteza prefrontal. (Kim J.J y Diamond D.M. 2002)
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El nucleo basolateral de la amigdala parece jugar un papel clave en la modulacién
de la adquisicion y la consolidacion de la memoria, especialmente en relacion al

papel de los glucocorticoides.

Hallazgos sugieren que la amigdala, a través de su proyeccion hacia el hipocampo
(Krettek y la Price, 1977; Pikkarainen et al.,, 1999. apud. Kim Jeansok J., et al
2005), podria estar implicada en la mediacion de los efectos del estrés en el

funcionamiento del hipocampo.

Muy poco se ha escrito de manera sistematica tendiente a esclarecer las
relaciones entre magnitudes (o duraciones) de estimulos estresores versus los

mecanismos fisiopatoldgicos asociados a las respuestas maladaptativas.

1.1.7 Modelos Animales en el Estudio del Estreés.

Existen varios modelos animales disefiados para estudiar el estrés; tales modelos
se pueden dividir en dos grandes grupos: los modelos basados en respuestas
incondicionadas y los que se fundamentan en respuestas condicionadas (Gémez y
Saldivar, 2002; Botelho y Conde, 2002).

En los modelos basados en respuestas condicionadas, como el modelo de Geller-
Seifter y el modelo de Vogel (modelos centrados en estresores bioldgicos vy
fisicos), el individuo se encuentra perturbado por la confluencia de dos impulsos
antagonicos; uno es la realizacion de una conducta que satisfaga una necesidad
dominante (beber o comer), y otro, la posibilidad de recibir, durante la
consumacion de dicha conducta, un estimulo adverso reconocido como tal
mediante el aprendizaje (Gomez y Saldivar, 2002).

Los modelos basados en respuestas incondicionadas emplean la curiosidad
natural de exploracion de los animales de laboratorio. En estos modelos se
observa el instinto animal de protegerse frente a potenciales predadores, aunque

estos no sean identificables.
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En modelos animales el estrés produce atrofia del hipocampo y la corteza
prefrontal, e hipertrofia de la amigdala lateral. Estas alteraciones morfologicas
deterioran la memoria, el aprendizaje y el procesamiento emocional de los

estimulos sensoriales.

En humanos, estudios de neuroimagenes han demostrado que en patologias
relacionadas con el estrés, como son los trastornos depresivos, los pacientes
presentan disminucion del volumen hipocampal y de la corteza prefrontal, estas
alteraciones contribuyen al déficit cognitivo de la depresion mayor (McEwen B.S.,
Chattarji S. 2004).

La validez de los modelos animales

El establecimiento de categorias de validez de los modelos animales posee un
valor en principio practico, y a la postre también tedrico, por cuanto permite la
identificacién de areas en las que la informacion sobre un modelo en particular no
existe o es escasa, al tiempo que posibilita la comparacion de diferentes modelos
sobre la base de resultados con ellos obtenidos. A continuacion se exponen los
principales criterios de validez considerados habitualmente. (Escorihuela R,
Fernandez-Teruel A. 1998)

a) Validez aparente

Se refiere a la existencia de similitud fenomenolégica entre aquello que se observa
en el modelo y el proceso o trastorno (psicopatolégico) que se intenta simular.

En general la validez aparente de los modelos animales dependera de la
unanimidad y precisibn en los criterios vigentes para el diagndstico de la
psicopatologia que se pretende simular. Por ejemplo, el desacuerdo en la
categorizacion del trastorno obsesivo-compulsivo dificulta la existencia de modelos
apropiados. Por otro lado, el hecho de que en muchos casos la sintomatologia
humana se base en la verbalizacidén de experiencias subjetivas, imposibles de

simular en animales de laboratorio, también dificulta el progreso en la validez
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aparente de los modelos. La validez aparente es, en muchos casos, prescindible
para que un modelo sea util en la investigacion, si al menos cumple con el

siguiente criterio.

b) Validez predictiva

Se refiere a si un modelo discrimina o refleja eficientemente los efectos que
determinadas sustancias (y tratamientos no farmacoldgicos) presentan en la
condicién (normal o anormal) humana que se pretende simular. Un modelo con
excelente validez predictiva permitira incluso el ensayo de nuevas sustancias
experimentales (potenciales psicofarmacos) y, en funcion de los efectos
observados, predecir el tipo de efecto que tendra sobre la condicidn humana que
se simula. El concepto de validez predictiva alcanza también a la similitud, entre el
modelo y aquello que modela en el tipo de régimen de tratamiento (ej. crénico o

agudo) que resulta eficaz.

Por otra parte, no menos importante es el hecho de que el modelo debe presentar
el minimo posible de «falsos positivos» (sustancias o tratamientos que tienen
efecto «terapéutico» en el modelo pero no en la condicion humana simulada) y de
«falsos negativos» (sustancias o tratamientos que no presentan efecto en el

modelo y si en la condicion humana que se simula).

c) Validez de constructo

Se refiere a que el modelo presente consistencia tedrica, y mida aquello que
pretende medir (0 que pretende simular). El juicio sobre este tipo de validez
implica asumir la posibilidad de que ciertas explicaciones o teorias/hipétesis sobre
la psicopatologia humana (o de aspectos especificos o sintomas) puedan ser
aplicables a otras especies, dado que enjuiciar la validez teorica implica
determinar el grado de similitud o analogia entre los antecedentes, variables (o
procesos) intervinientes, y consecuentes que aparecen en el modelo y en la

condicion que se pretende modelar. Puede entenderse, por tanto, que la
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"validacion de constructo” de un determinado modelo sea un proceso dinamico, en
evolucion continua, puesto que las mismas teorias o hipotesis sobre los
mecanismos (psicoldgicos o neurobiolégicos) antecedentes e intervinientes en

cualquier neuro- o psicopatologia estan a su vez sometidas permanentes cambios.

d) Validez convergente o concurrente

Se refiere al grado con que un determinado modelo se correlaciona con otros que
intentan medir o simular el mismo constructo. En Neurociencias de la conducta
parece generalizarse la razonable conviccion, cada vez mas intensa, de que
definir constructos a partir de multiples métodos de medida (ej. usar varios
modelos de ansiedad, en lugar de uno solo) es mas util y heuristico (aunque
también mas laborioso) que trabajar con medidas o modelos unicos (Geyer y
Markou, 1995 apud Escorihuela R, Fernandez-Teruel A. 1998).

A primera vista, estos criterios fundamentales parecen ser relativamente sencillos.
Sin embargo, cumplir estos criterios puede, de hecho, cumplir con multiples
obstaculos. Algunos de estos son relacionados con la definicion del sindrome que
se simula, mientras que otros estan alineados con la diferencia individual de

factores que influyen en la evolucion de los sintomas clinicos.

De acuerdo a la definicion de estrés anteriormente descrita, cualquier modelo
experimental animal incluye una situacion de estrés para el animal, no obstante,
algunos apuntan mas directamente a este proceso y son utilizados como
herramientas para el estudio especifico de las manifestaciones del estrés. Se
pueden mencionar algunos como el de inmovilidad prolongada, el de
estimulaciones multiples variadas y prolongadas o inclusive el de estrés
farmacologico inducido por sustancias, que en general, aumentan las tazas
metabdlicas del animal. En el caso del presente proyecto, por razones de

“conveniencia operativa” y por las caracteristicas del estimulo, se ha escogido el
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modelo de nado forzado como una herramienta que podria ser util para abordar

los objetivos propuestos.

1.1.8 Nado Forzado
La prueba de nado forzado, descrita por primera por Porsolt (1977) en busqueda
de un modelo animal de depresion, es actualmente el test mas utilizado para

evaluar distintos tipos de tratamiento antidepresivos.

Algunos de los argumentos a su favor como modelo de depresidon se fundamentan
en el hecho de que incluye la exposicion a un estimulo estresor “inescapable” que
induce comportamientos homologables con algunas manifestaciones depresivas
en el humano (comportamientos del tipo “desesperanza aprendida”) y por una
razonable sensibilidad a los efectos de algunos farmacos antidepresivos.
(Seligman 1973).

Cabe resaltar, que el presente proyecto no pretendié abordar preguntas
relacionadas con la validez de este modelo como modelo de depresion, sino
utilizarlo como herramienta para la correlacidn entre “magnitudes” asociadas al
estimulo estresor y las respuestas tanto comportamentales como protedmicas en

estructuras cerebrales especificas.

En este sentido, este modelo permitira manipular magnitudes asociadas al
estimulo (tiempo y/o frecuencia de exposicion), y correlacionarlas con las
respuestas tanto comportamentales como las asociadas a la expresion proteica en
estructuras limbicas (amigdala e hipocampo), estas ultimas, ampliamente

relacionadas con repuestas autondmicas y emocionales.
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1.1.9 Categorias Comportamentales

El comportamiento puede ser descrito en un niumero de formas diferentes. La
distincibn mas simple, esta entre describir el comportamiento en términos de
estructura, consecuencias o ubicacién espacial. La estructura es la apariencia,
forma fisica o modelo temporal del comportamiento. El comportamiento es descrito
en términos de la postura y el movimiento del sujeto. Las consecuencias son los
efectos del comportamiento del sujeto en el ambiente, sobre otros individuos o
sobre si mismo, en este caso el comportamiento puede ser descrito sin referenciar
como los efectos que son realizados. Las categorias tales como “obtener alimento”
0 “escapar de un depredador” son descritos en términos de sus consecuencias, y
podrian ser calificadas irrespectivas del patron actual de los acostumbrados
movimientos del cuerpo. Las categorias comportamentales descritas en funcion de
la ubicacién espacial hacen referencia a la ubicacion del animal con respecto al
ambiente y/o con respecto a otros congéneres. (Martin Paul y Bateson Patrick.,
1993).

Las categorias comportamentales seleccionadas deberian cumplir las siguientes

normas generales:

1. Las categorias deberian ser usadas para describir las conductas con
suficientes detalles para responder las preguntas y, preferiblemente proporcionar

alguna informacion adicional personal.

2. Cada categoria deberia estar precisamente definida y deberia resumir tanta

informacion relevante como sea posible acerca del comportamiento.
3. Las categorias deberian ser generalmente independientes de alguna manera u

otra, esto es, dos 0 mas categorias no deberian estar en diferentes formas,

midiendo la misma cosa. (Cane 1961).
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4. Las categorias deberian ser generalmente homogéneas; esto es, todos los
actos incluidos dentro de la misma categoria deberian compartir las mismas
propiedades.

Cuando se estan escogiendo categorias puede que algunas veces sea util tener
descripciones de los principales tipos de modelo de comportamiento que tipifica
las especies. En algunos casos esta informacion es disponible en la forma de un
etograma, el cual es un catalogo de descripciones separadas, especies tipicas de
modelos de conductas que forman los basicos repertorios comportables de las
especies. Infortunadamente, los etogramas publicados varian enormemente en el
numero de categorias comportamentales incluidas en detalle con las cuales éstas
estan descritas, o no estan disponibles para algunas materias de estudio en el
laboratorio. (Scleleit et al., 1984. apud. Martin Paul y Bateson Patrick., 1993).

Para el analisis de los registros y categorias comportamentales es necesario

tener en cuenta los siguientes parametros medibles:

1. Latencia: (medida en unidades de tiempo. Ejemplo segundos, minutos u horas).
Es el tiempo entre eventos. Por ejemplo, el tiempo transcurrido desde el comienzo
de una sesion de observacion hasta la aparicidon de un comportamiento.

2. Frecuencia: (ejemplo evento/ segundos, minutos, horas) es el numero de
eventos del patrén de comportamiento por unidad de tiempo.

3. Duracion: es la medida del tiempo de duraciéon de un evento en segundos,
minutos u horas, en particular de los patrones de comportamiento.

4. Intensidad: La intensidad, a diferencia de la latencia, la frecuencia y la
duracion, no tiene una definicidon general. No obstante, puede ser util o incluso
esencial realizar juicios sobre la intensidad y la amplitud de un patron de
comportamiento. La intensidad en ocasiones puede ser medida de acuerdo a la
presencia o0 ausencia de ciertos componentes del acto, los cuales pueden
presentarse en altas intensidades pero ausentes a bajas intensidades. (Martin
Paul y Bateson Patrick., 1993).
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1.2 PROTEOMICA
Los analisis protedmicos presentan gran interés dado la relacion entre la
variabilidad del proteoma y el funcionamiento del organismo, ya sea en estado

normal o dentro de sus patologias.

La protedmica constituye un area de las ciencias biologicas dedicada al estudio de
la expresion global de las proteinas y de sus cambios con respecto al contexto
biolégico. Esta dirigida a proveer una vision comprensible de las caracteristicas y
actividad de las proteinas (proteoma) que son complementarias a un genoma y
que se expresan en una célula, tejido u organismo, en un estado y momento
particular (Morrison, 2002; Colantonio, 2005). La protedmica incluye diversos
enfoques de investigacion: (a) Protedmica descriptiva o estructural, (b)
Protedbmica comparativa o diferencial, (c) Protedmica funcional, y (d) el
establecimiento de mapas moleculares subproteémicos (Plebani, 2005; Sarka,
2002).

Mientras que el genoma de un organismo es esencialmente constante a lo largo
de la vida, el proteoma tiene un caracter dinamico; la expresion de proteinas

cambia en diferentes etapas del ciclo celular y en respuesta a estimulos externos.

Es precisamente esta variabilidad del proteoma que lo hace tan atractivo para la
investigacion biomédica, en donde los analisis protedmicos, principalmente en su
enfoque diferencial, conducen a identificar cambios en los patrones de expresion
de proteinas entre un estado normal y uno patologico (cancer, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades y trastornos del sistema nervioso central,

busqueda de blancos de farmacos, entre muchos otros) (Colantonio, 2005).

Consecuentemente se han considerado las proteinas como biomarcadores en el

estudio de las enfermedades (LaBAer, 2005; Westman-Brinkmalm y col., 2009).
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Los analisis protedmicos se realizan en tres etapas: (1) Preparacion de la muestra;
(2) Separacion de las proteinas, e (3) Identificacién de las proteinas (Gygi, 2000;
Sarka, 2003).

1.2.1 Preparacion de Muestras

Las muestras biolégicas sometidas a electroforesis bidimensional requieren de un
tratamiento previo cuyo objetivo es obtener proteinas libres de oftras
macromoléculas y contaminantes. Este tratamiento implica métodos de limpieza
de propésito general y métodos de fraccionamiento; en los primeros se eliminan
selectivamente componentes mayoritarios (lipidos, carbohidratos, acidos
nucleicos, sales) y en los segundos se subdivide la muestra teniendo en cuenta
algun parametro como: ubicacion subcelular, solubilidad diferencial, tamafio/peso
molecular o punto isoeléctrico, lo cual facilita su manipulacién y separacion.

Las técnicas utilizadas para eliminar estos componentes tienen que cumplir ciertas
condiciones: a) no pueden alterar el perfil de proteinas; no pueden introducir
modificaciones sobre las proteinas; c) el numero de pasos debe ser minimo; d)
incrementar la resolucion de los spots; €) prevenir la agregacion y pérdida de las
proteinas durante la focalizacion y f) llevar a niveles detectables las proteinas de

interés (Posch, 2006; Castellanos cap 20)

1.2.2 Solubilizaciéon de Proteinas

Dado que las proteinas no son entidades homogéneas y presentan propiedades
bioquimicas y biofisicas diferentes, es importante que el proceso de solubilizacidon
sea estandarizado para cada tipo de muestra. Un procedimiento ideal de
solubilizacion debe cumplir los siguientes requisitos: a) extraer totalmente las
proteinas que desean estudiar, de modo que su abundancia en la solucion de
extraccion refleje su abundancia relativa en la célula o el organelo; b) no modificar
quimicamente ningun grupo funcional presente en las proteinas; e c) impedir las

reacciones de degradaciéon provocadas por la liberacion de proteasas al medio.

45



Para la utilizacion de proteinas se utilizan mezclas de agentes caotrdpicos,
detergentes, agentes reductores, inhibidores de proteasas y anfolitos del rango de
pH adecuado. Los agentes caotrépicos como la urea y tiourea provocan la
desnaturalizacion de las proteinas por ruptura de puentes de hidrégeno e
interacciones idnicas entre residuos aminoacidicos con cargas opuestas y algunos
iones metalicos. Los detergentes rompen las interacciones hidrofobicas
intramoleculares y entre proteinas que estan formando complejos proteinicos,
ademas coadyuvan en la solubilizacién al romper las membranas celulares y evitar
las interacciones hidrofébicas entre las proteinas que estan siendo liberadas a la

solucion.

Los agentes reductores como el ditrioteitol (DDT) y el 2-mercaptoetanol completan

la desnaturalizacion proteica por ruptura de puentes disulfuros (Cys-S-S-Cys).

Algunas proteinas son susceptibles a modificaciones post-extraccion ya sea por
hidrolisis quimica por efecto del pH o por degradacion enzimatica por la accion de
proteasas. Por lo tanto, es necesario utilizar sustancias como el Tris-base o
anfolitos carrier que mantienen el pH amortiguado y el fenil metil sulfonil fluoruro
(PMSF) como inhibidor de proteasas, en algunos casos es necesaria la utilizacion

de mezclas de inhibidores de proteasas (Sarka, 2003; Posch, 2006).

1.2.3 Electroforesis Bidimensional

Uno de los mayores desafios de los analisis de proteomas es el fraccionamiento
reproducible de esas mezclas complejas de proteinas conservando al mismo
tiempo la relacidon cuantitativa y cualitativa. Actualmente, la electroforesis en dos
dimensiones en geles de poliacrilamida (2-D PAGE) es el método mas utilizado en
esta tarea. Mediante esta técnica es posible resolver mas de 2000 proteinas en un
unico gel, lo cual la convierte en una herramienta importante en investigaciones
protedmicas, donde multiples proteinas deben ser separadas en analisis paralelos
(Issaq 2008).
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La electroforesis bidimensional 2D, separa las proteinas de una mezcla segun sus
dos propiedades moleculares de masa y carga bajo la accidn de un campo
eléctrico. En la primera dimensién la separacion ocurre de acuerdo con el punto
isoeléctrico (pl) y se realiza mediante isoelectroenfoque (IEF). En la segunda
dimension la separacion ocurre segun el peso molecular y se realiza mediante
SDS-PAGE. Esta segunda fase se lleva a cabo en geles de poliacrilamida (Langen
1997).

Hay muchos factores que desempefian una funcion importante en la separacién
electroforética, como son pH, fuerza idnica, gradiente de potencial, tiem'po de
corrida, concentraciones de acrilamida y bis-acrilamida. Las condiciones éptimas
de una buena separacion se determinan experimentalmente. La naturaleza de la
muestra sirve de guia para alcanzar las condiciones en la que se deben obtener

los mejores resultados (Plebani,2005; Castellanos, cap 20).

1.2.4 Isoelectroenfoque

La separacion por isoelectroenfoque se basa en la diferencia en el punto
isoeléctrico de las proteinas. Cuando una proteina se pone en un medio con un
gradiente de pH y se somete a un campo eléctrico, ésta se desplaza a través del

electrodo con carga opuesta hasta su individual y caracteristico punto isoeléctrico.

El enfoque es un mecanismo (estado-equilibrio) con respecto al pH, donde las
proteinas migran a su posicion de (estado-equilibrio) desde cualquier parte del
sistema y la mantienen por largos periodos de tiempo. En contraste, las proteinas
en electroforesis convencional, continian moviéndose a través del medio hasta

que el campo eléctrico sea removido.
A principio de los afios 80 se introdujo una modificacion en la realizacion del IEF,

la cual consistié en la co-polimerizacion de los anfolitos con la matriz de acrilamida

creando en el gel un gradiente estable de carga. Estos geles estan disponibles en
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el mercado y se conocen como IPGs, geles en gradiente de pH inmovilizados. Hay
variadas opciones en cuanto al rango de pl de separacién y la longitud del gel de

separacion (estan disponible comercialmente IPG desde 7cm hasta 24 cm).

Las mejores condiciones del IEF deben ser halladas experimentalmente. En una
primera etapa se prefiere realizar un gel bidimensional exploratorio de rango
amplio, entre pl 3-10, seguido de separacion por tamafio en el rango de 14-150
KDa utilizando geles de 12%T en la segunda dimension. Esta primera etapa
permite ajustar la preparacién de la muestra y la cantidad de muestra a aplicar en
el gel. A continuacion se selecciona un rango de pl mas estrecho, con rangos de
pH de 4-7 y 6-10. Cuando se desea incrementar la informacion sobre una region
especifica, se utilizan separaciones en geles llamados de rango estrecho o zoom.
(Sarka, 2003; Posch, 2006; Castellanos, cap 20).

1.2.5 Rehidratacion y Aplicacion de la Muestra

Previo a la corrida en el IEF es necesario rehidratar los IPGs y efectuar la carga de
la muestra sobre el gel. Para ello existen tres métodos: 1) rehidratacion pasiva, en
la cual la muestra es incluida en el buffer de rehidratacion y es extentido sobre una
bandeja, posteriormente se coloca el gel sobre la muestra y se mantiene en
reposo durante 12 a 16 horas; 2) rehidratacion activa, se diferencia de la anterior
en que el proceso se realiza bajo la accién de un campo eléctrico lo cual favorece
la absorcion de proteinas de alto peso molecular dentro de la matriz polimérica; 3)
uso de tasa de carga, es un método en el cual la muestra es aplicada después de
la rehidratacion del gel, es poco conveniente, pero puede resultar favorable
cuando el rango de pH del IPG es alcalino. El volumen final de carga depende de
la longitud del IPG: 7cm (125uL), 11cm (200uL), 17cm (300uL), 18cm (315uL),
24cm (450pL) (Garcia, 2000; Colantino,2005).
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1.2.6 Equilibracion

Una vez finalizado el proceso de IEF es necesario completar la desnaturalizaciéon
de las proteinas reduciendo los puentes disulfuro intramoleculares e
intermoleculares. Para ello la tira del gel se sumerge en un buffer que contenga un
agente reductor, principalmente Ditiotreitol (DTT). Con el fin de evitar la formacion
aleatoria de puentes disulfuro en las proteinas reducidas es necesario efectuar un
proceso de alquilacion de los grupos tioles de los residuos de cisteina, por lo cual,
seguido al paso de reduccion los geles se colocan en un buffer alquilante con
yodoacetamida como agente de alquilacion. Figura 3. Es importante que el buffer
mantenga las propiedades solubilizadas en el interior del gel y evite las pérdidas
de las proteinas por difusion, por lo cual, se emplean agentes como urea, SDS, tris

y glicerol (Posch,2006; Castellanos, cap 20).
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Yodoacetamida Cistema alquilada

FIGURA 3. Reacciones de equilibracion. A) reduccion B) alquilacion. Tomado de
la tesis: Determinacion de cambios en el pérfil proteémico del hipocampo de ratas

expuestas al laberinto en cruz elevado bajo criterio de aprendizaje.
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1.2.7 SDS-Page

La poliacrilamida es quimicamente, inerte, de propiedades uniformes, capaz de
ser preparada de forma rapida y reproducible. Origina geles transparentes con
estabilidad mecanica, insolubles en agua, relativamente no idnicos y permiten
buena visualizacién de los spots durante tiempo prolongado. Ademas tiene la
ventaja de poder controlarse el tamafo del poro variando la concentracion de
polimeros. La bis-acrilamida es el agente entrecruzador mas comunmente
empleado en este tipo de electroforesis, la cual puede actuar como terminador de
la cadena en el proceso de polimerizacion y concentraciones altas pueden

disminuir el tamano del poro maximo del gel (Garcia,2000).

Las propiedades en que se hallan la acrilamida y el entrecruzador determinan las
propiedades fisicas del gel como son: densidad, elasticidad, resistencia mecanica
y el tamano del poro.

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacién vinilica del monémero
acrilamida y el mondmero entrecruzador N,N’-metilen-bis-acrilamida. La
polimerizacién se inicia con la formacion de radicales libres del monémero, que se
producen por causa de la accion de radicales de persulfato. Las aminas terciarias
como la N,N,N",N’-tetrametilen-diamina (TEMED) se emplean como catalizador de
esta reaccién, porque causan la formacién de radicales libres del persulfato,
mediante una reaccidon redox, llevando a la formacion de largas cadenas de

poliacrilamida.

La separacion de acuerdo con el peso molecular se basa en la propiedad que
poseen las proteinas, de migrar a través de un gel o una matriz de naturaleza
porosa, en presencia de un campo eléctrico. La electroforesis con SDS-PAGE es
un excelente método para identificar, monitorear y determinar el peso molecular de
las subunidades de proteinas durante un proceso de purificacion. El detergente
anionico dodecil sulfato de sodio se une a las proteinas por absorcién no

especifica (aproximadamente una molécula de SDS por cada dos residuos de
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aminoacidos, con una relacion SDS/proteina maximo de 1,4 g/g). EI SDS
desnaturaliza por completo las proteinas y rompe las interacciones no covalentes
que determinan la estructura terciaria y cuaternaria. Independientemente de la
composiciéon aminoacida y la secuencia de la proteina, el SDS les confiriere una
carga negativa proporcional a su masa, permitiendo que todas las proteinas viajen

al anodo (Laemmli 1970). Figura 4

Electroforesis en gel
- /.

147 . recipiente

Catodo (-)

7']Anodo (+)

{

Figura 4 Desnaturalizacién de proteinas en SDS-PAGE

1.2.8 Métodos de Tincion

Finalmente, las proteinas deben ser identificadas mediante un método de tincion
adecuado de acuerdo a la concentracién de éstas en la muestra de interés. La
tincion con azul de Coomassie es util en muestras con alta concentracion de
proteinas. Proteinas menos abundantes, desde 1ng de proteina, pueden ser

visualizadas mediante tincion con plata y tinciéon fluorescente. (Gorg et. al. 2004).
Esta tincion requiere un medio acido para la generacién de la atraccidon

electrostatica entre las moléculas del colorante y los grupos amino de las

proteinas. La atraccion idnica es a través de las fuerzas de Van Der Waals, que
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une a las proteinas y al colorante formando un complejo; esta union es totalmente
reversible en condiciones adecuadas; el limite detectable se halla entre 0.1-0.3

microgramos de proteina (Xuchu, 2007).

El colorante azul de coomassie G-250 (Figura 5) tiene la capacidad de
acomplejarse con ciertos aminoacidos basicos como arginina, tirosina, lisina e
histidina proporcionando una sensibilidad de deteccion proteica de 8-50 ng, a la
vez de no producir un fondo (background) demasiado intenso. El gel es faciimente

destenido utilizando agua grado HPLC.
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Coomassie Bnlliant Blue R-250 Dye Coomassie Brlhant Blue G-250 Dye
CasHagN3Na0;S; Cq7HesN;Na0,S;
MW 825.972 MW 854.02

FIGURA 5 Estructuras moleculares de los colorantes Coomassie R-250 y G-250.
Tomado de la tesis: Determinacion de cambios en el pérfil protedmico del
hipocampo de ratas expuestas al laberinto en cruz elevado bajo criterio de

aprendizaje.

En la figura 6, se muestra el esquema de un analisis de protedmico diferencial.
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FIGURA 6. Representacion esquematica de la electroforesis bidimensional.
Tomada de la tesis: Analisis protedmico en plasma de pacientes con eventos

coronarios agudos

1.2.9 Adquisicion y Analisis de Imagenes

Antes de que los geles donde se han separado las proteinas puedan ser
analizados con un sistema de evaluacibn de imagenes, éstos deben ser
digitalizados. Figura 7. Los instrumentos de adquisicion de imagenes mas
comunmente usados son los densitdmetros (GS-800, Power Look 2100XL) y los
escaneres de fluorescencia (FX ProPlus). Todos ellos funcionan con software de
andlisis disefiados para detectar y cuantificar “spots” en las imagenes digitales, asi
como para comparar y analizar estadisticamente los geles de interés. Los software

de analisis son PDQuest de Bio-Rad y Decyder de GE.
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intensidad de la sefal

«

FIGURA 7 Digitalizacion de la imagen. Tomado de la tesis: Determinacion de
cambios en el pérfil protedmico del hipocampo de ratas expuestas al laberinto en

cruz elevado bajo criterio de aprendizaje.

El andlisis de los geles con el software PDQuest se realiza teniendo en cuenta los
siguientes parametros: 1) Obtencion de la imagen por digitalizacion; 2) adecuaciéon
del tamafio y orientacion de la imagen; 3) identificacién de los spots de proteinas;
4) comparaciéon y determinacion de spots coincidentes; y 5) andlisis cualitativos,

cuantitativos y estadisticos de los datos.

1.3 ESTUDIO PROTEOMICO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

Actualmente los avances en los analisis protedGmicos tienen implicaciones en el
entendimiento de las multiples vias que gobiernan el comportamiento, la cognicién
y la respuesta del sistema nervioso a las enfermedades. Diversos estudios en el
SNC emplean 2D-PAGE para elucidar cambios de expresion diferencial de las
proteinas que participan en los mecanismos neurobioquimicos que describen
dichas respuestas (Morrison, 2002; Nothwang, 2003; Nielsen, 2005; Supawadee,
2007).

La construccion de mapas protedmicos cerebrales constituyen la base de datos de

referencia para estudiar cambios en los niveles de proteinas asociadas con el
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desarrollo, la edad, anormalidades comportamentales o diversos desordenes que
dafian el sistema nervioso, tales como la enfermedad de Alzheimer y la
enfermedad de Huntington, entre otras (Sarka, 2002; Wen, 2003; Nothwang, 2003;
Li-Rong, 2004; Vercauteren, 2004; Nielsen, 2005; Jae-Won, 2005; Sorolla, 2008).

Se han obtenido perfiles de proteinas del cerebelo de ratas en desarrollo y ratas
adultas por 2D- PAGE, identificandose cerca de 3000 manchas en los geles de
cerebelo de ratas adulta. De éstas, se usaron 67 como marcadores de
comparacién de proteomas obtenidos de cerebelo de ratas en desarrollo (0, 3, 7,
14, 21 dias post-natal), mostrando muchas de estas proteinas un incremento en
su abundancia a medida que el cerebelo maduraba. Finalmente, se identificaron
29 proteinas de las 67 empleadas como marcadores, como proteinas involucradas

en el proceso de desarrollo del sistema nervioso central (Morrison, 2002).

La investigacion de los mecanismos moleculares relacionados con la edad del
cerebro humano se ha desarrollado a través de estudios protedmicos 2D- PAGE
de muestras post-morten de tejido cerebral tomadas de cerebros jovenes y viejos,
hallandose diferencias en la expresion de proteinas con funcién antioxidante en el
cerebro (Wen, 2003).

Los analisis protedmicos han sido aplicados a muestras cerebrales de pacientes
con enfermedades neurodegenerativas o con ratones transgénicos como modelos
animales de esta enfermedad. El enfoque comparativo aplicado a los analisis
protedmicos realizados post-morten a tejidos cerebrales de pacientes con
enfermedad de Alzheimer y proteomas de tejido cerebral control (de la misma
edad y sanos) revelaron que 37 proteinas son expresadas significativamente de
forma diferente. Estas proteinas estan implicadas en funciones como,
metabolismo de carbohidratos, transporte de lipidos, respuesta al estrés y
neurotransmision, muchas de ellas involucradas en la patogénesis de la

enfermedad de Alzheimer (Morrison, 2002).
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Ademas, se ha estudiado la respuesta del proteoma hipocampal a la expresion de
proteinas mutantes presentes en formas familiares de la enfermedad de
Alzheimer. Para ello, se han utilizado ratas transgénicas como modelo animal de
la enfermedad, siendo el hipocampo una de las primeras regiones cerebrales en
ser afectada en esta enfermedad, lo cual produce danos de memoria
(Vercauteren, 2004).

Estudios post-morten efectuados en el estriado y la corteza de cerebro de
pacientes con enfermedad de Huntington y comparados contra proteomas de
muestras controles (misma edad, sexo y sanos), mostraron un incremento en los
niveles de expresion de proteinas relacionadas con procesos de antioxidaciéon

celular (defensa antioxidante) (Sorolla, 2008).

Otros tipos de células nerviosas, denominadas astrocitos, las cuales desempefian
funciones en el metabolismo energético, la homeodstasis neural y estan
relacionados a factores de crecimiento neural han sido igualmente estudiadas

mediante analisis protedmico empleando 2D- PAGE (Jae-Won, 2005).

Estudios de analisis protedmico dirigido al hipocampo demostraron, la asimetria
lateral empleando un enfoque combinado de 2D PAGE y MS, para examinar la
expresion diferencial de proteinas en el hipocampo derecho y el izquierdo de ratas
machos adultos y jévenes. El andlisis protedmico demostré diferencias
cuantitativas de 41 proteinas entre el hipocampo derecho y el izquierdo. Esas
proteinas participan principalmente en el metabolismo celular, transporte y trafico

vesicular, proteinas del citoesqueleto, chaperonas. (A. Samara, et, al, 2011).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto de investigacion se rigi6 de acuerdo con todas las
disposiciones y normas éticas, cientificas y técnicas previstas (articulos 87 a 93)
de la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud. Los animales de
experimentacion usados, fueron aportados por el bioterio de la facultad de Salud
y cumplen con la normatividad vigente del ministerio de Salud y las disposiciones
de la ley 84 de 1989 referente a la investigacion biomédica con animales.
Adicionalmente, el presente proyecto cuenta con la aprobacién del comité de ética

de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander.

2.2 ANIMALES

Se emplearon 30 ratas Wistar-UIS machos con un peso entre 180 y 200 gramos al
comienzo de las observaciones (2 meses de edad aproximadamente),
provenientes del bioterio de la facultad de salud de la Universidad Industrial de
Santander; mantenidas bajo temperatura controlada (21 £ 2°C), humedad de 65%
+/- 5, ciclos de luz / oscuridad de 12 horas siendo encendida la luz a las 7 de la
mafana con libre acceso de comida y agua. Las ratas fueron distribuidas al azar
de acuerdo al tratamiento (tiempo de exposicion a la prueba de nado forzado) y
colocadas en cajas viveros (50cm x 30cm x 15cm) Figura 8. Se conformaron 3
grupos experimentales con 10 animales cada uno (Grupo 1: 5 minutos de
exposicion; Grupo 2: 15 minutos de exposicién y Grupo 3: Sin exposicidon al nado
forzado) donde cada animal fue expuesto durante un tiempo diferente segun la

asignacion aleatoria que le correspondio. (Tabla 1).
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FIGURA 8. Cajas viveros donde se mantenian las ratas

2.3 NADO FORZADO

El tanque utilizado para la prueba de nado forzado, consisti6 en un cilindro de
acrilico de 45 cm de altura; con un diametro de 30 cm conteniendo agua a una
temperatura de 21°C hasta un nivel de 32 cm para que el animal no alcance a
tocar con la cola el fondo del tanque. En la base del cilindro se encuentra una
valvula por donde se realiza la evacuacion del agua una vez haya concluido la

exposicion de cada animal. Ver figura 9.

A una distancia de 1.5 metros por encima de la piscina, se ubico una camara
ligada a un circuito cerrado de televisidn y grabacion digital cuyos instrumentos y
manejador se ubicaron en un cuarto contiguo. La iluminacién en el centro de la
piscina fue de 296 lux y el cuarto experimental esta construido con material cuyas

paredes amortiguan el sonido externo.
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FIGURA 9 Tanque del nado forzado. a) Vista frontal del tanque con las

condiciones de laboratorio, b) Vista superior

Los animales fueron colocados en la sala de habituacion, bajo las mismas
condiciones ambientales utilizadas en el bioterio, 72 horas antes de la sesion
experimental. Todos los animales fueron manipulados por el experimentador 1
minuto cada dia durante los dias previos a la exposicién a la prueba de nado
forzado. Para la obtencion del peso de los animales se utilizd una bascula
mecanica (Ohaus, NJ USA) introduciendo cuidadosamente el animal dentro de
una cesta metalica, con previa calibracion de la bascula; el pesaje se llevo a cabo
antes y después de la exposicion al nado. Los experimentos fueron realizados en

horas de la tarde entre la 13:00 y las 17:00 horas.
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TABLA 1. Grupos establecidos para el analisis experimental. T= Tiempo

GRUPO CONSIDERACIONES MUESTRA
1 5 min de exposicién al nado forzado (T5) 10
2 15 min de exposicion al nado forzado (T15) 10
3 Control: sin exposicién (TO) 10

2.4 PARAMETRO FISIOLOGICO

2.4.1 Consumo de Oxigeno

El equipo utilizado para evaluar el consumo de oxigeno consistid en una camara
que contenia un paquete de aproximadamente 50 gramos de cal sodada envuelto
en una malla de gasa que permitia la absorcion de CO2 espirado por el animal.
Una vez la rata era introducida en el dispositivo, el extremo abierto se sellaba con
un tapon de caucho que contaba con un orificio central al cual se le conectaba una
pipeta de 10 ml lubricada con agua jabonosa (jabon liquido a una dilucion de
1:10), y con una burbuja en el extremo distal de la misma. Durante una sesion de
registro se cronometrd en 3 oportunidades el tiempo requerido para el consumo de
oxigeno a los 5y 10 ml a partir del desplazamiento de la burbuja de jabdn. Entre
cada toma de datos se permitio la renovacién del aire de la camara con el animal
adentro. Esta sesion realizada a las 13 horas antes de la exposicion del animal a
la piscina, se repitié inmediatamente después del nado forzado obteniendo valores
pre y post exposicion al estresor. (Benedict & MacLeod 1929, Himsworth 1968). La
evaluacion del consumo de oxigeno se llevo a cabo en una sala adyacente a la
prueba de nado forzado bajo las mismas condiciones de luz, temperatura y

humedad. Ver figura 10
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Dispositivo para el
consumo de oxigeno

FIGURA 10. Complementos informativos sobre la respuesta fisioldgica del estrés:

consumo de oxigeno

Los datos de consumo de oxigeno se expresaron en funcion del peso de los

animales (mililitros/minutos x 100 g de peso del animal).

2.4.2 Medicion de los Niveles de Glucosa

El orden de exposicion al protocolo experimental, también fue aleatorizado y una
vez seleccionado al animal se introdujo con mucho cuidado dentro del mismo
dispositivo que se utilizé para medicion del consumo de oxigeno con el fin de
lograr su inmovilizacién, se le tom6 por puncidon, una muestra sanguinea de
aproximadamente 0,5 ml, proveniente de la vena dorso-lateral de la cola. Con esto
y utilizando un glucometro Contourt TS Bayer se obtuvo la primera medida de
glicemia pre-exposicion al estrés del nado forzado. A las 14 horas, el animal era
expuesto a la piscina del nado forzado durante el tiempo correspondiente a la
asignacion aleatoria del grupo experimental. Inmediatamente después, se obtuvo
nuevamente por puncidn venosa, una segunda muestra de sangre para una

segunda medida de glicemia. Todas las sesiones experimentales se realizaron
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entre las 13:00 y las 17:00 horas. (Solnica et al 2003, Esquivel et al, 2006). Ver
figura 11

~ Muestra de sangre
de la vena caudal

FIGURA 11 Complementos informativos sobre la respuesta fisioldgica del estrés:

Toma de sangre de la vena caudal para medir glicemia.

2.5 PARAMETRO COMPORTAMENTAL

Para determinar el parametro comportamental, sobre la pantalla en que se
reprodujo la pelicula de cada experimento, se realizé una division virtual de la
superficie de la piscina de manera que quedo una zona central circular de 7cm de
diametro (indicada con el numero 2) y una regién periférica en contacto con las

paredes de la piscina (indicada con el numero 1). Ver figura 12.

Esto con el fin de determinar la frecuencia y el tiempo de permanencia del animal

en ese lugar y determinar el gasto metabdlico.
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FIGURA 12 Vista superior del tanque del nado forzado dividido virtualmente para

el registro comportamental

Para efectos de registro comportamental, se utilizé el programa “PROSTCOM”
(Conde C, Costa V, Tomaz C, 2000), que se ejecutd durante la observacién de las

peliculas de los experimentos.

2.6 PARAMETRO PROTEOMICO

2.6.1 Obtencién y Preparacién de las Muestras

Los animales fueron sacrificados por decapitacion 24 horas después de finalizada
la exposicion a la prueba de nado forzado. A cada animal se le extrajo el cerebro,
el cual fue colocado en una caja de petri cubierta de papel humedecido con
solucién salina (NaCl 0.9%). Se extrajeron las estructuras cerebrales de interés
(amigdala e hipocampo) teniendo en cuenta la subdivision de los hemisferios
cerebrales derecho e izquierdo. Figura 13. El tejido humedo fue pesado, rotulado
y se mantuvo en nitrogeno liquido. En el ANEXO 5 se presentan los resultados del

peso de las muestras cerebrales
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Hipocampo

FIGURA 13 Obtencion y extraccidn de la muestra. a) Cerebro de la rata, b) y ¢)

extraccion del hipocampo dorsal

Cada muestra hipocampal y amigdala fue colocada en un tubo eppendorf de

1.5mL que contenia 500uL de buffer de lisis previamente pesado y marcado.

Inmediatamente las muestras fueron nuevamente pesadas para determinar la

cantidad de tejido cerebral extraido.

2.6.2 Solubilizacién y Extraccion

La solubilizacién de las proteinas se realizd6 suspendiendo el tejido cerebral en
buffer de lisis (Anexo 1). La accién de sus componentes lleva a la completa
ruptura celular (lisis por detergentes) y la liberacion de proteinas. Las muestras
fueron homogenizadas mediante agitacion en vortex (1200 rpm) durante

aproximadamente 4 horas.
Posteriormente a su homogenizacién, se centrifugaron las muestras en una

centrifuga IEC CL31R Multispeed: a 13000 rpm, 4°C, durante 20 min. Ver figura
14
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FIGURA 14. Método de solubilizacion y extraccion de proteinas. a) Suspension de
las muestras en buffer de lisis. b) Homogenizacién de las muestras en vortex. c)

Centrifugacion

2.6.3 Eliminacién de Lipidos e Impureza de la Muestra

Se realizd la precipitacion de proteinas con solvente organico, para lo cual se
empled acetona fria (-20°C) en relacién 1:4 muestra-solvente. Después de la
adicién del solvente, las muestras fueron sometidas a agitacion en vortex, 500
rpm, durante 5 min y se mantuvieron a -20°C durante toda la noche. Luego se

centrifugaron a 10.000 g, 4°C, durante 10 min.

Se separd cada pellet sedimentado y fueron lavados en 100 yL de acetona fria en
tres ocasiones y luego fueron centrifugados a 10.000 g, a 4°C, durante 10 minutos.
Posteriormente los pellet se resolubilizaron en buffer de lisis con agitacion en
vortex a 1200 rpm

2.6.4 Cuantificacion

La cuantificacion de las proteinas solubles se determind por la metodologia de
Bradford (Bradford, 1976). En el ambiente acido del reactivo, la proteina se une al
colorante, coomassie - G250.

Esto resulta en un cambio espectral del tinte de rojizo/marron (maximo de

absorbancia 465 nm) a la forma azul del tinte (maximo de absorbancia 610 nm).
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La diferencia entre las dos formas de la tintura es mayor a 595 nm, por lo que es la

optima longitud de onda para medir el color del complejo proteina colorante.

Para determinar la concentracion de las muestras se preparé una curva de
calibracion utilizando albumina de suero bovino como patrén (albumin fraction V
from bovine serum, MERCK) y buffer de lisis como blanco y medio de dilucion. Se
realizaron lecturas de absorbancia triplicadas en el equipo de elisa microplate

reader, bio-rad, para los patrones y las muestras. (Anexo 2). Ver figura 15

FIGURA 15. Proceso de cuantificacion de las proteinas.a) Placa con las muestras

a cuantificar. b) Equipo de elisa microplate reader, bio-rad.

2.6.5 Electroforesis 2D

Una vez obtenidos los extractos solubles de proteinas totales fueron separadas
mediante electroforesis bidimensional (2D-SDS-PAGE), con el objetivo de facilitar
la deteccion de cambios, expresion diferencial o diferencias en la cantidad de

proteinas detectadas en los geles bidimensionales.
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2.6.5.1 Isoelectroenfoque (IEF). En el proceso se utilizaron tiras de rehidratacion
(ReadyStrip IPG strips, bio-rad) de 7 cm de longitud con rango de pH 3-10 y se
rehidrataron mediante el método de rehidratacion pasiva (sin voltaje) durante 12 a
16 horas. Las muestras fueron colocadas en la bandeja IEF y corridas en el equipo

de IEF, protean IEF cell, bio-rad. Ver figura 16

FIGURA 16 Proceso de Rehidratacion y corrida en el equipo IEF. A) Colocacion
de las tiras en la bandeja de IEF. B) Equipo IEF protean IEF cell, bio-rad

2.6.5.2 SDS-Page Una vez que las proteinas fueron separadas en funcién de sus
propiedades de carga (pl), se separaron en funcion de su tamafio o peso
molecular mediante electroforesi SDS-PAGE en geles de poliacrilamida. Previo a
la separacién las tiras de IEF fueron equilibradas mediante un proceso de
reduccion-alquilacion, para lo cual fueron colocadas en las bandejas de

equilibracién | y Il (Anexo 1).

Después de la equilibracion cada tira fue sumergida en buffer de corrido (anexo
A) y colocadas sobre los geles de poliacrilamida al 12%T (Anexo 1) y corridas a
150 V en el equipo de electroforesis mini protean system, bio-rad, durante

aproximadamente 1 hora. Ver figura 17.
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FIGURA 17 Equipo de electroforesis: mini protean system, bio-rad. a) y b) Montaje

para la corrida electroforética

2.6.6 Tincion

Para visualizar las proteinas en el gel éstos fueron coloreados, para lo cual se
utilizé el método de tinciéon azul de coomassie coloidal (Anexo 1). Finalizada la
corrida SDS-PAGE el gel se sumergié en 50 mL de solucién de fijacion durante
toda la noche, posteriormente se lavo el gel con agua desionizada en tres
ocasiones. Se adicionaron 50 mL de solucién de equilibracién y se mantuvo el gel
en esta solucién durante 1 hora, transcurrido el tiempo se agregaron 5 mL de
solucion de coloracion gota a gota y con agitacion durante 20 min. Posteriormente
fue descartada la solucion colorante y se adicioné 100mL agua grado HPLC para

revelar los spots de proteinas.

2.6.7 Registro y Analisis de Imagenes

Una vez separadas las proteinas en los geles de SDS-PAGE, éstas fueron
escaneadas con un densitdmetro (UMAX PowerLook 2100XL) para adquirir las
imagenes de los geles tefidos. Este dispositivo digitaliza las imagenes con 800 x
1600 puntos por pulgada (dpi), lo cual ofrece alta resolucién y permite capturar
finos detalles cuando se escanean transparencias. Ademas, este equipo minimiza
el ruido de la sefial favoreciendo la calidad de la imagen, reduciendo el tiempo de

digitalizacién de ésta y el consumo de energia. Ver figura 18
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FIGURA 18. Escaner: Equipo UMAX PowerLook 2100XL para adquirir las

imagenes de los geles tefiidos

Las diferencias de intensidad y cantidad de manchas (spots) se analizaron con
ayuda del software PDQUEST 2D, Bio-rad version 8.0.1. Este programa filtra y
suaviza la imagen del gel e identifica las manchas proteicas, mediante la creacion
de una representacion gaussiana en tres dimensiones de las manchas
clarificadas. La intensidad de las manchas es la suma de las intensidades de
todos los pixeles que forman la imagen, lo que permite tener medidas del nivel de
expresion de cada una de ellas. Las imagenes importadas fueron filtradas
empleando la opcién “sal y pimienta” gaussiana de 9 x 9. A continuacién fueron
analizadas, utilizando los mismos parametros de deteccion para identificar
manchas en todos los geles que forman los grupos a analizar; el programa incluye
todos los geles que se van a comparar y nivela diferencias producto del tipo de

tincion, intensidad de las manchas y ruido de fondo. Figura 19
Por ultimo aquellas proteinas en las que se detectaron intensidades asociadas a

los tiempos de exposicion al estimulo, fueron identificadas con la ayuda de la base

de datos bioinformatica expasy.(www.expasy.org), utilizando la herramienta
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bioinformatica de caracterizacién compute pl/M correspondiente a la misma
de datos de expasy.

base
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FIGURA 19. Representaciéon grafica del analisis de proteinas mediante

electroforesis bidimensional 2D-PAGE. Tomada de la tesis: Analisis protedmico en

plasma de pacientes con eventos coronarios agudos

70



3. ANALISIS ESTADISTICO: FASE COMPORTAMENTAL

Para determinar el parametro comportamental, sobre la pantalla en que se
reprodujo la pelicula de cada experimento, se realiz6 una division virtual de la
superficie de la piscina de manera que quedd una zona central circular de 7
centimetros de diametro (indicada con el numero 2) y una region periférica en

contacto con las paredes de la piscina (indicada con el numero 1). Ver figura 12.

Para el analisis comportamental se obtuvieron registros de las frecuencias y
tiempos tanto absolutos como relativos de las entradas y permanencias de las
ratas en los lugares del tanque, asi como se contabiliz6 el numero de
cruzamientos entre los lugares \virtuales pre-definidos. Se realizaron
comparaciones entre los dos grupos expuestos al tanque mediante pruebas t para

muestras independientes.
3.1 RESULTADOS Y DISCUSION: FASE COMPORTAMENTAL
La tabla 2, muestra los resultados del analisis comportamental, indicando las

variables y los valores de la t de Student y su probabilidad (p) de acuerdo al

analisis estadistico aplicado (t de Student para muestras independientes)
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TABLA 2. Resultados obtenidos del analisis comportamental. Se muestran las

variables en estudio, con sus respectivos valores de la t

probabilidad (p)

de student y la

VARIABLE t p
Frecuencia absoluta -Centro t=-4,444 P = <0,001
Frecuencia relativa -Centro t=-1,875 P =0,077
Tiempo absoluto -Centro T =57,000 P =<0,001
Tiempo relativo -Centro t=-2,270 P =0,036
Frecuencia absoluta -Periferia t=-9,409 P =<0,001
Frecuencia relativa -Periferia t=1,803 P = 0,088
Tiempo absoluto -periferia T =55,000 P =<0,001
Tiempo relativo -Periferia t=2,199 P =0,041
Cruzamientos t =-8,468 P = <0,001

De acuerdo a los resultados arrojados por el analisis estadistico, se determin6 que

hay diferencias estadisticamente significativas con relacion a la frecuencia

absoluta de entradas en el centro entre los dos tiempos de exposicion al nado (5y

15 minutos), lo cual coincide con el tiempo absoluto en el mismo lugar (centro).
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Ver figura 20




Figura 20. La grafica muestra el promedio + 1 EE de la media de los tiempos

relativos de permanencia en los lugares del tanque. * Diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05), donde el marcado es mayor que el % de tiempo de

permanencia del otro grupo en el lugar sefalado

El porcentaje de tiempo nos permitid hacer una analogia con el campo abierto,

donde el animal permanece mas tiempo en la periferia con respecto al centro, ya

que al estar en la periferia se siente mas seguro, porque la pared es el sitio de

posible escape y encuentra apoyo.
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Figura 21. La grafica muestra el promedio + 1 EE del numero total de entradas y

cruzamientos entre diferentes lugares del tanque. *valores obtenidos a los 5

minutos menores que los obtenidos en 15 minutos (p<0.05).
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De acuerdo a la definicion de estrés asumida en este proyecto segun Hans Selye
(sindrome o conjunto de reacciones fisioldgicas no especificas del organismo a
diferentes agentes nocivos del ambiente de naturaleza fisica o quimica,
provocando un aumento de la tasa metabdlica (Selye H., 1936, apud Botelho S,
Conde C. 2003), se observd y corroborandolo con los resultados
comportamentales que las frecuencias de entradas y cruzamientos como se
muestra en la tabla 2 y en la figura 21, fue mayor en la periferia con respecto al
centro del tanque a los 5 y 15 minutos de exposicidon, lo que posiblemente
provocaria un mayor gasto metabdlico en comparacion cuando el animal

permanecia en el centro.

3.2 ANALISIS ESTADISTICO: FASE FISIOLOGICA

3.2.1 Consumo de Oxigeno

La utilizacion de este método (consumo de oxigeno) se hizo con base en que son
numerosos los trabajos que ponen de manifiesto que el consumo de oxigeno es
exponente fundamental de la actividad metabdlica. (Moguilevsky. J. A. 1965;
Schiaffiigi, O.; Menendez-Patterson, A., y Marin, B.1974). Es decir, que los
cambios metabdlicos ofrecen evidencias bioquimicas de la actividad nerviosa.
(Lowry, O. H, 1966).

Considerando que las condiciones de humedad y de temperatura ambiental fueron
homogéneas en todos los experimentos (65% +/- 5 de humedad y 21 + 2°C), los
volumenes de consumo de oxigeno aqui se expresan en condiciones ATPS
(Temperatura y presion ambiente y saturado con vapor de agua). Los resultados
de los ensayos, fueron sometidos a analisis de varianza (ANOVA de dos vias de
medidas repetidas). Luego de esto, se realizd6 un analisis de comparaciones

multiples (prueba post hoc) utilizando el test de Holm-Sidak
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3.2.2 Resultados y Discusién: Consumo de Oxigeno

Los resultados del consumo de oxigeno se encuentran consignados en el ANEXO

6

Los resultados del anadlisis de varianza de ANOVA de dos vias de medidas
repetidas reveld, que no hay diferencias estadisticamente significativas cuando el
animal fue expuesto a 5 y 15 minutos al nado forzado (Grados de libertad= 2, F=
1,25; P = 0,301), sin embargo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (Grados de libertad= 2, F= 12,895; P =
0,001). El analisis post hoc de Holm-Sidak mostré que existen diferencias
estadisticamente significativas entre el control (TO) con el grupo de 5 minutos (P=

0,0014) y el control (TO) con el grupo de 15 minutos de exposicién al nado (P=

0,0003). Ver figura 22
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Figura 20. Promedio de diferencia del consumo de oxigeno de ratas sometidas a

la prueba de nado forzado en diferentes tiempos de exposicion. Los valores estan

dados en promedio * error estandar.
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Lo anterior indica, que cuando el animal se encuentra bajo condiciones de estrés,
el consumo de oxigeno se incrementa, debido a que aumenta la tasa metabdlica.
Esta elevacion posiblemente se deba principalmente a los siguientes factores;
resintesis de fosfocreatina (PC) en el mdusculo, aclaramiento de lactato,
reestablecimiento de los almacenes de oxigeno sanguineo y muscular, aumento
de la temperatura, elevacion de la frecuencia cardiaca y respiratoria y aumento de
actividad hormonal (Gore CJ, Withers RT, 1990; Gerardo J, Cordova A, Gonzalez
J. 2000).

Otros estudios relacionan las catecolaminas con el consumo de oxigeno. Se ha
encontrado que las catecolaminas responden a un incremento en la actividad
fisica aumentando sus concentraciones plasmaticas hasta 4 veces mas de lo que
se presenta en reposo (Hulks et al 1991). La mayoria de estudios relacionados
con consumo de oxigeno y catecolaminas, estan orientados hacia la relacién entre
el estrés generado por la intensidad del ejercicio fisico o por el estrés mental, con
la activacion del sistema nervioso simpatico, asi como con la respuesta
simpatoadrenal, que lleva a un incremento enddgeno en la secrecion de
adrenalina y noradrenalina, asumiendo que tal incremento es responsable de la
mayoria de los efectos simpatoadrenérgicos presentados (Stallknecht et al 2001,
Reims et al 2004).

3.2.3 Analisis Estadistico: Glicemia
Al igual que en el consumo de oxigeno, los resultados de los ensayos de glicemia
expresada en mg/dl., fueron sometidos del andlisis de varianza de ANOVA de dos

vias de medidas repetidas.

3.2.4 Resultados y Discusion: Glicemia
Los resultados de la toma de glicemia se encuentran consignados en el ANEXO 6
Los resultados del anadlisis de varianza de ANOVA de dos vias de medidas

repetidas reveld, que no hay diferencias estadisticamente significativas cuando el
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animal fue expuesto a 5 y 15 minutos al nado forzado (Grados de libertad= 2, F=
0,477; P= 0,626), de igual forma no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el control y los grupos de exposicion al nado forzado (F= 0,315;
P =0,579). Ver figura 23
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FIGURA 21. Promedio de Ila diferencia de glicemia de ratas sometidas a la
prueba de nado forzado a diferentes tiempos de exposicion. Los valores estan

dados en promedio * error estandar

Los resultados obtenidos indican, que cuando el animal es sometido a una
situacion de estrés, como la generada por la exposicion al nado forzado, el
incremento de la glicemia en los primeros 5 minutos fue notorio, esto puede estar
asociado a la disponibilidad energética para la actividad locomotora. Al aumentar
la intensidad del estimulo estresor (15 min) la glicemia desciende. Lo anterior es

debido, a que la glucosa, fuente principal de energia del organismo, se pone en
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movimiento desde sus zonas de almacenamiento. La sangre, que transporta la
glucosa, se desvia de los 6rganos no esenciales para el gjercicio fisico, tales como
la piel y el sistema gastrointestinal, y se dirige, rapidamente, hacia los 6rganos
cruciales: corazén, musculo y cerebro. (lllera, JC, 2000); de tal forma que los

niveles de glucosa en sangre descienden, como se muestra en la figura 23

Durante ejercicios en “steady state” en ratas, la tasa de glucosa reconvertida, y
por lo tanto la excrecién hepatica de glucosa, esta directamente relacionada a la
intensidad de trabajo, tanto en animales entrenados (Brook, G.A; Donovan, C.M,
1983; apud Michael Kjaer. 1993) como en los no entrenados (Sonne B; Galbo H.
1985-1986. apud Michael Kjaer. 1993).

Cuando el animal se encuentra en una transicion entre el estado de reposo al
ejercicio, aumenta la produccion de glucosa hepatica debido al incremento tanto
de la glucogendlisis como de la gluconeogénesis. Durante ejercicios moderados e
intensos de corta duracién, el aumento en la excrecion esplacnica de glucosa es
causado casi enteramente por una glucogendlisis hepatica acelerada (Vranic M et
al 1976-1984; Wasserman, D.H. 1984, apud Michael Kjaer. 1993). La contribucion
de la glucogendlisis esta demostrada por una reduccion del contenido hepatico de
glucégeno inducida por el ejercicio, tanto en ratas (Sonne B; Galbo H. 1986, apud
Michael Kjaer. 1993) como en humanos (Hultman, E.; Nilsson . L.H. 1971, apud
Michael Kjaer. 1993).

Por otro lado, debido a la importancia de la glucosa en la memoria, se han llevado
a cabo estudios orientados a dilucidar los mecanismos neurobiolégicos
responsables de este efecto, y una hipétesis planteada es que los efectos de la
glucosa sobre la memoria pueden ser debidos a la simple produccion de energia,
0 a la produccién de uno o mas de los neurotransmisores sintetizados a partir de
la glucosa, por regulacion de la funcién colinérgica central (Gold 1995, Kopf &
Baratti 1996).
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En esta secuencia de ideas, resulta interesante pensar que en una situacion de
estrés, como la generada por la exposicion al nado forzado, el incremento de la
glicemia en los primeros 5 minutos, no so6lo se asocie a la disponibilidad
energética para la actividad locomotora, sino también a los mecanismos
mnemonicos que le permitirian al animal aprender de aquella experiencia

“estresante”.

3.3 ANALISIS PROTEOMICO

3.3.1 Analisis de Imégenes e Identificacion de las Proteinas Expresadas

Diferencialmente por Anélisis Bioinformatico.

Para la identificacion y posterior analisis de las proteinas fueron realizados 90
geles, de los cuales 30 correspondieron al hipocampo derecho, 30 hipocampo
izquierdo y 30 de amigdalas (15 amigdala derecha y 15 amigdala izquierda).
(Anexo 3)

Una vez escaneados los geles fueron analizados en el software PDQUEST 2D,
Bio-rad version 8.0.1. En el programa se incluyeron todos los geles que se
compararon. Con el objetivo de compensar las posibles variaciones entre los geles
debidas a diferencias en la eficacia de la tincién, se aplico el método de
normalizacion, mediante el modelo de regresion local “Local Regression Model”.
Este calcula una curva en el diagrama de dispersién que minimiza la distancia a
todos los puntos de la grafica y asigna el factor de normalizacién para cada
mancha. En seguida el programa cuantifica la densidad de las manchas proteicas,
lo que permite obtener medidas del nivel de expresidén de cada una de ellas.

No obstante, se realizO una revision manual pormenorizada, la edicién y
correccion de algunas de las manchas o de los emparejamientos detectados

automaticamente.
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Finalmente el programa nos arrojé una imagen maestra “master” que reune todas
las manchas, con una distribucion gaussiana, identificadas en los geles que
conforman cada grupo. En figura 24 se presenta a manera de ejemplo la imagen

del gel master de y uno de los geles obtenidos del hipocampo derecho.
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FIGURA 22. Imagen del gel master y de un gel representativo a modo de ejemplo

correspondiente al hipocampo derecho.

Después de realizar un examen cuidadoso y haciendo una depuracion de las
manchas solamente fueron seleccionados aquellos cuyas intervalos de confianza
de las intensidades no se superpusieran asumiéndolas como probablemente
diferentes. Con respecto al grupo control, se verific6 cuando hubo un aumento de
cada proteina en los tratamientos de 5 y 15 minutos y cuando hubo una
disminuciéon en los mismos tratamientos. Después se verificd si hubo aumento en
ambos tratamientos o hubo disminucidon en ambos tratamientos o se presento

incremento en uno y disminucién en otro.

De manera presuntiva, y como una manera de encontrar la posible identidad de

aquellas manchas que presentaron diferencias en sus niveles de expresion; se
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realizd una comparacién entre los valores de masa molecular (PM) y punto
isoeléctrico (pl) de las proteinas identificadas en el estudio (muestras
experimentales) con respecto a los pesos moleculares y puntos isoeléctricos de
aquellas proteinas encontradas en la base de datos bioinformatica expasy,
correspondiente a los valores tedricos, utilizando la herramienta bioinformatica de
caracterizaciéon compute pl/M correspondiente a la misma base de datos de
Expasy. Como criterio de busqueda para hipocampo, fueron utilizados los
términos: cerebro de rata, hipocampo, wistar (rat brain, hippocampus, wistar),
reportando un total de 109 proteinas asociadas con esos criterios. Para amigdalas
se utilizaron los criterios de busqueda: cerebro de rata, amigdala, wistar (rat brain,
amygdala, wistar), reportando un total de 25 proteinas asociadas con esos
criterios.

Se asignaron las identidades a aquellas proteinas que presentaron diferencias en
sus valores de PM iguales o menores a + 2.0 KDa, y diferencias en los valores de
pl iguales o menores de * 0.2 unidades con respecto a los valores de PM y pl
tomados de las bases de datos. El criterio de identificacion se determiné teniendo
en cuenta las variaciones que se han reportado en las proteinas identificadas,
separadas por 2D-PAGE, que se encuentran reportadas en la base de datos
(SWISS 2D-PAGE). Estas aplicaciones estan disponibles en el sistema experto de

analisis de proteinas (expasy) (www.expasy.org)

3.3.2 Cantidad de Manchas Detectadas en el Hipocampo Derecho e lzquierdo
De acuerdo con el analisis de todos los geles que conformaron el experimento se
obtuvieron inicialmente los datos de la cantidad de manchas detectados en el
hipocampo derecho y el izquierdo. En el hipocampo de las ratas estudiadas se
obtuvo lo siguiente: En el hemisferio derecho se detectaron 331 spots en el grupo
control (sin exposicion al nado TO0), 268 en el tratamiento de 5 minutos de
exposicion a la prueba de nado forzado (T5) y 145 en el tratamiento de 15 min de

exposicion (T15).
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De igual forma, en el hemisferio izquierdo del hipocampo se detectaron 149
manchas en el grupo control (sin exposicion al nado T0), 178 en el tratamiento de
5 minutos de exposicion a la prueba (T5) y 99 en el tratamiento de 15 min (T15).
Ver Tabla 3y la Figura 25.

TABLA 3. Cantidad de manchas detectadas inicialmente en el software
PDQuests a partir de las muestras del hipocampo derecho e izquierdo en ratas

wistar UIS sometidas al nado forzado.

TRATAMIENTO HIPOCAMPO HIPOCAMPO
DERECHO IZQUIERDO

Control: TO 331 189

5 min: T5 268 178

15 min: T15 145 99

Se compar¢ la cantidad de manchas detectadas en los geles de la region
hipocampal derecha e izquierda y se encontré que estas disminuyen cuando los
animales son expuestos al estimulo estresor y a medida que la intensidad del
mismo es mayor. Con respecto al hipocampo derecho se noté una disminucién del
cuando la rata fue sometida a 5 min de exposicidén en la prueba de nado forzado
con relacion al control; y un aumento cuando fue sometida a 15 minutos de
exposicion respecto al control. En el hipocampo izquierdo se notd un
comportamiento muy similar, con una disminucién cuando el animal fue sometido
a 5 min de exposicién y un aumento a los 15 min en la prueba. Lo anterior indica
una marcada lateralidad en la cantidad de manchas detectadas inicialmente por el

software PDQUEST 2D, Bio-rad versién 8.0.1 en el hipocampo derecho.
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FIGURA 23. Geles masters (a) Hipocampo derecho (HD), (b) Hipocampo
izquierdo (HI).Notese la expresion diferencial de manchas mucho mayor en el HD
con respecto al HI. Cada una de las imagenes se obtuvo al analizar 10 geles de

cada tratamiento

Teniendo en cuenta los criterios enunciados anteriormente y de acuerdo al analisis
protedmico y comparandolo con la base de datos expasy, se encontraron 60
proteinas en total, que presentaron diferencias en sus niveles de expresion en los
grupos analizados (4.65% del proteoma detectable), de las cuales 38 (63.3% de
las encontradas en la base de datos expasy) son comunes al hipocampo derecho
e izquierdo (HD/HI); 13 (21.6%) se encontraron solo en el hipocampo derecho

(HD) y 9 (15%) en el hipocampo izquierdo (HI). Figura 26.
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FIGURA 24. Proteinas detectadas segun la base de datos expasy

De las proteinas expresadas, varias de ellas participan en los procesos de
plasticidad neuronal, en la estructura del citoesqueleto, en las vias de sefalizacidn
celular, enzimas relacionadas con el metabolismo, transporte y el trafico
endocitico, procesamiento, plegamiento y degradacion de proteinas, proceso de
transcripcion y proteinas receptoras. La figura 27 muestra las funciones y el

porcentaje de expresion de cada una de ellas.
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FIGURA 25. Grafico de barra que relaciona la cantidad de proteinas expresadas
con su funcion celular segun el analisis protedmico en el hipocampo derecho e
izquierdo. El porcentaje citado fue calculado a partir del total de proteinas
seleccionadas de acuerdo al criterio enunciado anteriormente (citado en el item
3.3.1)

Las 60 proteinas expresadas en el hipocampo dorsal, con sus masas moleculares

(PM) y puntos isoeléctricos (pl) experimentales y tedricos se encuentran en la

tabla4,5vy 6.
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TABLA 4. Proteinas expresadas en el hipocampo derecho e izquierdo, con sus

codigos y comparando las masas y puntos isoeléctricos experimentales con los

teoricos
Protein ID
origen Caddigo from Nombre de la proteina Masa PI Masa PI
Interno  Swiss Prot Exp Exp Teb6rica Tedrico

N(G),N(G)-dimethylarginine

HD/HI 008557 DDAH1_RAT dimethylaminohydro... 32,01 594 31,42 5,75
ADP-ribosylation factor-like

HD/HI 008697 ARL2_RAT protein 2 20,88 5,58 20,83 5,65

HD/HI 035244 PRDX6_RAT Peroxiredoxin-6 241 56 24,81 5,64
Platelet-activating factor

HD/HI 035264 PA1B2_RAT acetylhydrolase IB... 26,75 5,65 25,58 5,57
Guanine nucleotide-binding

HD/HI 035353 GBB4_RAT protein subunit be... 388 56 37,36 5,74
Ornithine aminotransferase,

HD/HI  P04182 OAT_RAT  mitochondrial 49,3 6,4 48,33 6,53

HD/HI  P04639 APOA1_RAT Apolipoprotein A-I 29,48 5,66 30,06 5,52
Excitatory amino acid

HD/HI  P51907 EAA3_RAT transporter 3 55,99 5,99 56,77 5,95
Endoplasmic reticulum

HD/HI  P52555 ERP29 RAT resident protein 29 28,89 6,13 28,57 6,23
Guanine nucleotide-binding

HD/HI  P54311  GBB1_RAT protein G(I)/G(S)/... 36 56 37,37 5,6
60 kDa heat shock protein,

HD/HI  P63039 CH60_RAT mitochondrial 59,7 5,9 60,95 5,91
Neuron-specific calcium-

HD/HI P84076 HPCA_RAT binding protein hippo... 20,84 4,81 22,42 4,87

HD/HI Q04940 NEUG_RAT Neurogranin 76,5 6,73 74,96 6,53

HD/HI QOPGW2 LCHN_RAT Protein LCHN 5,02 54 51,36 5,18
UPF0696 protein C110rf68

HD/HI Q566Q8 CK068_RAT homolog 27,7 52 27,49 5,28

HD/HI Q63279 K1C19_RAT Keratin, type | cytoskeletal 19 44,8 5,1 44,63 5,21

HD/HI Q68VK5 TSN5 RAT Tetraspanin-5 29,1 4,67 30,33 4,59
Cytosolic non-specific

HD/HI Q6QO0N1 CNDP2_RAT dipeptidase 523 53 52,69 5,43

HD/HI Q8K4V4 SNX27_RAT Sorting nexin-27 59,7 5,8 61,01 5,95
Pyridoxal phosphate

HD/HI Q8VD52 PLPP_RAT phosphatase 31,2 54 33,11 5,45

HD/HI  Q9JJM9 SEPT5_RAT Septin-5 42,78 6,32 42,85 6,34

HD/HI Q9zZ214 HOME1_RAT Homer protein homolog 1 41,3 5,2 41,3 5,39

HD/HI  P35370 OPRX_RAT Nociceptin receptor 41,12 8,44 40,52 8,5

HD/HI 008661 008661 _RAT Ryanodine receptor type I 62,4 5,1 62,52 5,17
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HD/HI

HD/HI
HD/HI

HD/HI

HD/HI

HD/HI

HD/HI
HD/HI
HD/HI
HD/HI
HD/HI

HD/HI
HD/HI
HD/HI

HD/HI

P59824

P62994
P97531

Q8VHKY7
Q91Y78
Q9ESQ7

035077
POCG51
P35355
Q920M2
Q63544

035264
P63102
035987

P62959

IRPL1_RAT

GRB2_RAT
CIP4_RAT

HDGF_RAT
UCHL3_RAT
PSD1_RAT

GPDA_RAT
UBB_RAT
PGH2_RAT
RNF39_RAT
SYUG_RAT

PA1B2_RAT
1433Z_RAT
NSF1C_RAT

HINT1_RAT

Interleukin-1 receptor
accessory protein-like...
Growth factor receptor-bound
protein 2

Cdc42-interacting protein 4
Hepatoma-derived growth
factor

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase isozyme...

PH and SEC7 domain-
containing protein 1
Glycerol-3-phosphate
dehydrogenase [NAD+], cy...

Polyubiquitin-B
Prostaglandin G/H synthase 2
RING finger protein 39

Gamma-synuclein
Platelet-activating factor
acetylhydrolase IB...

14-3-3 protein zeta/delta

NSFL1 cofactor p47
Histidine triad nucleotide-
binding protein 1

77,9 5,8

24,19 5,76
615 54

25,88 4,83

255 5,04

70,87 7,38

36,37
34,32
70,7
36,55
14,96

6,31
6,78
6,92
6,08
4,99

24,21
29.08
39.09

5,76
4.67
5.24

15.59 6.39

79,77

25,2
62,79

26,48
26,12
70,81

37,45
34,36
69,16
38,34
12,97

25,58
271.77
40.67

13.77

5,94

5,89
5,31

4,78
5,01
7,31

6,16
6,94
7,07
6,19
4,78

5,57
4.73
5.04

6.36
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TABLA 5 Proteinas expresadas en el hipocampo derecho con sus codigos y

comparando las masas Yy puntos isoeléctricos experimentales con los tedricos.

Protein ID
origen Cadigo from Nombre de la proteina Masa PI Masa Pl
Interno Swiss Prot Exp Exp Teérica Teorico

Tumor protein p63-regulated

HD A8WCF8 TPRGL_RAT gene 1-like prote... 29,97 6,73 29,84 6,91
Aldehyde dehydrogenase,

HD P11884  ALDH2_RAT mitochondrial 54,48 6,63 56,48 6,63

HD P22199 MCR_RAT  Mineralocorticoid receptor 10,69 55 10,67 5,49
Phosphatidylethanolamine-

HD P31044  PEBP1_RAT binding protein 1 19,98 5,31 20,8 5,47

HD P45592 COF1_RAT  Cofilin-1 19,1 8,34 18,53 8,22

HD P61983 1433G_RAT  14-3-3 protein gamma 29 5 28,3 4,8

HD Q99JA8 NGB_RAT  Neuroglobin 15,26 5,35 16,98 5,39
Calcium-binding protein P23K

HD Q9QWR2 Q9QWR2_RAT beta 172 48 16,85 4,7

HD P97829 CD47_RAT  Leukocyte surface antigen CD47 34,5 9,17 32,99 8,91

HD P07483 FABPH_RAT Fatty acid-binding protein, heart 15.78 5.97 14.53 5.90
10 kDa heat shock protein,

HD P26772 CH10_RAT  mitochondrial 10.82 8.80 10.90 8.89
HD Q7TSC7 Q7TSC7_RAT Jacob 2497 8.94 2587 8.99
HD P62775 MTPN_RAT  Myotrophin 14.85 531 12.86 5.27
HD P21707 SYT1_RAT  Synaptotagmin-1 46.36 8.47 47.39 8.57
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TABLA 6 Proteinas expresadas en el hipocampo izquierdo con sus coédigos y

comparando las masas Yy puntos isoeléctricos experimentales con los tedricos.

origen Codigo Protein ID from Nombre de la proteina Masa PI Masa Pl
Interno Swiss Prot Exp Exp Teodrica Tedrico

HI 088209 088209 RAT PKH alpha 57,53 7,08 56,28 7,02

HI P31977 EZRI_RAT Ezrin 68,35 5,99 69,39 5,83
Nuclear receptor subfamily 2

HI P55094 NR2C2_RAT  group C member 2 63,46 5,88 65,34 6,06

HI P60571 PANX2_RAT  Pannexin-2 7513 7,3 74,43 7,27

HI P70615 LMNB1_RAT  Lamin-B1 66,44 536 66,6 5,16
ADP-ribosylation factor-like

HI 008697 ARL2_RAT protein 2 21,62 5,68 20,83 5,67

HI 035244 PRDX6_RAT  Peroxiredoxin-6 24,15 5,63 24,81 5,64
Fragile X mental retardation

HI  Q80WE1 FMR1_RAT protein 1 homolo... 64,89 6,69 66,78 6,77

HI P68255 1433T_RAT 14-3-3 protein theta 25.86 4.83 27.77 4.69

HI Q62845 CNTN4_RAT  Contactin-4 76.31 6.19 77.05 6.05

Del total de las proteinas expresadas en el analisis protedmico, se destacan las
asociadas con la plasticidad neuronal. La figura 28 representa algunos ejemplos
de esas proteinas ilustrando la relacion entre la intensidad del estimulo estresor y
su nivel de expresion y las figuras 29 y 30 comparan a modo de ejemplo la
expresion de dos de las proteinas representadas en 3D vy la intensidad de la
mancha en el gel. ANEXO 4
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FIGURA 26. Relacidon de la expresion de proteinas que intervienen en la
plasticidad neuronal con la intensidad del estimulo estresor. Cddigos: P84076:
Proteina hipocalcina neuronal especifica de unién a calcio; QOPGW2: Proteina
LCHN; P35370: Receptor de nociceptina; Q9Z214: Proteina homologa 1 Homer;
Q04940: Neurogranina; 035264: Factor activador de plaquetas acetilhidrolasa
IB...; Q920M2: Proteina 39 de sefalizacion RING; Q63544: Gamma-sinucleina;
Q9QWR2: Proteina de union a calcio beta P23K; P97829: Antigeno de superficie
de los leucocitos CD47; Q62845: Contactina-4
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FIGURA 27. Imagen 3D e intensidad de la mancha en el gel de la proteina

P35370: Receptor de noniceptina
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FIGURA 28. Imagen 3D e intensidad de la mancha en el gel de la proteina
P84076: la proteina hipocalcina neuronal especifica de union a calcio

3.3.3 Analisis de Resultados Y Discusion en el Hipocampo Dorsal
El analisis protedmico demostré diferencias cuantitativas en la expresion de
proteinas entre los dos hipocampos, notandose una lateralidad cerebral hacia el

hipocampo derecho de acuerdo a la intensidad del estimulo.

Del total de las proteinas obtenidas del analisis protedmico, aproximadamente el
20% intervienen en la neuroplasticidad cerebral entre las cuales podemos
mencionar a manera de ejemplo: la proteina hipocalcina neuronal especifica de
union a calcio, la cual juega un papel fundamental en la depresion a largo plazo; la
proteina LCHN, interviene en la neuritogénesis, asi como en la recuperacion
neuronal y/o reestructuracion de la isquemia transitoria cerebral en el hipocampo;
receptor de nociceptina, es un ligando natural acoplado a la proteina G,
anteriormente llamado receptor de opiode (Meunier et al., 1995; Reinscheid et al.,
1995, apud Alexander Kuzmin et al 2009), juega un papel fundamental en la
neuroplasticidad del hipocampo, en el aprendizaje y memoria dependiente del

hipocampo; Antigeno de superficie de los leucocitos CD47, interviene en la
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formacion de la memoria y la plasticidad sinaptica; Contactina-4, interviene en la
sinaptogénesis, la Proteina homologa 1, participa en los cambios estructurales que
se producen en las sinapsis durante el desarrollo y plasticidad neuronal de larga
duracion; la Neurogranina, juega papel en la plasticidad sinaptica y aprendizaje
espacial; la Factor activador de plaquetas acetilhidrolasa IB..., juega un papel
importante durante el desarrollo del cerebro y las neuronas del hipocampo; la
Proteina 39 de sefalizacion RING, participa en la potenciacién a largo plazo:
transmision de sefiales entre dos neuronas en forma duradera; Gamma-
sinucleina, a pesar de que originalmente caracterizaron a esta proteina en el
nucleo y citoplasma, micrografias electrénicas evidenciaron que en la region CA3
del hipocampo de la rata esta proteina se encuentra restringida al citoplasma de
las terminaciones presinapticas  (lwai et al.,, 1995, apud Bennett, M.
Catherine,2005 ) desempefia un papel en la integridad de la red de
neurofilamentos e intervienen en la modulacién de la arquitectura axonal durante
el desarrollo y en el adulto y la Proteina de union a calcio beta P23K, interviene en
la proliferacién axonal y plasticidad sinaptica.

De acuerdo a los resultados obtenidos, ademas de la lateralizacion del hipocampo
con respecto al numero de manchas detectadas inicialmente por el software, se
observdé una asimetria hacia el hipocampo derecho con relacion a la
neuroplasticidad, presentandose un 23% de expresion de proteinas en el
hipocampo derecho con relacion a un 11,11% en el hipocampo izquierdo como se

muestra en la comparacion de la figura 31y 32.

Clasificacion de las proteinas expresadas de acuerdo a su funcién celular en el Hipocampo
derecho
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FIGURA 29. Grafico de barra que relaciona la cantidad de proteinas expresadas
con su funcion celular, segun el analisis protedbmico en el hipocampo derecho. El
porcentaje citado fue calculado a partir del total de proteinas seleccionadas de

acuerdo al criterio enunciado anteriormente (citado en el item 3.3.1)

Clasificacion de las proteinas expresadas de acuerdo a su funciéon celular en el
hipecampo izquierdo

Porcentaje tomado a partir de las proteinas
seleccionadas

Funciones de las proteinas

FIGURA 30. Grafico de barra que relaciona la cantidad de proteinas expresadas
con su funcién celular, segun el analisis protedmico en el hipocampo izquierdo. El
porcentaje citado fue calculado a partir del total de proteinas seleccionadas de

acuerdo al criterio enunciado anteriormente (citado en el item 3.3.1)

Con respecto a la relacion expresion proteica vs intensidad del estimulo de las
proteinas involucradas en la neuroplasticidad, se observdé que la proteina
hipocalcina neuronal especifica de uniéon a calcio; receptor de nociceptina,

Gamma-sinucleina y la Antigeno de superficie de los leucocitos CD47, disminuyen
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a medida que aumenta la intensidad del estimulo (dosis-efecto decreciente),
siendo esta la tendencia de la mayor parte de las proteinas expresadas segun el
analisis protedmico general. El caso especifico de la proteina receptor de
nociceptina, estudios indican que esta proteina juega un papel fundamental en la
neuroplasticidad del hipocampo, en el aprendizaje y memoria dependiente del
hipocampo. Ademas ha sido demostrado que inhibe la inducciéon de la
potenciacion a largo plazo (LTP) (Yu et al ., 1997; Yu a nd Xie, 1998, apud
Alexander Kuzmin et al 2009), modula una serie de funciones cerebrales,
incluyendo las emociones y los comportamientos instintivos. Lo que indicaria
segun su expresion de acuerdo al analisis protedbmico que hay una tendencia a
que disminuya la capacidad de aprendizaje y memoria dependiente del
hipocampo.

Lo anterior demuestra que la exposicion a la prueba del nado forzado origina
cambios neurobiolégicos asociados al estimulo estresor, y que dichos cambios

son marcados a medida que se aumenta la intensidad del estresor

Estudios llevados a cabo in vivo e in vitro indican que al aumentar la magnitud del
estrés (en duracién e intensidad) deteriora la memoria dependiente del
hipocampo, lo cual interferiria con la induccion de la potenciacién a largo plazo
(LTP) en el hipocampo (o procesos relacionados) (Kim J.J, Diamond D.M. 2002).

En el equivalente experimental de la indefensién aprendida (donde las ratas no
pueden realizar ninguna respuesta adaptativa para escapar del estimulo aversivo),
se produce un deterioro de la memoria y el aprendizaje. (Kim, J.J.; Diamond D.M.
2002).

Asi pues, el efecto del estrés pareceria afectar el rango fisiolégico de la plasticidad

sinaptica de manera que se favoreceria el desarrollo de la depresién sobre la

potenciacion.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio se pudo notar que
la expresion de las proteinas asociadas con la neuroplasticidad presentaron un
efecto dosis-dependiente decreciente, indicando que la intensidad del estimulo a
que fue sometido el animal en la prueba de nado forzado, probablemente podria

afectar a la memoria y a la plasticidad sinaptica.

Es interesante sefalar que los cambios en la actividad neuronal dependen de los
cambios en el empalme de ciertas proteinas que conforman el citoesqueleto,
también se ha observado, que pueden contribuir a la plasticidad neuronal (A.
Samara, et, al. 2011)

La liberacion de neurotransmisores y algunas otras funciones cerebrales, modulan
a corto y largo plazo la eficacia sinaptica y estos son regulados por los iones de
calcio y estos a su vez son mediados por las proteinas de union a calcio.
(Fountoulakis, M. 2005). En el presente estudio se expresaron dos proteinas que
estan relacionadas con la unidon a calcio y que juegan un papel fundamental en la
plasticidad neuronal, entre las cuales tenemos la proteina hipocalcina neuronal
especifica de union a calcio y la Proteina de union a calcio beta P23K. En la
primera se notd una expresion de dosis efecto decreciente mientras que en la
segunda, no se detectd en el grupo control pero si una baja expresion en los otros
tratamientos (TS5 y T15). Figura 28

Estudio previos indican que el calcio juega un papel principal en la mediacion de
distintos eventos intracelulares, que incluyen la plasticidad neuronal, la
supervivencia celular y la muerte celular (Rasmussen H.1986; Bebchuck JN, et al
2000). La falta de movilizacién de calcio citosélico seria responsable de los
cambios en la excitabilidad sinaptica, cambios que probablemente conforman la
"memoria de aprendizaje" (Rasmussen H.1986). De acuerdo a lo anterior la

decreciente expresion de estas proteinas debido a la intensidad del estimulo
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estresor, provocan cambios neurobiolégicos que podrian influir sobre la memoria y
el aprendizaje.

Otro grupo de proteinas que se encontraron en el analisis protebmico con un alto
nivel de expresion (15%) son aquellas que forman parte del citoesqueleto y la
envoltura nuclear; dentro de las cuales destacamos la Ezrina, proteina que actua
como un intermediario entre la membrana plasmatica y el citoesqueleto de actina.
Se expresa en el hipocampo y desempefia un papel clave en la adhesion de la
superficie celular, la migracion, la organizacion y la morfogénesis de células
epiteliales. Otra proteina es la ADP- proteina factor 2 de ribosilacién, son proteinas
que funcionan como reguladores del trafico vesicular y la organizacion del

citoesqueleto de actina.

El aumento del trafico de las vesiculas puede reflejar un aumento de la actividad

sinaptica y la plasticidad (A. Samara, et, al. 2011).

3.3.4 Cantidad de Manchas Detectadas en Amigdala Derecha e Izquierda

De acuerdo con el analisis de todos los geles que conformaron el experimento se
obtuvieron inicialmente los datos de la cantidad de manchas detectadas en la
amigdala derecha e izquierda. En la amigdala de las ratas estudiadas se
obtuvieron los siguientes resultados: En la amigdala derecha se detectaron 150
spots en el grupo control (sin exposicion al nado T0), 108 en el tratamiento de 5
minutos de exposicion a la prueba de nado forzado (T5) y 100 en el tratamiento de
15 min de exposicion (T15). De igual forma en la amigdala izquierda se detectaron
142 spots en el grupo control (sin exposicion al nado TO) 102 en el tratamiento de
5 minutos de exposicidon a la prueba (T5) y 100 en el tratamiento de 15 min (T15).
Tabla 7.
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TABLA 7 Cantidad de manchas detectadas inicialmente en la amigdala derecha e

izquierda

TRATAMIENTO AMIGDALA AMIGDALA
DERECHA IZQUIERDA

Control: TO 150 142

5 min: T5 108 102

15 min: T15 100 100

Se comparo la cantidad de manchas detectadas en los geles de la amigdala
derecha e izquierda y se encontré que estas disminuyen cuando los animales son
expuestos al estimulo estresor y a medida que la intensidad del mismo es mayor.
Con respecto a la amigdala derecha se not6 una disminucion de las proteinas
cuando la rata fue sometida a 5 y 15 minutos de exposicion a la prueba de nado
forzado con relacion al control. En la amigdala izquierda se noté un

comportamiento muy similar.

Teniendo en cuenta los criterios enunciados anteriormente y de acuerdo al analisis
protedmico y comparandolo con la base de datos expasy, se encontraron 8
proteinas que presentaron diferencias en sus niveles de expresién en los grupos
analizados (1.13% del proteoma detectable), de las cuales 6 (75% de las
encontradas en la base de datos expasy) son comunes en la amigdala derecha e
izquierda (AD/Al); 2 (25%) se encontraron solo en la amigdala derecha (AD).

Figura 33
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FIGURA 31. Proteinas detectadas en la amigdala segun la base de datos expasy

Las 8 proteinas expresadas con sus masas moleculares (PM) y puntos

isoeléctricos (pl) experimentales y tedricos se encuentran en la tabla 8.

TABLA 8 Proteinas expresadas en la amigdala derecha e izquierda, y solo

aquellas expresadas en la amigdala derecha, con sus cédigos y comparando las

masas Yy puntos isoeléctricos experimentales con los teoricos.

PROTEIN ID
ORIGEN CODIGO FROM NOMBRE DE LA PROTEINA MASA PI MASA PI
SWISS
INTERNO PROT EXP EXP TEORICA TEORICO
Potassium voltage-gated
AD/AI P97557 KCNV1_RAT channel subfamily V m... 59,52 595 56,66 5,78
3-alpha-hydroxysteroid
AD/AI P23457 DIDH_RAT dehydrogenase 36,82 6,58 37,02 6,67
Neurogenic differentiation
AD/AI Q63689 NDF2_RAT factor 2 41,14 6,24 41,46 6,18
Limbic system-associated
AD/AI Q62813 LSAMP_RAT membrane protein 37,84 6,41 37,32 6,26
AD/AI BOYIR8 BOYIR8_RAT RCG20955 38,56 8,74 39,34 8,65
Activity-regulated cytoskeleton-
AD/AI Q63053 ARC_RAT associated pr... 4554 53 45,35 5,34
AD Q6PST4 ATLA1_RAT Atlastin-1 61,69 5,66 67,37 5,76
Nuclear receptor subfamily 4
AD Q07917 NR4A2 RAT group A member 2 65,53 8,37 66,62 8,32
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Estas son proteinas que intervienen en la plasticidad neuronal, en las via de
sefalizacion celular, proteina de transporte de la membrana y enzimas
relacionadas con el metabolismo. La figura 34 muestra las funciones y el

porcentaje de expresion de cada una de ellas.

Clasificacion de las proteinas expresadas de acuerdo a su funcién celular en
la amigdala
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FIGURA 32. Grafico de barra que relaciona la cantidad de proteinas expresadas
con su funcidon celular, segun el analisis protedémico en la amigdala derecha e
izquierda. El porcentaje citado fue calculado a partir del total de proteinas
seleccionadas de acuerdo al criterio enunciado anteriormente (citado en el item
3.3.1)

La figura 35 y 36, muestra las proteinas expresadas segun la base de datos

expasy en la amigdala derecha e izquierda con relacion a la intensidad del

estimulo estresor.

99



7000000

6000000

5000000 ]
4000000
B TO-DER

3000000

_l_ I mT5-DER
2000000 1 T15-DER
1000000 I

. . L J

P87557 P23457 Q63689 Q62813 BOYIR8 Q63053 Q6PST4 Q07917

Intensidad (valor arbitrario)

Proteinas expresadas

FIGURA 33. Expresidn de las proteinas en la amigdala derecha segun el analisis
protedmico. Codigos: P97557: Subfamilia de proteinas canales de potasio
regulados por voltaje.; P23457: 3-alfa-hidroxiesteroides deshidrogenasa; Q63689:
Factor 2 de diferenciacién neurogénica; Q62813: Proteina de membrana asociada
al sistema limbico;, BOYIR8: RCG20955; Q63053: Proteina asociada al
citoesqueleto con actividad reguladora; Q6PST4: Atlastina-1; Q07917: Receptor
Nuclear de la subfamilia 4 miembro 2 del grupo A
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FIGURA 34. Expresion de las proteinas en la amigdala izquierda segun el analisis
protedmico. Cdédigos: P97557: Subfamilia de proteinas canales de potasio
regulados por voltaje; P23457: 3-alfa-hidroxiesteroides deshidrogenasa; Q63689:
Factor 2 de diferenciacion neurogénica; Q62813: Proteina de membrana asociada
al sistema limbico; BOYIR8: RCG20955; Q63053: Proteina asociada al

citoesqueleto con actividad reguladora.
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FIGURA 35. Relacion de la expresion de proteinas que intervienen en la
plasticidad neuronal con la intensidad del estimulo estresor. Codigos: Q63689:
Factor 2 de diferenciacion neurogénica; Q62813: Proteina de membrana asociada
al sistema limbico; Q63053: Proteina asociada al citoesqueleto con actividad
reguladora; Q6PST4: Atlastina-1; Q07917: Receptor Nuclear de la subfamilia 4
miembro 2 del grupo A

Del total de las proteinas expresadas en el analisis protedmico, se destacan las
asociadas con la plasticidad neuronal. La figura 37 representa algunos ejemplos
de esas proteinas ilustrando la relacion entre la intensidad del estimulo estresor y
su nivel de expresion. Aquellas proteinas resaltadas con el ovalo representan las

relacionadas con la neuroplasticidad.
3.3.5 Andlisis de Resultados en Amigdala

El analisis protedmico demostré que el 75% de las proteinas expresadas se

encuentran en ambas amigdalas (derecha e izquierda) y un 25% de las proteinas
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expresadas soOlo en la amigdala derecha, demostrando lateralidad hacia esa

region cerebral.

Del total de las proteinas obtenidas del analisis protedmico, aproximadamente el
62,5% intervienen en la neuroplasticidad cerebral entre las cuales podemos
mencionar a manera de ejemplo: El Factor 2 de diferenciacién neurogénica , esta
proteina contribuye a la regulacion de varias vias de diferenciacién de las células,
como las que promueven las células granulares o el cerebelo o la capa de células
del giro dentado del hipocampo; ademas juegan un papel importante en la
morfogénesis de dendritas y el mantenimiento de la corteza cerebelosa. Participan
en el aprendizaje asociativo, la respuesta del comportamiento al miedo. La
Proteina de membrana asociada al sistema limbico, (LAMP) es una glicoproteina
de la superficie de la membrana neuronal de 68 kD en regiones corticales y
subcorticales del sistema limbico, funcionan en la cognicién, la emocién, la

memoria y el aprendizaje.

Durante el desarrollo del sistema limbico, LAMP se encuentra en la superficie de
las membranas de los axones y conos de crecimiento, donde actua como una
molécula de adhesidn homofilica selectiva, y guia el desarrollo de patrones
especificos de las conexiones neuronales. La Proteina asociada al citoesqueleto
con actividad reguladora.,(Arc/ Arg3.1) es un gen inmediato-temprano que ha sido
ampliamente implicado en la plasticidad sinaptica y en la consolidacion de una
variedad de tareas de memoria del hipocampo y la amigdala. La Atlastina-1,
regula el desarrollo axonal durante la prolongacion neuronal y la Receptor Nuclear
de la subfamilia 4 miembro 2 del grupo A, es un regulador de la transcripcion que
es importante para la diferenciacion y el mantenimiento de las neuronas del meso-
diencéfalo durante el desarrollo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, ademas de la lateralizacion de la amigdala
teniendo en cuenta el total del analisis protedmico (8), se observé una asimetria

hacia la amigdala derecha con relacién a la neuroplasticidad, presentandose un
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62,5% de expresion de proteinas en la amigdala derecha con relacion a un 37,5%

en la amigdala izquierda como se muestra en la figura 38.

Porcentaje %

Neuroplasticidad AD Neuroplasticidad Al

Funcidn de la proteina

FIGURA 36. Diferencias en la expresién entre la AD y la Al con relacién a las

proteinas que participan en la neuroplasticidad

Con respecto a la relacion expresion proteica vs intensidad del estimulo de las
proteinas involucradas en la neuroplasticidad, se observé que el Factor 2 de
diferenciacion neurogénica, y la Proteina de membrana asociada al sistema
limbico, (LAMP) se encuentran muy expresadas cuando el animal fue sometido a
5 minutos en la prueba de nado forzado, no encontrandose expresion alguna en el
control y en el tratamiento de 15 minutos. Esta expresidn posiblemente podria
indicar que el animal en ese tiempo (5 min) esta relacionando el aprendizaje
asociativo, la emocién, la memoria al estimulo estresor.

La Proteina asociada al citoesqueleto con actividad reguladora.,(Arc/ Arg3.1) y la
Atlastina-1, se expresan cuando el animal fue sometido a 15 min de exposicion al
nado, no encontrandose expresion proteica en el control (sin exposicion al nado) ni
cuando fue expuesto a 5 min de la prueba. Lo anterior probablemente se deba a

que el animal en ese tiempo haya aprendido a asimilar al estimulo estresor.
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Es interesante sefalar que los cambios en la actividad neuronal dependen de los
cambios en el empalme de ciertas proteinas que conforman el citoesqueleto,
también se ha observado, que pueden contribuir a la plasticidad neuronal (A.
Samara, et, al. 2011)

3.4 CORRELACION ENTRE LA FASE COMPORTAMENTAL, FISIOLOGICA Y
LA EXPRESION DE PROTEINAS EN RATAS SOMETIDAS A DIFERENTES
NIVELES DE ESTRES

3.4.1 Analisis Estadistico

Con el fin de correlacionar el tiempo de exposicion al que es expuesto el animal en
el nado forzado, con la expresion de proteinas, se realizd un analisis no
parameétrico con una correlacion de Spearman Rank Order. Para ello se tomé
como criterio aquellas proteinas implicadas en la neuroplasticidad ya que estas

presentaron un alto porcentaje de expresion con respecto al proteoma general.

3.4.2 Resultados y Discusion
Los resultados obtenidos del analisis de correlacion de Spearman Rank Order

pueden observarse en el ANEXO 7

Al correlacionar el tiempo de exposicion al que fue sometido el animal a la prueba
de nado forzado con la expresion de proteinas, se notd que a medida que
aumenta el tiempo de exposicidon se presentd una correlacion negativa con la
expresion de proteinas, afirmandose de esta manera que existe una inhibicion
estadisticamente significativa en las proteinas P84076: Proteina hipocalcina
neuronal especifica de union a calcio, P35370: Receptor de nociceptina, P97829:
Antigeno de superficie de los leucocitos CD47, O08697: ADP-ribosylation factor-
like protein 2, Q63689: Factor 2 de diferenciacion neurogénica, Q62813: Proteina
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de membrana asociada al sistema limbico. La tendencia a la inhibiciéon de la
expresion de las proteinas enunciadas anteriormente, ademas de afectar a la
memoria y a la plasticidad sinaptica, podria alterar la morfologia de las dendritas e
inhibir la neurogénesis en el cerebro adulto, lo que potencialmente puede tener un

impacto en la memoria y aprendizaje.

Cabe anotar que dos de las proteinas resaltadas sufrieron una correlacién positiva
al aumentar el tiempo de exposicion del estimulo estresor, tal es el caso de las
proteinas Q63053: Proteina asociada al citoesqueleto con actividad reguladora y
Q6PST4: Atlastina-1. Estas proteinas estdan ampliamente implicadas en la
plasticidad sinaptica, en la memoria del hipocampo y la amigdala, ademas juegan

un papel en el desarrollo axonal durante la prolongacién neuronal.

El parametro comportamental como como criterio de estrés se determiné a través
de los cruzamientos. A mayores cruzamientos se notd una correlacion negativa en

la expresion de las proteinas.

Con respecto a la glicemia y a la tasa metabdlica basal de oxigeno, a medida que
aumento el tiempo de exposicidn al estimulo, se noté una correlacion positiva con

la expresion de proteinas.

Ademas al correlacionar la glicemia post con la expresion de proteinas, se observo
que en los animales que consumieron menos glucosa, la expresién de las
proteinas Q9Z214: Proteina homologa 1 Homer y O08697: ADP- proteina factor 2
de ribosilaciéon presentaron una correlacion positiva, la primera de ellas interviene
en los cambios estructurales que se producen en las sinapsis durante el desarrollo
y plasticidad neuronal de larga duracién y la otra proteina en la organizacion del

citoesqueleto de actina.
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CONCLUSIONES

Se encontraron diferencias en la expresion de proteinas entre el hipocampo
derecho e izquierdo del tipo dosis dependientes decrecientes después de haber
sido sometido al animal a diferentes niveles de estrés inducido por la prueba de

nado forzado.

Aproximadamente un 20% del total de las proteinas expresadas estarian
asociadas con la plasticidad neuronal, demostrando que el hipocampo es una

estructura dinamica y muy sensible a los efectos de un estrés agudo o cronico.

Se encontré una lateralidad funcional importante en la expresion de proteinas en
el hipocampo dorsal. El analisis protebmico demostré una mayor expresion de las

proteinas en el hipocampo derecho con relacién al hipocampo izquierdo.

El analisis protedmico mostré que la expresion de proteinas en la amigdala no fue
del tipo dosis dependiente decreciente con respecto a la intensidad del estimulo
estresor, presentdndose una mayor expresidn proteica cuando el animal fue

expuesto a la prueba de nado forzado a los 5 y 15 minutos.

Con respecto al parametro comportamental, se encontré que el animal pasaba
mayor tiempo realizando cruzamientos en la periferia en comparacion con el

centro.

A nivel fisiologico, cuando el animal se encontré bajo condiciones de estrés por la
exposicién al nado, el consumo de oxigeno se incrementd; de igual forma se
presentd un aumento en los niveles de glicemia en los primeros minutos de
exposicion y luego al aumentar la intensidad del estimulo estresor los niveles de

glicemia descendieron.
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Se encontré6 una relacion dosis dependientes decrecientes en las proteinas

asociadas a la plasticidad, predominando una correlacién negativa
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RECOMENDACIONES

Determinar cambios a nivel protedmico dentro de las regiones de proteinas que
mostraron baja resolucién, aumentando la longitud de los strips (geles de la
primera dimensién) empleados en la corrida del isoelectroenfoque. Ademas, esto
permitiria esclarecer cambios asociados en la expresion del hipocampo y la
amigdala de ratas expuestas a la prueba de nado forzado de una manera mas
especifica a proteinas que presentan isoformas con pequenas diferencias en sus
puntos isoeléctricos. De igual forma se sugiere utilizar un método de tincién mucho
mas sensible (por ej. fluorescente), para poder observar de mejor la expresiéon de

las proteinas.

Efectuar un mapeo proteémico identificando las proteinas que presentaron
variaciones en su expresion por técnicas de espectrometria de Masas MALDI-TOF
y/o ESI-MS, ya sea por el nivel de intensidad o por la expresion diferencial entre
los grupos analizados, con el fin de monitorear dichas variaciones en asociacion a
modelos de depresién y memoria como lo es la prueba de nado forzado, y de esta
manera correlacionar el nivel comportamental con las variaciones

neuroprotedmicas que se puedan presentar.
Finalmente, se espera que estos resultados proporcionen una nueva perspectiva

utilizando herramientas protedmicas para favorecer la investigacién en el campo

de las Neurociencias a nivel Nacional.
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ANEXOS

ANEXO A Composicion de las soluciones utilizadas en Electroforesis

1. Buffer de lisis

BUFFER DE LISIS 5ML

Componente Concentracion Cantidad
Tris base 40 mM 0.024 g
Urea 7™M 2145¢
Tiourea 2M 0.760 g
CHAPS 4% (p/v) 0.200 g
PMSF 1 mM 200.0 yL

(Stock 25 mM)

2. SOLUCIONES PARA ISOELECTROENFOQUE
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2.1 Buffer de Rehidratacién

Buffer de Rehidratacion

Componente Concentracion
Urea 8M
DTT 50 mM
Anfolitos 0.2%
CHAPS 2% (p/v)
Azul de bromofenol 0.001%

2.2 BUFFER DE EQUILIBRACION |

Buffer de Equilibracion |

Componente Concentracion
Urea 6M
Tris-HCI pH 8.8 0.375M
SDS 2%
Glicerol 20%
DTT 13 mM
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2.3 BUFFER DE EQUILIBRACION I

Buffer de Equilibracién Il

Componente Concentracion
Urea 6M
Tris-HCI pH 8.8 0.375 M
SDS 2%
Glicerol 20%
lodoacetamida 13.5 mM

3. SOLUCIONES PARA SDS-PAGE

3.1 Acrilamida/bisacrilamida 30% (29.2% acrilamida, 0.8% bisacrilamida)

Soluciéon de acrilamida

100 mililitros
Acrilamida 29.2¢
Bisacrilamida 08¢

Disolver en 80 ml de agua HPLC

Agua HPLC Anadir hasta 100 ml

Filtrar, almacenar en frasco oscuro a 4°C
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3.2 TAMPON PARA EL GEL SEPARADOR TRIS-HCL 1,5 M, PH 8,8

Solucién tampon Tris-HCI 1.5 M pH 8.8

100 mililitros

Tris-base 18.17 g

Disolver en 80 ml de agua HPLC

Ajustar el pH a 8.8 con HCI concentrado

Agua HPLC Anadir hasta 100 ml

3.3 TAMPON PARA EL GEL SEPARADOR TRIS- HCL 0,5 M, PH 6,8

Solucién tampén Tris-HCI 0.5 M pH 6.8

100 mililitros

Tris-base 6.05¢

Disolver en 80 ml de agua HPLC

Ajustar el pH a 6.8 con HCI concentrado

Agua HPLC Anadir hasta 100 ml
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3.4 SDS al 10% (peso/volumen)

Solucién SDS 10%

100 mililitros

SDS 10.0 g

Disolver en 80 ml de agua HPLC

Agua HPLC Anadir hasta 100 ml

3.5 Persulfato amonico (APS) al 10%

Solucion APS 10%

10 mililitros
SDS 1.0g

Disolver en 8 ml de agua HPLC

Agua HPLC Anadir hasta 10 ml
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3.6 COMPONENTES PARA LA PREPARACION DE LOS GELES

Composicion de los geles (1 gel)

Staking
Separador (12%) (5%)
Componente Cantidad Cantidad
Agua (desionizada) 1.6 mL 930.0 uL
Acrilamida-bisacrilamida 30% 2.0 mL 230.0 uL
Tris base, pH 8.8 -6.8 1.3 mL 375.0 yL
SDS (10%) 50.0 L 15.0 pL
Persulfato de amonio (10%) 25.0 uL 30.0 L
TEMED 10.0 L 3.0uL

3.7 Buffer de corrido

Composicién del Buffer de corrido (2000 ml)

Componente Concentracion Cantidad
Glicina 1.44 % 28.8¢g
Tris-base 0.20% 4049
SDS 0.10% 20g

Disolver en 1L y afo

rar a 2L
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4. SOLUCIONES DE TINCION AZUL DE COOMASSIE COLOIDAL

4.1 Solucion de Fijacion

Solucién de fijacién (500 ml)

Componente Concentracion Cantidad
Metanol 50.0 % 250.0 ml
Acido fosforico 2.0% 10.0 ml

Aforar a 500 ml con agua HPLC

4.2 Solucion de Equilibracion

Solucién de equilibraciéon (200 ml)

Componente Concentracion Cantidad
Metanol 33.0 % 66.0 ml
Sulfato de amonio 17.0 % 34.0¢g
Acido fosférico 3.0 % 6.0 ml

Aforar a 200 ml con agua HPLC

4.3 Solucién Colorante

Solucion colorante (5 ml)

Componente Cantidad
Azul de Coomassie G-250 60.0 mg
Metanol 5.0 ml
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ANEXO B Curva de Calibracion

Se prepararon 500 pL de solucion de albumina de concentracion 1 mg/mL y se

obtuvieron los patrones que se describen en la tabla 1

Tabla 1. Patrones de la curva de calibracion

ML
PATRON CONCENTRACION (MG/ML) SOLUCION pL BUFFER

1 BLANCO 0 100
2 0.1 10 90
3 0.2 20 80
4 0.3 30 70
5 0.4 40 60
6 0.5 50 50
7 0.6 60 40
8 0.7 70 30
9 0.8 80 20
10 0.9 90 10
11 1.0 100 0

1. De cada patron se tomaron 20 pL y se adiciond 1.0 mL del reactivo de Bradford
2. Se realizaron diluciones de 1:20, para que el valor de absorbancia estuviera

dentro del rango de la curva.

De cada patrén se realizaron lecturas de absorbancia por triplicado, se obtuvo el
valor promedio y se graficé la absorbancia promedio vs concentracion (figura 1).
La tabla 2 a,b,c muestra a manera de ejemplo los resultados de la cuantificaciéon

en el hipocampo derecho.
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CURVA DE CALIBRACION

y =0,6584x - 0,0043
R2=05977

07 4

06 -

04 -

03 4

o1 4

D T T T T T T T T T
a1 0z 03 04 05 0g a7 03 09

L=

0,1
COMCENTRACION PATROM mgdmL

Figura 1. Curva de calibracién
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Tabla 2a. Resultados de la cuantificacion en el hipocampo derecho tratamiento 0

Vol buffer de Rehidratacion

Muestra Concentracion Vol muestra pl pL

C1R5TO 5.63 324 94.6
C1R1TO 3.63 50.2 76.8
C2R0TO 12.80 14.3 112.7
C2R5T0 9.19 19.9 107.1
C4R3T0 9.076 20.1 106.9
C4R0TO 9.107 20.1 106.9
C5R4T0 6.058 30.2 96.8
C5R2T0 2.518 72.6 54.4
C6R1TO 6.048 30.2 96.8
C6R3TO0 2.797 65.4 61.6

C=Caja R=Rata T= Tratamiento

Ejemplo: C1R5T0 Caja 1, Rata 5, Tratamiento O (control)
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Tabla 2b. Resultados de la cuantificacion en el hipocampo derecho tratamiento 5

min

Muestra Concentracion Vol muestra pl

Vol buffer de
Rehidratacion pL

C1ROT5 3.766 48.6 78.4
C1R4T5 7.026 26.0 101
C2R1T5 7.158 255 101.5
C2R4T5 6.064 30.2 96.8
C4R2T5 10.661 17.2 109.8
C4R5T5 12.069 15.2 111.8
C5R0T5 5.183 35.3 91.7
C5R2T5 9.385 19.5 107.5
C6ROT5 12.646 14.5 112.5
C6R4T5 14.023 13.0 114
Vol buffer de
Muestra Concentracion Vol muestra pl Rehidratacion pL
C1R2T15 4.343 42.1 84.9
C1R3T15 5.285 34.6 92.4
C2R3T15 12.595 14.5 112.5
C2R2T15 7.492 244 102.6
C4R1T15 9.750 18.8 108.2
C4R4T15 9.446 19.4 107.6
C5R1T15 6.92 26.4 100.6
C5R5T15 7.107 25.7 101.3
C6R2T15 12.646 14.5 112.5
C6R4T15 10.762 17.0 110

Tabla 2c. Resultados de la cuantificacion en el hipocampo derecho tratamiento 15

min
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ANEXO C

Perfiles de proteinas de muestras del hipocampo derecho, izquierdo, amigdala
derecha e izquierda con sus respectivos tratamientos
Strips 7cm; pl 3-10

HIPOCAMPO DERECHO T0

f CIRSTOHD v2 (Raw 2-D Image)

C4ROTOHD v2 (Raw 2-D Image) C4R3TOHD v2 (Raw 2-D Image)
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HIPOCAMPO DERECHO T0

C6R1TOHD v2 (Raw 2-D Image) CER3TOHD v2 (Raw 2-D Image)
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HIPOCAMPO DERECHO T5

-

b8
»
—
—
-
—
—
'
-
.
-

136



HIPOCAMPO DERECHO T5

2.D1

.

137




C2R2T15 v2 (Raw 2-D Image)

C4RITIS v2 (Raw 2-D Image) C4R4T1S v2 (Raw 2-D Image)
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HIPOCAMPO DERECHO T15

-
o i
¥

. e B i

COR2T1S v2 (Raw 2-D Image) i C6RST1S v2 (Raw 2-D Image) |
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C1R5TO HI v3 (Raw 2-D Image)

#

CSR2TO v3 (Raw 2-D Image) C4R3TO HI v3 (Raw 2-D Image)
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HIPOCAMPO IZQUIERDO TO

CERITO v2 (Raw 2-D Image) CER3TO v2 (Raw 2-D Image)
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HIPOCAMPO IZQUIERDO T5

C4R2TS5HI v2 (Raw 2-D Image)

C4R5TS5HI v3 (Raw 2-D Image)
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HIPOCAMPO IZQUIERDO T5

CSROTSHI v2 (Raw 2-D Image)

CAROTSHI v2 (Raw 2-D Image) CSR4TSHI v3 (Raw 2-D Image)
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HIPOCAMPO IZQUIERDO T15

CARITISHI v2 (Raw 2-D lmage)
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HIPOCAMPO IZQUIERDO T15

e ——— -

SHI v2 (Raw 2-D Image) |

- |

2-D Image) |
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GELES MASTER
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Hipocampos Derechos (Master) : Hipocampos Izquerdos (Master)
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C1ADTO v2 (Raw 2-D Image)

C4ADTO v2 (Raw 2-D Image)

")

CEADTO v2 (Raw 2-D Image) - |B AMIGDALAS T0 (Master)
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AMIGDALA T35 (Master)
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AMIGDALA DERECHA T15

!
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ABIGDALAS T15 (Master)




ClAITO v2 (Raw 2-D Images) C2AITO v2 (Raw 2-D Image)

C4AITOAv] v2 (Raw 2-D Image) v 2-D Image)

AMIGDALAS TO (Master)

CSAITO v2 (Raw 2-D Image)
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) Image)

CEAITS v3 (Raw 2-D Insze) [ AMIGDALA TS5 (Master)
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AMIGDALA IZQUIERDA T15
=,

AMIGDALAS T15 (Master)
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ANEXO D Ejemplos de proteinas comparando su expresion en 3D, su intensidad
de expresion de la mancha en el gel y las intensidades con los promedios * error
estandar. Notandose un efecto dosis-dependiente decreciente cuando el animal es

sometido a diferentes tiempos de exposicion al nado forzado (TO-T5-T15).
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ANEXO E Peso de las muestras cerebrales (Hipocampo y Amigdala) de cada una

de las cajas viveros con sus respectivos tratamientos

CAJA 1
w tubo + w tubo + buffer + w
Rata TTO Localizacion buffer muestra muestra

0 5 HD 1,8314 1,8503 0,0189
0 5 HI 1,7838 1,8077 0,0239
0 5 AD 1,5459 1,5858 0,0399
0 5 Al 1,5542 1,6093 0,0551
1 0 HD 1,8049 1,8439 0,039

1 0 HI 1,7881 1,8306 0,0425
1 0 AD 1,5604 1,6169 0,0565
1 0 Al 1,529 1,5574 0,0284
2 15 HD 1,8346 1,8612 0,0266
2 15 HI 1,7737 1,7889 0,0152
2 15 AD 1,5642 1,6065 0,0423
2 15 Al 1,5636 1,5994 0,0358
3 15 HD 1,8226 1,8683 0,0457
3 15 HI 1,7647 1,8262 0,0615
3 15 AD 1,5696 1,604 0,0344
3 15 Al 1,5146 1,5555 0,0409
4 5 HD 1,7878 1,8319 0,0441
4 5 HI 1,7819 1,8267 0,0448
4 5 AD 1,5846 1,62 0,0354
4 5 Al 1,5245 1,549 0,0245
5 0 HD 1,7743 1,8076 0,0333
5 0 HI 1,7816 1,8292 0,0476
5 0 AD 1,5781 1,6122 0,0341
5 0 Al 1,5255 1,5597 0,0342
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CAJA 2

w tubo + w tubo + buffer + w
Rata TTO Localizacion buffer muestra muestra
0 0 HD 1,8138 1,8663 0,0525
0 0 HI 1,815 1,868 0,053
0 0 AD 1,5624 1,601 0,0386
0 0 Al 1,5724 1,6107 0,0383
1 5 HD 1,6517 1,718 0,0663
1 5 HI 1,6816 1,7346 0,053
1 5 AD 1,5375 1,5597 0,0222
1 5 Al 1,6027 1,6191 0,0164
2 15 HD 1,6132 1,6633 0,0501
2 15 HI 1,6966 1,748 0,0514
2 15 AD 1,4736 1,5044 0,0308
2 15 Al 1,3784 1,4076 0,0292
3 15 HD 1,8099 1,8595 0,0496
3 15 HI 1,737 1,7936 0,0566
3 15 AD 1,5533 1,5997 0,0464
3 15 Al 1,5771 1,6126 0,0355
4 5 HD 1,659 1,7158 0,0568
4 5 HI 1,6078 1,6538 0,046
4 5 AD 1,5754 1,6178 0,0424
4 5 Al 1,563 1,6018 0,0388
5 0 HD 1,7223 1,7959 0,0736
5 0 HI 1,6504 1,7052 0,0548
5 0 AD 1,5744 1,6306 0,0562
5 0 Al 1,4951 1,5389 0,0438
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CAJA 3

w tubo + w tubo + buffer + w
Rata TTO Localizacion buffer muestra muestra

0 5 HD 1,8638 1,9318 0,068

0 5 HI 1,7747 1,8367 0,062

0 5 AD 1,5876 1,606 0,0184
0 5 Al 1,6481 1,6608 0,0127
1 0 HD 1,7994 1,8529 0,0535
1 0 HI 1,7794 1,8281 0,0487
1 0 AD 1,5699 1,5954 0,0255
1 0 Al 1,5687 1,6058 0,0371
2 15 HD 1,7832 1,8307 0,0475
2 15 HI 1,7617 1,8062 0,0445
2 15 AD 1,571 1,5944 0,0234
2 15 Al 1,5635 1,5949 0,0314
3 0 HD 1,8117 1,8533 0,0416
3 0 HI 1,7558 1,8116 0,0558
3 0 AD 1,526 1,5472 0,0212
3 0 Al 1,5741 1,5962 0,0221
4 5 HD 1,8058 1,8735 0,0677
4 5 HI 1,7766 1,8113 0,0347
4 5 AD 1,5685 1,6005 0,032

4 5 Al 1,5608 1,5976 0,0368
5 15 HD 1,7742 1,8636 0,0894
5 15 HI 1,7652 1,8207 0,0555
5 15 AD 1,5946 1,6281 0,0335
5 15 Al 1,6141 1,6393 0,0252
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CAJA 4

w tubo + w tubo + buffer +
Rata TTO Localizacién buffer muestra W muestra

0 0 HD 1,7674 1,8154 0,048

0 0 HI 1,7721 1,8249 0,0528
0 0 AD 1,528 1,5663 0,0383
0 0 Al 1,5178 1,554 0,0362
1 15 HD 1,7858 1,8457 0,0599
1 15 HI 1,7892 1,8381 0,0489
1 15 AD 1,5307 1,561 0,0303
1 15 Al 1,5544 1,5881 0,0337
2 5 HD 1,7776 1,8242 0,0466
2 5 HI 1,7826 1,8374 0,0548
2 5 AD 1,5299 1,5733 0,0434
2 5 Al 1,5646 1,616 0,0514
3 0 HD 1,7611 1,8049 0,0438
3 0 HI 1,7792 1,8325 0,0533
3 0 AD 1,5524 1,5927 0,0403
3 0 Al 1,564 1,5873 0,0233
4 15 HD 1,7958 1,8426 0,0468
4 15 HI 1,7975 1,8435 0,046

4 15 AD 1,5493 1,5947 0,0454
4 15 Al 1,5285 1,5747 0,0462
5 5 HD 1,792 1,8477 0,0557
5 5 HI 1,7682 1,8229 0,0547
5 5 AD 1,4955 1,5389 0,0434
5 5 Al 1,4738 1,4997 0,0259
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CAJA S

w tubo + w tubo + buffer + w
Rata TTO Localizacion buffer muestra muestra
0 5 HD 1,7715 1,8022 0,0307
0 5 HI 1,7833 1,849 0,0657
0 5 AD 1,632 1,6632 0,0312
0 5 Al 1,6492 1,6836 0,0344
1 15 HD 1,7756 1,8199 0,0443
1 15 HI 1,8204 1,8798 0,0594
1 15 AD 1,5958 1,6267 0,0309
1 15 Al 1,5544 1,5816 0,0272
2 0 HD 1,7703 1,8115 0,0412
2 0 HI 1,7552 1,7898 0,0346
2 0 AD 1,5632 1,5968 0,0336
2 0 Al 1,4779 1,5114 0,0335
3 5 HD 1,7702 1,8015 0,0313
3 5 HI 1,7679 1,8088 0,0409
3 5 AD 1,5624 1,5935 0,0311
3 5 Al 1,5626 1,599 0,0364
4 0 HD 1,789 1,8359 0,0469
4 0 HI 1,8041 1,8495 0,0454
4 0 AD 1,5547 1,585 0,0303
4 0 Al 1,5632 1,59 0,0268
5 15 HD 1,7592 1,809 0,0498
5 15 HI 1,753 1,7891 0,0361
5 15 AD 1,5528 1,5923 0,0395
5 15 Al 1,5564 1,5903 0,0339
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ANEXO F Tabla que muestra los resultados fisioldgicos: glicemia y consumo de oxigeno de cada caja vivero con los

diferentes tratamientos, con las condiciones de laboratorio como la temperatura y humedad relativa

CONSUMO DE OXIGENO EN MILILITROS / MIN X 100 GRAMOS DEL PESO

DEL ANIMAL

CAJ

A1l

RAT TT HUMEDA TEMPERATU PESO GLICEMI

A O D RA °C (G) A MG/DL CONSUMO DE OXiGENO (ML)

PR POS PR POS PR POS 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M

(Y, E T PREPOST E T E T L L L L L L L L L L L L
23 12

0 5 07 071 215 232 6 240 5 198 33 30 1,7 24 21 22 25 27 26 27 27 28
25 13

1 0 07 071 215 232 0 248 6 92 38 32 29 33 48 44 24 24 23 19 15 17
23 11

2 15 0,7 071 215 232 6 236 8 107 21 23 16 21 20 20 28 28 24 28 30 30
23 11

3 15 0,7 071 215 232 5 241 0 87 12 15 23 21 09 15 28 27 28 23 28 23
22

4 5 07 079 215 235 6 230 73 111 1,7 17 20 24 23 22 26 25 1,9 24 22 26
23 14

5 0O 07 0,79 215 235 4 237 1 111 16 20 19 22 20 22 24 23 22 22 23 22
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CONSUMO DE OXIGENO EN MILILITROS / MIN X 100 GRAMOS DEL PESO DEL ANIMAL

CAJA 2
TEMPERATURA GLICEMIA
RATA TTO HUMEDAD °C PESO (G) MG/DL CONSUMO DE OXIGENO (ML)

5M 10M

(N) PRE POST PRE POST PRE POST PRE POST 5ML 10ML 5ML 10ML 5ML 10ML 5ML 10ML 5ML 10ML L L
0 0 076 0,74 228 22,8 222 216 79 97 20 23 11 15 14 14 22 23 20 23 20 19
1 5 071 0,74 232 228 2256 231 126 104 23 25 19 19 17 15 26 13 32 30 25 25
2 15 0,73 0,7 23,2 23,1 234 23r 98 102 15 20 22 19 09 12 29 34 24 25 22 26
3 15 0,71 0,71 23,2 232 251 260 113 87 24 22 13 14 10 11 27 28 29 25 29 28
4 5 071 0,72 232 232 222 224 93 103 14 18 11 13 08 09 24 24 23 21 19 24
5 0 071 0,75 232 234 234 228 103 98 22 21 15 15 09 10 24 22 11 13 09 10
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CONSUMO DE OXIGENO EN MILILITROS / MIN X 100 GRAMOS DEL PESO DEL ANIMAL

CAJ

A3

RAT TT HUMEDA TEMPERATU GLICEMIA )

A O D RA °C PESO (G) MG/DL CONSUMO DE OXIGENO (ML)
PR POS PR POS PR POS 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M

(N) E T PRE POST E T E T L L L L L L L L L L L L
0,7

0 5 8 072 217 23 277 282 83 8 20 23 14 15 12 11 27 27 23 25 15 18
0,7

1 0 2 07 233 221 292 298 80 104 14 17 17 17 16 19 16 17 13 1,7 11 17
0,6

2 15 8 07 234 221 295 297 98 8 12 14 16 16 22 27 20 21 16 15 15 17
0,6

0 7 0,71 234 22 250 243 92 89 15 19 18 16 16 15 23 23 13 15 15 15

0,7 0,71 235 22 259 262 98 91 16 19 16 18 24 21 22 25 23 14 25 25
0,7

5 15 1 074 235 218 265 266 99 78 14 18 1,7 19 14 18 22 24 23 14 23 23
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CONSUMO DE OXIGENO EN MILILITROS / MIN X 100 GRAMOS DEL PESO DEL ANIMAL

CAJA 4

RAT TT HUMEDA TEMPERATU GLICEMIA

A O D RA °C PESO (G) MG/DL CONSUMO DE OXIGENO (ML)
PR POS PR POS PR POS 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M

(N) E T PRE POST E T E T L L L L L L L L L L L L
0,7

0 0 9 077 224 225 249 244 91 9% 19 25 18 18 14 16 18 19 20 20 18 19
0,7

1 15 & 0,77 226 225 280 286 9% 84 12 16 18 21 10 12 29 30 28 28 24 26
0,7

2 5 6 076 227 226 252 25 102 9 16 18 15 18 18 20 28 29 29 29 32 30
0,7

3 0 6 077 227 227 281 282 93 94 15 15 18 20 25 23 11 13 13 13 13 13
0,7

4 15 &5 0,77 228 227 242 244 92 93 13 15 1,7 16 15 20 32 31 26 2,7 25 32
0,7

5 5 6 077 228 22,7 259 262 88 87 18 21 22 21 23 19 29 28 23 22 16 18
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CONSUMO DE OXIGENO EN MILILITROS / MIN X 100 GRAMOS DEL PESO DEL ANIMAL

CAJA
5
TT HUMEDA TEMPERATU GLICEMI

RATA O D RA °C PESO (G) A MG/DL CONSUMO DE OXIGENO (ML)
PR POS PR POS PR POS 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M 5M 10M

(N) E T PRE POST E T E T L L L L L L L L L L L L
0,7

0 5 2 07 22,7 225 270 276 8 93 15 18 18 21 19 37 23 23 24 26 27 27
0,7

1 15 1 067 227 226 246 248 114 91 23 23 17 20 13 26 20 20 22 19 22 17
0,7

2 0 1 074 226 227 266 264 101 91 22 29 117 17 14 29 17 19 16 14 12 14
0,7

3 5 1 074 227 228 254 25 109 113 21 22 18 18 12 25 23 25 26 27 30 28
0,7

4 0 5 071 228 232 255 257 74 8 28 22 16 16 08 16 14 15 08 10 09 11
0,7

5 15 2 0,77 23 232 260 263 98 99 22 23 19 20 14 28 26 26 25 26 22 23
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ANEXO G Tabla que muestra los resultados obtenidos del analisis de correlaciéon de Spearman Rank Order. Se
correlacioné el tiempo de exposicion que fue sometido el animal, el consumo de oxigeno, glicemia y la frecuencia y
el tiempo de permanencia de acuerdo a la zona ubicada virtualmente en la piscina con la expresion de proteinas. Se
tomod como criterio aquellas proteinas implicadas en la neuroplasticidad.. Abreviaturas: TTO= Tratamiento; PBT=
consumo de oxigeno pre; PPOST= consumo de oxigeno post; FA= Frecuencia absoluta; TA= Tiempo absoluto;

CRUZ=Cruzamientos; Gli-post= Glicemia post; HD= Hipocampo derecho; HI= Hipocampo izquierdo; A= Amigdala

FA- TA- GLI-
TTO | PBT | PPOST | CENTRO | CENTRO |FA-PERIF|TA-PERIF| %T-PERIF | CRUZ | POST
P84076 HD/HI | -0,444 -0,461
QOPGW?2
HD/HI
P35370 HD/HI | -0,445 -0,445
Q97214 HD/HI 0,574 0,663
Q04940 HD/HI
035264 HD/HI
Q9QWR2 HD
P97829 HD | -0,476 -0,489
Q62845 HI
P31977 HI
008697 HI | -0,556 -0,465 -0,525 -0,542 -0,518 | 0,451
Q63689 AD/AI | -0,519 -0,446 -0,525 -0,509 -0,525
Q62813 AD/AI | -0,689 -0,473 -0,647 -0,694 -0,608
Q63053 AD/AI | 0,474 -0,495 0,487
Q6PST4 AD | 0,688 0,696 0,692 0,712 0,649 -0,509 0,741
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