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Resumen

El sistema endocannabinoide es un importante regulador de la repuesta de estrés,
sin embargo, se desconoce con claridad si tiene propiedades preventivas sobre las
afectaciones conductuales del estrés. Para evaluar lo anterior, se administré anandamida
u oleamida a ratas macho de la cepa Wistar 10 minutos antes de ser expuestas al olor
de depredador (orina de lince). Comenzando 24 horas después de la exposicion, la
conducta fue evaluada con el laberinto cero elevado, el campo abierto y la prueba de
reconocimiento de objetos. Anandamida previno el desarrollo de alteraciones
conductuales y déficits en la memoria de manera dosis-dependiente, mientas la oleamida
demostré poca capacidad preventiva. Este impacto diferencial puede reflejar el perfil
farmacodinamico distinto de cada ligando. Se sugiere que la activacion del sistema
endocannabinoide en una etapa peritraumatica podria ser un blanco para la prevencion
de secuelas inducidas por estrés.
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Capitulo 1

La sabiduria del cuerpo

“Es gibt mehr Weisheit in deinem Kérper als in deiner tiefsten Philosophie.”

—Nietzsche, 1907



El cuerpo es pincel y lienzo de tus obras maestras. La tension que genera te
dispone para cada acto desafiante que afirma vida y escala montafias. Su fuerza se jacta
con sabiduria, provista como manera para afrontar un mundo incierto y hostil. Sino es la
guerra que nos llama, sera el campo bélico de nuestro deseo. El cuerpo saludable y
orgulloso proclama que cada batalla lo redefine de una nueva manera y mejor: ha logrado
aceptar y trascender su sufrimiento. Esta alegoria no es comunmente reconocida en el
espejo, se reserva para consejos sobre el “deber ser”. Extendiendo la alegoria bélica,
una gran derrota puede ser suficiente para desfigurar las capacidades militantes del
cuerpo. La tension se vuelve causa de un infierno silencioso que se esconde detras de

cada mirada.

La labor cientifica anhela por una compresién del cuerpo, construye y ajusta sus
modelos para producir aproximaciones explicativas y en ultima instancia, predictivas. La
capacidad del cuerpo para lidiar con amenazas ha sido un interés prevalente en la
literatura cientifica. El estrés es un concepto producto de un mosaico conceptual que se
traza en ciencia por casi un siglo (Fink, 2010). El proyecto aun esta en desarrollo, dado
que persiste la carencia de una definicion parsimoniosa del estrés (Fink, 2016). A pesar
de esta condicion, se debe pisar en alguna piedra para permitir el avance. Se ha
identificado a la respuesta de estrés como una constelacion de patrones fisioldgicos que
involucra la redistribucion de recursos hacia procesos que permiten una mayor
probabilidad de supervivencia (Sanchez Castillo, Paz-Trejo, Vazquéz Ramirez, Zarate
Gonzalez, & Migliaro, 2014).

A pesar de la efectividad de la respuesta de estrés para facilitar la supervivencia
de un organismo, esta también puede generar consecuencias adversas para el individuo.
Una exposicion a un estresor severo o la incapacidad del cuerpo para reequilibrase es
suficiente para crear repercusiones que persisten a largo plazo en la ausencia del
estresor original que pueden manifestarse como ansiedad y alteraciones a diversos
procesos cognitivos (de Kloet, Joéls, & Holsboer, 2005; Holmes & Singewald, 2013; Pang
et al., 2014; Ravindran & Stein, 2009; Wiedemann, 2015).



El sistema endocannabinoide se localiza en una encrucijada funcional en la
amortiguacion y terminacion de la respuesta de estrés (Lutz, Marsicano, Maldonado, &
Hillard, 2015). Los endocannabinoides regulan la respuesta de estrés mediante su
participacion en la liberacion de glucocorticoides, la modulacion de la excitabilidad de la
amigdala y la respuesta de inflamacion (Henry, Kerr, Finn, & Roche, 2016; Lutz,
Marsicano, Maldonado, & Hillard, 2015; Neumeister et al., 2015). Se ha sugerido que una
alteracion del sistema endocannabinoide podria explicar en parte la etiologia y la
sintomatologia del trastorno de estrés postraumatico (Hill & Lee, 2016; Neumeister et al.,
2015). Por estas razones, se ha sugerido que la sefializacion de endocannabinoides es
un blanco terapéutico viable para el tratamiento de psicopatologias relacionas o
inducidas por el estrés (Fowler, 2015; Kinsey, O’Neal, Long, Cravatt, & Lichtman, 2011;
Lomazzo et al., 2015; Patel & Hillard, 2006). La amina hidrolasa de acidos grasos (FAAH,
por sus siglas en inglés) es un enzima degradante de ciertos endocannabinoides que ha
recibido mucha atencion por su potencial terapéutico (Marco et al., 2015; Moreira, Kaiser,
Monory, & Lutz, 2008; Neumeister, Seidel, Ragen, & Pietrzak, 2015). Lamentablemente,
en junio del 2016, un estudio clinico de fase Il financiado por Pfizer y dirigido por el Dr.
Alexander Neumeister, el cual evaluaba la efectividad de un inhibidor de la FAAH para
tratar la sintomatologia de pacientes diagnosticados con el trastorno por estrés
postraumatico, fue terminado por razones de fraude cientifico (U.S. Food and Drug
Administration, 2016; U.S. National Library of Medicine, 2016). Tras este incidente, el Dr.
Neumesiter resignd su cargo en la Universidad de Nueva York (New York University) y

los datos del estudio se han etiquetados como poco confiables.

La modulacion de la respuesta de estrés para fines preventivos ha sido propuesta
como una estrategia terapéutica (Zohar, Sonnino, Juven-Wetzler, & Cohen, 2009) y los
estudio que han evaluado esta propiedad con cannabinoides reportan efectos
contradictorios. En un estudio con ratas, una administracion del agonista al receptor a
cannabinoides 1 (CB1), WIN55,212-2, fue administrado en a dosis 0.5 mg/kg i.p. 2 6 24
horas posteriores a un protocolo de estrés unico prologando y previno el desarrollo de
conductas tipo-ansiedad (Ganon-Elazar & Akirav, 2012), mientras que la administracién

de A9-tetrahidrocannabinol (A9-THC) 5 mg/kg i.p. una hora después del estresor no



demostréd propiedades preventivas (Mayer, Matar, Kaplan, Zohar, & Cohen, 2014).
Agregando a esta falta de claridad, se desconoce por completo si los endocannabinoides
podrian tener propiedades preventivas. Siguiendo esta linea de pensamiento, este
proyecto evalud los efectos conductuales de la administracion sistémica de anandamida

y oleamida en animales expuestos a un estresor agudo.



Capitulo 2

Marco teorico



l. El estrés

l.a. Conceptos preliminares para la compresion del estrés

Claude Bernard en 1878 describid que la independencia de los organismos de un
medio acuoso se logré cuando los organismos pudieron tener estabilidad de su medio
interno, o el milieu intérieur. Bernard sugiere que la estabilidad de las condiciones
internas resulta ser un requisito para la vida. Profundizando en esta idea, Cannon en
1929 propuso que la estabilidad se lograba con una red de sistemas reguladores
(Ramsay & Woods, 2014). El mantenimiento de estados estables por la coordinacion de
elementos fisiolégicos fue definido como homeostasis. Esta palabra fue inventada por
Cannon desde los compuestos de homeo (similar o parecida) y estasis (condicién)
(Cannon, 1929).

La postura de Cannon se basa en el organismo como un sistema abierto que
interactia con su medio. Un sistema se refiere a la interaccién entre elementos, donde
la funcionalidad emergente de esta interaccion no es reducible a sus componentes. Un
sistema abierto en el sentido utilizado por Cannon, que luego fue expandido por
Bertalanffy afos después, connota a una organizacion de elementos que permite la
importacion de energia, material e informacion. Cannon argumenté que el organismo
tiene a su disposicion mecanismos que le permiten ajustarse a los disturbios internos
causados por la inestabilidad ambiental que posibilita la continuidad de su estado

estable.

La regulacion por mecanismos de retroalimentacion negativa fue considerado por
décadas como mecanismo homeostatico por excelencia (Carpenter, 2004), pero una
revision de esta exclusividad ha evidenciado limitaciones explicativas (Goldstein & Kopin,
2017; Ramsay & Woods, 2014). Se define a la retroalimentacién negativa como un
proceso reactivo y correctivo que actua posterior a un disturbio en los parametros vitales.
Por ejemplo, una alteracién en el nivel éptimo de oxigeno es corregido por la modulacion
de la respiracion, la tasa cardiaca y constriccion de vasos sanguineos. Sin embargo, el
organismo también posee otros procesos de reorganizacion sistémica que facilitan

resultados adaptativos para el organismo. Goldstein & Kopin (2017) han sugerido dos



mecanismos, ademas de la retroalimentacidon negativa, que se relacionans al
mantenimiento de la homeostasis: la amortiguacion (buffering) y la prealimentacion (feed-
forward). La regulacion por amortiguacion se refiere a la atenuacién en la intensidad de
un disturbio externo que reduce la necesidad de desencadenar mecanismos correctores.
El pelaje de animales, por ejemplo, resulta ser un aislante que disminuye la pérdida de
calor en ambientes frios. Conductas instintivas o aprendidas también pueden servir como
amortiguacion. La regulacion por prealimentacion consta de ajustes anticipatorios sobre
sistemas fisioldgicos que pueden estar basados en experiencias pasadas o
desencadenados por un reconocimiento instintivo. Los estimulos son reconocidos como
amenazas por interceptores y/o exteroceptores que pueden ser integrados como
informacion en vias relacionadas al aprendizaje asociativo y operacional. Se sugiere que
la apropiacion del concepto de prealimentacion homeostatica resulta util para la

propuesta de una definicion de estrés.

|.b. Definicion de estrés

Una estrategia para definir al estrés es partir desde una descripcién funcional y
luego aterrizar el concepto en sustratos bioldgicos. De manera mas general, el estrés se
define como una funcion de prealimentacién dirigida a lidiar con una amenaza (Joéls &
Baram, 2009; Mora, Segovia, Del Arco, De Blas, & Garrido, 2012; Ulrich-Lai & Herman,
2009). Los organismos estan constantemente sujetos a condiciones que ponen en riesgo
a su estabilidad, donde la historia evolutiva favorece la adquisicion de mecanismos
dirigidos a lidiar con estimulos o situaciones potencialmente desestabilizantes. Lo
amenazante requiere la deteccidn o percepcidon de una posible causa de riesgo. Los tipos
de amenazas pueden incluir aquellas provenientes de depredadores, conspecificos y
caracteristicas adversas del medio ambiente. La efectividad de una respuesta se rige por
su adecuacion a las particularidades de la amenaza, cual solicita que el organismo sea

capaz de reconocer el tipo de estimulo amenazante (Blanchard & Blanchard, 2008).

La respuesta de estrés se define como la cascada biolégica de que se

desencadenada por una amenaza y promueven la supervivencia del organismo (Morena,



Patel, Bains, & Hill, 2016). Este proceso consta de un conjunto de acciones en una red
no-lineal (McEwen, 2009) que modifican las interacciones entre elementos del sistema
organico. A nivel molecular, los agentes que llevan a cabo el proceso de reorganizacion
se denominan mediadores de estrés (De Quervain, Schwabe, & Roozendaal, 2016). Por
lo que el aspecto procedimental de la respuesta de estrés se rige por la cascada de
sefalizacion enddégena en una ventana temporal que se encauza hacia un estado de

activacion particular.

Il. Ejes fisiolégicos mediadores de la respuesta de estrés en mamiferos

Las estructuras bioldgicas y procesos funcionales (incluyendo a la conducta)
involucrados en la respuesta de estrés en mamiferos han variado dependiendo de la
perspectiva que ha definido al fenobmeno (Day, 2005; G. Fink, 2010; Karatsoreos &
McEwen, 2011; Lazarus, 2000). Desde una definicion estricta de la neuroendocrinologia,
el estrés se refiere a cualquier estimulo que induzcan la actividad del eje hipotalamico-
pituitario-adrenal (HPA) que culmina en la liberacién de glucocorticoides (G. Fink, 2010;
Shin & Liberzon, 2010). Otros autores han negado reducir el estrés a la actividad de
glucocorticoides e incluyen a vias adrenérgicas de circuitos del sistema nervioso
auténomo (Doczy, Seroogy, Harrison, & Herman, 2009). La inclusion de estructuras
extrahipotalamicas del sistema limbico y la corteza cerebral en la conceptualizacion de
estrés ha permitido contemplar a procesos cognitivos de memoria y aprendizaje como
componentes que modulan la actividad del eje HPA (McEwen et al., 2015; Shin &
Liberzon, 2010; Tovote, Fadok, & Luthi, 2015). La literatura actual sugiere una
conceptualizacion aun mas compleja de la respuesta de estrés, que involucra a
estructuras y procesos neuronales, endocrinos e inmunoldgicos que actuan juntos de
una manera no-lineal para mantener estados estables en el organismo (Crowe, Nass,
Gabella, & Kinsey, 2014; Hodes, Kana, Menard, Merad, & Russo, 2015; Maldonado-
Bouchard et al., 2015; McEwen et al., 2015).

Il.a. Mediadores del estrés

La activacion del eje HPA es un factor importante en la respuesta de estrés que



integra componentes estructurales del cerebro y glandulas periféricas. La actividad del
nucleo paraventricular (PVN, por sus siglas en inglés) del hipotalamo inducida por un
estresor lleva a la liberacién del factor liberador de corticotropina (CRF, por sus siglas en
inglés) en la eminencia medial. Esta region del hipotalamo tiene mayor permeabilidad
hacia vasos sanguineos para hormonas proteicas que facilita su transporte a la glandula
pituitaria anterior. En esta estructura, el CRF sefiala la liberacion de hormona
adrenocorticotropica (ACTH, por sus siglas en ingles) en el torrente sanguineo e induce
la sintesis y secrecion de glucocorticoides desde la corteza de la glandula adrenal. En el
plano periférico, los glucocorticoides promueven la generacion de glucosa desde
sustratos proteicos y lipidicos en un proceso denominado como gluconeogénesis. Una
mayor disponibilidad de glucosa sistémica permite la regulacion a la alta de procesos
metabdlicos requeridos para funciones fisiolégicas involucradas en la respuesta de

estrés (De Quervain et al., 2016).

Los glucocorticoides ejercen sus efectos a través de los receptores a
glucocorticoides (GR) y los receptores mineralocorticoides (MR). Los ultimos tienen una
mayor afinidad a los glucocorticoides y se ha sugerido que estan involucrados en el
mantenimiento de circuitos neuronales relacionados al estrés y con el inicio de la
respuesta al estrés. Los GR tienen menor afinidad con los glucocorticoides y se saturan
tras una alta liberacion sistémica inducida por estrés, lo cual lo vincula con la movilizacion
de recursos energéticos (de Kloet, Joéls, & Holsboer, 2005). Ademas, los GR participan
en el desencadenamiento de mecanismos de retroalimentacién negativa que participan
en la terminacion de la liberaciéon de glucocorticoides (Herman, Mcklveen, Solomon,
Carvalho-Netto, & Myers, 2012). Los componentes funcionales involucrados en este haz
de retroalimentacién negativa incluyen al nucleo paraventricular del hipotalamo (Di,
Malcher-Lopes, Halmos, & Tasker, 2003; Di, Malcher-Lopes, Marcheselli, Bazan, &
Tasker, 2005; Evanson, Tasker, Hill, Hillard, & Herman, 2010; Nahar et al., 2015); el
complejo basolateral de la amigdala (Hill & Tasker, 2012; Karst, Berger, Erdmann, Schiitz,
& Joéls, 2010; Tasker & Herman, 2011); el hipocampo (Furay, Bruestle, & Herman, 2008;
Tasker & Herman, 2011; M. Wang et al., 2012) y la corteza prefrontal (Hill et al., 2011).
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lll. La exposicion a olor de depredador como una amenaza contra la vida

Los modelos murinos son sumamente utiles para comprender la neurobiologia del
estrés porque permiten el analisis de relaciones causales entre variables y la
implementacion de intervenciones invasivas que aportan mayor certidumbre sobre los
procesos fisioldgicos involucrados. La validez de un modelo de estrés agudo se rige en
parte por la relevancia ecoldgica del estresor utilizado. La exposicion a un depredador
(como un gato, zorro o serpiente) o una sefal olfativa vinculada con este (como el olor
proveniente de su orina o collares usados) han sido propuestas como estresores con
relevancia filogenética para roedores y son capaz de evocar una repuesta robusta de
estrés porque implica una amenaza contra la vida (Daskalakis, Yehuda, & Diamond,
2013; M. A. Matar, Zohar, & Cohen, 2013).

La exposicion a senales olfativas de depredadores en roedores induce un
incremento en la frecuencia y duracion de conductas tipo-ansiedad que se obtuvieron en
la prueba de laberinto en cruz elevado y medidas de hiperalertamiento en la prueba de
sobresalto acustico (vease Tabla 1). Otros estudios observaron menor interaccion vy
preferencia por animales del sexo opuesto, menor interaccion social, mayor agresion y
anhedonia (Cohen et al., 2012; Neumann et al., 2011). Los efectos conductuales son
acompanados por una desregulacion en la liberacion de corticosterona y una mayor
presencia de mediadores inflamatorios en el cerebro (Cohen et al., 2011; Fenchel et al.,
2015; Neumann et al., 2011).

Una exposicion a la orina de lince induce una respuesta robusta e inmediata de
CRF en PVN que se complementa con un incremento de ACTH y corticosterona en
plasma (Kondoh et al., 2016; Whitaker & Gilpin, 2015). Un estudio reporta que la via
bulbo olfatorio-corteza-amigdala-hipotalamo participa en la respuesta de estrés a la
exposicion de orina de lince. El uso de trazadores virales retrégrados inyectados en las
neuronas que secretan CRF en el nucleo PVN del hipotalamo demostré que esta area
recibe proyecciones monosinapticas de la amigdala medial (MA, por sus siglas en
ingles). En turno, se encontré que la MA esta inervada por proyecciones del area de
transicion amigdalo-piriforme (AmPir) de la corteza olfativa. La exposicion a la orina de
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lince induce un incremento significativo en marcadores de actividad en neuronas con el
rastreador viral del area AmPir y no en otras areas de la corteza olfatoria. Este efecto no
se demostré en animales expuestos a la orina de conejo. La activacion quimiogenética
de MA o AmPir induce un incremento en c-Fos en las neuronas liberadoras de CRF en
el nucleo PVN. A nivel sistémico, la inhibicién viral del area AmPir en animales expuestos
a la orina de lince drasticamente reduce la respuesta hormonal al estresor (Kondoh et
al., 2016). Es importante indicar que la inhibicion del area AmPir no reduce la duracion
de la conducta de congelamiento, la cual indica que las vias que afectan el eje HPA son
distintas. La participacion del area periacueductual en la conducta de congelamiento

inducidas por vias alternas podria explicar esta observacién (Staples, 2010).

Prueba Medicién conductual Efecto Ref.
Laberinto en Cruz Entradas al brazo abierto (V) A B,CF
Elevado

Duracion de permanencia en el brazo (V) AB,CEFG,I

abierto
Campo abierto Duracion de congelamiento ™) H
Erguimiento (¥) D, J, K
Mediadores del estrés CRF ™) I, L
ACTH ™ C.IL
CORT (™) B,C.E,ILJ, L

Tabla 1. Efectos de la exposicién a olor de depredador en paradigmas conductuales y mediciones de fisiologicas en
roedores. (A) Hacquemand, Choffat, Jacquot, & Brand, 2013; (B) Matar, Cohen, Kaplan, & Zohar, 2006; (C) Cohen &
Zohar, 2004, (D) Masini et al., 2010; (E) Cohen et al., 2012; (F) Zohar, Matar, Ifergane, Kaplan, & Cohen, 2008; (G)
Goswami, Samuel, Sierra, Cascardi, & Paré, 2012; (H) Xu et al., 2012; (I) Whitaker & Gilpin, 2015, (J) Wang et al.,

2012; (K) (Clark et al., 2014); (L) (Kondoh et al., 2016).

IV. El sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide se conforma por un grupo de ligandos endégenos
(endocannabinoides), sus receptores respectivos y las enzimas involucradas en su
sintesis y degradacion (Battista, Di Tommaso, Bari, & Maccarrone, 2012; De Petrocellis
& Di Marzo, 2009). En neuronas, el sistema endocannabinoide esta asociado a la
modulacion de varios sistemas de neurotransmision en circuitos involucrados en
memoria; ansiedad; control del apetito; suefio; comportamiento motor y las respuestas
neuroendocrinas (De Bitencourt, Pamplona, & Takahashi, 2013; E M Marco et al., 2011;

Prospéro-Garcia, Amancio-Belmont, Becerril-Meléndez, Ruiz-Contreras, & Méndez-
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Diaz, 2016; Svizenska, Dubovy, & Sulcova, 2008). En células de origen mieloide, la
sefalizacion endocannabinoide esta vinculado con efectos antinflamatorios (Stella, 2009;
Vazquez et al., 2015).

La anandamida (N-araquidonoiletanolamina, AEA) y Ila oleamida (Cis-9,10-
octadecenoamida, OEA) son ligandos endogenos de origen lipidico que comparten
similitudes en su estructura quimica (Farrell & Merkler, 2008; Leggett et al., 2004). La
AEA se reconoce ampliamente como el primer endocannabinoide aislado (Devane et al.,
1992) y la OEA fue aislada unos afios después en el cerebro de gatos privados de suefio
(Cravatt et al., 1995). La anadamida pertenece a la familia de N-aciletanolaminas (NAEs),
que incluyen ademas a la N-oleoiletanolamina y N-palmitoiletanolamina por su origen
quimico (De Petrocellis & Di Marzo, 2009). La via de biosintesis mas ampliamente
aceptada para NAEs implica la escisién de N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE) por una
fosfolipasa D especifica a NAPE (NAPE-PLD). Una de las vias de biosintesis que ha sido
propuesta para oleamida involucra la amidacion directa de los tioésteres de Acetil
coenzima A por el amoniaco catalizado por el citocromo c. En cuanto a su degradacion,
se ha determinado que AEAy OEA comparten la misma via por la enzima amida hidrolasa

de acidos grasos (FAAH, por sus siglas en inglés) (Farrell & Merkler, 2008).

NH»>

Figura 1. Estructura molecular de (a) anandamida y (b) oleamida. (obtenida de
Fowler, 2004).
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IV. a. Anandamida

La produccidon de AEA se lleva a cabo en las neuronas postsinapticas y se libera
como mensajero retrogrado hacia las neuronas presinapticas. Dos mecanismos de
inactivacion han sido identificados: hidrolizacién intracelular por medio del enzima FAAH
que puede ser facilitada por recaptura presinaptica por un transportador (De Petrocellis
& Di Marzo, 2009; Howlett et al., 2002). La AEA de acopla de manera principal al CB1
(Ka = ~80 nM) y al receptor a cannabinoides 2 (CB2, Ka = 500 nM) (Palmer, Thakur, &
Makriyannis, 2002). Con menor afinidad, la AEA se acopla a los receptores activados por
el proliferador de peroxisoma (PPARa, K4 = 20 uM y PPARYy, K4 = 10 uM) (O’Sullivan,
2009) y al receptor de potencial transitorio vallinoide 1 (TRPV1, Kd ~2 uM) (Starowicz,
Nigam, & Di Marzo, 2007).

IV.b. Oleamida

Los estudios sobre la OEA son escasos, por lo que implica que mucho se
desconoce sobre sus propiedades farmacolégicas y las particularidades de su biosintesis
en vivo. La habilidad de la OEA para acoplarse a los receptores a cannabinoides
permanece como tema controversial. En ensayos de acoplamiento, la OEA demostr6 un
valor de Ki de 44uM al CB1, que es 550 veces menor afinidad que los exhibido por AEA
en condiciones de ensayo idénticas (Boring, Berglund, & Howlett, 1996). Otro estudio
confirma la menor afinidad de OEA en relacion a AEA sobre el receptor CB1 por los
valores de Kien la inhibicion del acoplamiento del agonista [*H]CP55,940 (1.14 uM y 428
nM respectivamente) (Leggett et al., 2004). El mismo estudio demostré que la OEA tiene
una afinidad y actividad selectiva al receptor CB1 sobre el receptor CB2. Los efectos de
la OEA también podrian estar mediados por modulacion alostérica de los receptores
GABAA (receptor a GABA) y los receptores 5-HT1a, 5-HT2a2c y 5-HT7 (receptores a
serotonina, Fedorova et al., 2001; Hedlund, Carson, Sutcliffe, & Thomas, 1999; Mueller
& Driscoll, 2009).
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IV.c. CB1

El CB1 es el receptor metabotropico mas abundante del cerebro en mamiferos y
expresado en su mayoria en las neuronas presinapticas y astrocitos (lannotti, Di Marzo,
& Petrosino, 2016). La activacion del receptor CB1 en neuronas presinapticas
desencadena una cascada dependiente de una proteina Gio, la cual tiene el efecto de
inhibir la adenilato ciclasa y canales de calcio dependientes de voltaje (Fratta & Fattore,
2013; Ohno-Shosaku & Kano, 2014). La interrupcién de entrada de iones de calcio a la
célula presinaptica tiene como consecuencia final la inhibicion de la liberacion de
neurotransmisores al espacio sinaptico (Ohno-Shosaku & Kano, 2014). Dependiendo de
la neurona presinaptica donde se encuentra el receptor CB1, se puede inhibir la
liberacién de acetilcolina, glutamato, norepinefrina, dopamina o GABA (Mukhopadhyay,
Shim, Assi, Norford, & Howlett, 2002; Pertwee et al., 2010; Svizenska et al., 2008).

IV.d. TRPV1

Los receptores TRPV1 son canales no-especificos para cationes que pueden ser
activados por el acoplamiento de ligandos enddgenos (como la AEA) y exdgenos (como
la capsaicina), y la apertura del canal lleva al ingreso de calcio y una potenciacién de la
senalizacion glutamatérgica (Moreira, Aguiar, Terzian, Guimaraes, & Wotjak, 2012). La
expresion del TRPV1 en neuronas es mucho menor que el CB1 y se restringe a ciertas
areas del cerebro, como el hipotalamo (Cavanaugh et al., 2011). Un estudio que
implemento técnicas de electrofisiologia in vitro demostré que capsaicina incremento la
frecuencia de corrientes postsinapticas excitadoras en neuronas del PVN, mientras que

el un farmaco antagonista tuvo el efecto contrario (Li, Chen, & Pan, 2004).

V. El sistema endocannabinoide y la respuesta de estrés

Al nivel conductual, bajas dosis de agonistas del receptor CB1 en paradigmas que
miden conductas tipo-ansiedad provocaron efectos ansioliticos (Ruehle, Rey, Remmers,
& Lutz, 2012). De manera complementaria, altas dosis tuvieron efectos ansiogénicos

(Patel & Hillard, 2006). La administracion sistémica de anandamida demuestra también
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tener un efecto bifasico dependiente de dosis sobre la conducta exploratoria y conducta
tipo-ansiedad en campo abierto (Bruijnzeel et al., 2016). Se ha propuesto que el efecto
ansiolitico y ansiogénicos de la anandamida podria ser explicado por la afinidad dual al

CB1 y al TRPV1 respectivamente (Moreira, Aguiar, Terzian, Guimaraes, & Wotjak, 2012).

Estudios farmacologicos que han evaluado los efectos de cannabinoides
exogenos en la actividad del eje HPA reportaron resultados controversiales. La
administracion sistémica de A9-THC (el componente psicoactivo de la marihuana)
incrementa los niveles de corticosterona y ACTH (Manzanares, Corchero, & Fuentes,
1999; Schramm-Sapyta et al., 2007; Michel A. Steiner & Wotjak, 2008) en diferentes
cepas de roedores. Curiosamente, la administracion sistémica del antagonista/agonista
inverso del CB1, SR141716 (rimonabant), también ha demostrado incrementar el nivel
de corticosterona en plasma (Roberts, Stuhr, Hutz, Raff, & Hillard, 2014; M A Steiner et
al., 2008; Wade, Degroot, & Nomikos, 2006; Wenger, Jamali, Juanéda, Léonardelli, &
Tramu, 1997) y liberacion de ACTH en roedores (Manzanares et al., 1999). Estas
discrepancias podrian ser atribuidas a las dosificaciones, régimen de administracion,
condiciones experimentales y la especie evaluada (Bambico et al., 2010; Zanettini et al.,
2011). Es importante destacar que ninguno de los estudios recién mencionados sobre la
actividad del eje HPA en relacion a la administracion de A9-THC implementé un protocolo

experimental de estrés.

El estudio de Patel et al. (2004) fue uno de los primeros en evidenciar que la
administracion sistémica de un agonista cannabinoide durante una condicion estresante
induce un efecto bifasico dependiente de dosis sobre la actividad del eje HPA que se
distingue de una administracion con un antagonista. La administracion de rimonabant
inmediatamente anterior a la restriccion de movimiento incrementé de manera dosis-
dependiente la concentracion de corticosterona en plasma. En la misma condicion
experimental, el tratamiento previo con CP55940 (agonista al receptor CB1), AM404
(inhibidor del trasportador de anandamida) y URB597 (inhibidor de la FAAH) demostraron
efectos diferenciales dependientes de la dosis. El agonista demostré un efecto bifasico:

a dosis bajas se redujo la concentracion de corticosterona en plasma y un incremento
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con una dosis mayor. El inhibidor del trasportador logré inhibir casi por completo el
incremento de corticosterona en la dosis baja, pero no demostr6 una diferencia
significativa con la dosis alta. Por ultimo, el inhibidor del enzima degradante logré atenuar

significativamente los niveles de corticosterona en plasma en ambas dosis.

Una combinacion de estudios farmacoldgicos y genéticos han permitido elaborar
propuestas sobre las estructuras involucradas y los mecanismos subyacentes en la
regulacion del eje HPA por parte del sistema endocannabinoide (Crosby & Bains, 2012).
El haz de retroalimentacion negativa sobre la liberacion de CRF en el hipotalamo
depende la actividad no-gendémica de los receptores GR (de Kloet et al., 2008; Di et al.,
2003, 2005). Los glucocorticoides promueven la sintesis de endocannabinoides, que en
turno inhibe las inervaciones excitatorias sobre las neuronas parvocelulares secretoras
de CRF (Dietal., 2003, 2005). La regulacién por endocannabinoides del eje HPA también
se ejerce sobre sus componentes periféricos. El receptor CB1 se expresa en la glandula
adrenal y su activacion modula la produccion y secrecion de glucocorticoides (Ziegler et
al., 2010). La administracion de anandamida en células NCI-H295R (provenientes de
tejido adrenal humano) redujo de manera significativa niveles basales de aldosterona y
secrecion de cortisol. Ademas, la esteroidogénesis y secrecidén de cortisol inducida por
angiotensina |l y forskolina fue inhibida de manera significativa por anandamida (Ziegler
et al., 2010).

La liberacidon ténica de endocannabinoides en el complejo basolateral de la
amigdala (BLA) se ha propuesto como un mecanismo regulatorio basal sobre la
excitabilidad del eje HPA (Gunduz-Cinar, Hill, McEwen, & Holmes, 2013; Hill & Tasker,
2012; Lutz et al., 2015). El receptor CB1 en el complejo BLA se expresa en interneuronas
GABAérgicas con colecistoquinina (Katona et al., 2001; Marsicano & Lutz, 1999). La
administracion local de antagonistas del receptor CB1 en BLA incrementa la liberacién
de corticosterona en animales no estresados (Hill et al., 2009; Qin et al., 2015).

El tono basal de anandamida que regula la excitabilidad de la amigdala es

afectado el estrés. Se ha observado que estresores agudos inducen una reduccion en el
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contenido de anandamida en muestras de tejido amigdalino asociado con un incremento
en la actividad enzimatica de FAAH (Matthew N Hill, McLaughlin, et al., 2009;
Rademacher et al., 2008). En un estudio con ratones de la cepa ICR, se observé que la
reduccion en anandamida por estrés en el cerebro esta correlacionada con la
manifestacion de conductas tipo-ansiedad en la prueba de luz-oscuridad y este efecto es
revertido por la inhibicion farmacologica de FAAH (Bluett et al., 2014). El incremento en
la funcion enzimatica de FAAH durante a la exposicion a estresores es dependiente del
receptor CRFR1 (receptor a corticotopina) en neuronas piramidales glutamatérgicas
(Gray et al., 2015). Estas lineas de evidencia permiten sugerir que la anandamida puede
actuar como un importante amortiguador para la respuesta de estrés (Hill & Tasker,
2012).
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Planteamiento de Problema

El sistema endocannabinoide esta involucrado en la modulacion de la respuesta
de estrés, donde la AEA parece jugar un papel de “amortiguaciéon” para disminuir la
probabilidad de un desenlace del eje HPA. Se desconoce si los endocannabinoides
podrian prevenir las alteraciones conductuales inducidas por un estresor agudo que

amenaza contra la vida.

Pregunta general

e ¢Los endocannabinoides pueden prevenir las alteraciones inducidas por estrés?

Preguntas especificas
e ¢ La AEA y/o OEA pueden prevenir conductas tipo-ansiedad inducidas por el
estresor?
e ¢;La AEA y/o OEA pueden prevenir alteraciones en la exploracién de objetos
novedosos inducidos por el estresor?

e ¢Los efectos de la anandamida y la oleamida son dependientes de dosis?

Justificacion

El estrés se ha identificado como un factor de riesgo para el desarrollo de varias
psicopatologias (De Quervain et al., 2016; Milliken, Auchterlonie, & Hoge, 2007). La
modulacién farmacoldgica de la respuesta de estrés se ha descrito como una estrategia
viable para prevenir las consecuencias del estrés (Zohar et al., 2009). Ademas, discernir
si existen diferencias entre anandamida y oleamida en un modelo animal permitira
desglosar la contribucion de estos dos endocannabinoides a la regulacion de la

respuesta de estrés para mejor fundamentar tratamientos farmacoldgicos en humanos.
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Objetivo

Objetivo general

Evaluar los posibles efectos preventivos en la conducta y en la memoria mediados
por una administracion aguda de anandamida u oleamida anterior a un protocolo de

exposicion a olor de depredador.

Objetivos especificos

e Evaluar los efectos de la anandamida y oleamida en los indices de conductas tipo-
ansiedad en campo abierto y laberinto cero elevado.
e Evaluar los efectos de anandamida y oleamida en la memoria de reconocimiento.
e Evaluar si los posibles efectos inducidos por anandamida y oleamida son
dependientes de la dosis.
Hipotesis

Se espero que la administracion aguda de anandamida y oleamida produjera un
efecto preventivo. La prevencion se defini6 como la reversion de los cambios
conductuales inducidos por el estresor. Por lo tanto, se debieron cumplir dos requisitos:
1) el cambio inducido por el estresor debid ser estadisticamente significativo contra el
grupo que no fue expuesto al estresor y 2) el tratamiento debid revertir los cambios
inducidos de manera significativa.

1. Si anandamida y oleamida tuvieran efectos preventivos, entonces se esperaba
una reduccién en los indices de ansiedad en la prueba de campo abierto y en el
laberinto cero elevado.

2. Si anandamida y oleamida tuvieran efectos preventivos, entonces se esperaba
una mejor ejecucion en la prueba de reconocimiento de objetos.

3. Silos efectos de anandamida y oleamida fueran dosis-dependiente, entonces se

esperaba una ejecucion diferencial por cada dosis en las pruebas implementadas.
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Sujetos

Se utilizaron 64 ratas macho adultas (3 meses, 300-350 gramos) de la cepa
Wistar. Todos los sujetos fueron alojados en cajas comunales con capacidad de cinco
animales. El ciclo de suefo-vigilia fue de doce horas e invertido. Todos los protocolos
implementados en este estudio fueron disefiados con el interés de minimizar el
sufrimiento animal y satisfacer todas las necesidades de los sujetos experimentales para
garantizar su salud y bienestar. Como consecuencia contemplada, el uso de animales se
acoplé a todas las normas éticas oficiales sobre el trato animal de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) y a los
articulos 77 a 80 del Codigo ético del psicologo (Sociedad Méxicana de Psicologia,
2007).

Farmacos

La anandamida (grado de pureza >99%, Tocris Bioscience®©) y oleamida (grado
de pureza >99%, Sigma-Aldrich®©) fueron disueltos en vehiculo compuesto por 70%
solucién salina y 30% de Dimetilsulféxido (DMSO, >99%, Tocris Bioscience®©). El

volumen de administracion para todas las inyecciones fue de 1 ml.

Procedimiento experimental
Las dosis fueron escogidas de acuerdo a estudios previos

basados en los efectos de la administracion aguda de anandamida y Grupo

(n=)

oleamida sobre conductas tipo-ansiedad y locomocion (Bruijnzeel et~ CON 10
al., 2016; Hill & Gorzalka, 2005; Mallet & Beninger, 1998). El volumen ~ ’E1 9
. ‘. . . AEA 1mg/kg 8

de administracion para todas las inyecciones fue de 1 ml. Ocho
' - ' AEA 2mg/kg 8
grupos fueron derivados de la poblacién total: control sin estresor AEA dmglkg =
(n=10); vehiculo (n=9); anandamida 1 mg/kg (n=8); anandamida 2 OEA 1mglkg 7
mg/kg (n=8); anandamida 4 mg/kg (n=7); oleamida 1 mg/kg (n=7); OEA 2mg/kg 7
oleamida 2 mg/kg (n=7); y oleamida 4 mg/kg (n=8). Todos los grupos OEA 4mg/kg 8

fueron ex | olor r r (ex | gr ntrol
ueron expuestos al olor de depredador (excepto el grupo contro Tabla 2. Grupos.

negativo) y evaluados con una bateria conductual.
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El experimento fue disefiado como un estudio prospectivo para evaluar los efectos
preventivos de la intervencién farmacoldgica (Cohen et al., 2012). Se dividio el
experimento en dos fases que abarcaron 11 dias naturales (Tabla 3). En la primera fase,
los animales fueron expuestos al estresor siendo previamente inyectados por via
intraperitoneal (i.p.) con vehiculo o farmaco. La bateria conductual se implement6 en la
segunda fase, que comenzo6 24 horas después del estresor y tuvo una duracién de 10
dias. La secuencia de las pruebas conductuales fue contrabalanceada entre grupos para
descartar efectos inducidos por la secuencia temporal de las pruebas. Todas las
manipulaciones experimentales se hicieron entre 12:00 y 16:00 p.m. parar minimizar el
impacto de fluctuaciones circadianas del sistema endocannabinoide (Rueda-Orozco,

Montes-Rodriguez, Ruiz-Contreras, Mendez-Diaz, & Prospero-Garcia, 2017).

Fase
1

Dss | 0 | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |

Fase 2 ‘

Tabla 3. Procedimiento experimental
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Los animales fueron expuestos a orina de lince (10 ml. contenida en una pequefia

esponja dentro de un recipiente con agujeros) durante 10 minutos en una caja con las

dimensiones de 60cm x 30cm x 40cm. La ubicacion del recipiente con orina fue alternada

por cada animal. El cuarto donde se expusieron los animales fue distinto al que se utilizd

para la prueba conductuales.

Pruebas conductuales

Laberinto cero elevado. La prueba se basa en dos tendencias
innatas en conflicto: la exploracién de un nuevo entorno y la
evitacion de espacios elevados y abiertos que implican un riesgo
para el animal. El laberinto cero elevado es una modificacion del
laberinto en cruz elevado y tiene la ventaja de carecer de una zona
central ambigua caracteristica de este laberinto (Shepherd, Grewal,
Fletcher, Bill, & Dourish, 1994). El instrumento consiste en una
plataforma anular elevada (64 cm del piso) con dos brazos abiertos
y dos brazos cerrados, con diametro de 120 cm. Los animales fueron
colocados en un brazo cerrado y se les permiti6 permanecer en el
laberinto por cinco minutos. Las conductas registradas fueron: 1)
duracion de permanecia en los brazos abiertos; 2) numero de cruces
desde brazos cerrados hacia abiertos y 3) conducta de evaluacién
ambiental desde brazo cerrado al abierto. La ultima conducta se
definié como la exploracion del brazo abierto sin haber cruzado con

las cuatro patas.

: BRAZO ABIERTO
- BRAZO CERRADO

Figura 2. Laberinto cero elevado.



Campo abierto. Esta prueba aprovecha la tendencia de los
roedores por explorar lugares novedosos y la evitacion de lugares
abiertos para medir indices de actividad locomotora y conducta
tipo-ansiedad. El instrumento consta de una caja de plexiglas con
superficie de 100cm x 100cm, dividido en 16 cuadrantes de 25cm
x 25cm. Se categorizo la superficie de la caja en dos areas: centro
y periferia. Los animales fueron puestos en el centro de la caja y se
les permiti6 permanecer en el aparato por cinco minutos. Se
midieron el total de cruces, cruces hacia el centro, duracion en el
centro. Ademas, se midi6é el numero y duracién de congelamiento
(definido como la ausencia de movimientos excepto por los
requeridos para respirar), inmovilidad y acicalamiento. Solo se

registraron el numero de erguimientos.

Reconocimiento de objetos. Esta prueba presenta una
medida de memoria por reconocimiento (Leger et al., 2013). En dos
dias consecutivos, se les present6 a las ratas dos objetos idénticos
(en textura, tamafio, forma y color) como ensayos de familiarizacion.
En el tercer dia, se cambioé uno de los objetos familiares por uno
novedoso y se midié 1) la duracion de exploracion del objeto
novedoso y 2) duracidén de exploracion del objeto familiar.
Exploracién se definio como la orientacidén del hocico hacia un objeto
a una distancia de <1 cm, mientras que sentarse sobre el objeto no
se considerd una exploracion (Antunes & Biala, 2012). Se utilizé la
misma caja que la de campo abierto y para prevenir efectos de
habituacién al contexto, la evaluacion de campo abierto siempre

precedid por 24 horas al primer dia de reconocimiento de objetos.
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s [

Figura 3. Caja de campo abierto.

A

Figura 4. Reconocimiento de
objetos y ubicaciones de objetos
en el dia prueba.
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Analisis conductual

Las conductas que fueron observadas en cada prueba conductual y se
interpretaron a partir de los resultados de estudios previos. En la Tabla 4 se reporta las
medidas de todas las pruebas conductuales que se utilizaron en el presente estudio para

mostrar un punto de referencia para evaluar el impacto del estresor.

Prueba Medicion conductual Efecto Ref.

Laberinto Cero Elevado Entradas al brazo abierto (V) A CE
Duracién de permanencia en el brazo abierto (V) A/BCDE
Evaluacion ambiental (V) A D

Campo abierto NUmero total de cruces (V) K
Cruces al centro (V) F
Duracién de permanencia en el centro (V) B,E K
Duracion de congelamiento ™ L
Numero de eventos de congelamiento “™ L
Erguimiento ¥) H,I,K
Duracion de acicalamiento ™ G
Numero de eventos de acicalamiento ™ G,J

Reconocimiento de objetos  Duracion de exploracion del objeto novedoso (V) F. M, P
Preferencia al objeto novedoso (V) M, N, O, P

Tabla 4. Efectos de estresores y la administraciéon de agentes ansiogénicos en roedores sobre varias mediciones
conductuales en las pruebas de laberinto cero elevado, campo abierto y reconocimiento de objetos. El conjunto de
estas medidas proporciona el fenotipo tipo-ansiedad inducido por estrés. (A) Braun, Skelton, Vorhees, & Williams,
2011; (B) Whitaker & Gilpin, 2015; (C) Kulkarni, Singh, & Bishnoi, 2007; (D) Shepherd et al., 1994; (E) Yang et al.,
2015); (F) Kalueff & Tuohimaa, 2004; (G) Kalueff et al., 2015; (H) Perrot-Sinal, Gregus, Boudreau, & Kalynchuk, 2004;
(l) Cassano et al., 2011; (J) Agarwal, Halvorson, & Legradi, 2005; (K) Zhang, Shang, Xiao, Yu, & Zhang, 2017; (L)
Roelofs, 2017; (M) Eagle, Fitzpatrick, & Perrine, 2013; (N) (Baker & Kim, 2002); (O) (S. Li, Fan, Wang, & Tang, 2012);
(P) (Goswami et al., 2012).
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Analisis estadistico

Todos los datos fueron expresados como medias (+ error estandar). Las pruebas
estadisticas implementadas para las medidas de laberinto cero elevado y campo abierto
fueron las mismas. La comparacion entre los grupos control (CON y VEH) se hicieron
con pruebas t o con la U de Mann-Whitney sélo si los datos no cumplieron con el
supuesto de normalidad. Se utilizé la ANOVA de una via (factor GRUPO) acompafada
del método post-hoc de Dunnett (analisis contra el control) para analizar los datos de los
grupos AEA y OEA. Cuatro ANOVAs fueron implementadas para cubrir este analisis,
dado que cada grupo experimental fue comparado a cada grupo experimental de manera
independiente. Los grupos AEA y OEA fueron comparados entre si con un ANOVA de
una via acompanada por la prueba post-hoc de Tukey. Si los datos no cumplian el
supuesto de normalidad para la ANOVA, se procedié con un analisis de varianza por
rangos de Kruskal-Wallis acompanado por el método post-hoc de Dunn. Los resultados
de reconocimiento de objetos fueron evaluados con un ANOVA de dos vias (factor

GRUPO y factor OBJETO) acompanado por la prueba post-hoc de Tukey.



Capitulo 5

Resultados
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Laberinto cero elevado

Permanencia en brazo abierto. La prueba U de Mann-Whitney no demostré
diferencias significativas entre los grupos CON y VEH. Ademas, las tres dosis de AEA no
se distinguieron de los grupos control. Ninguna de las dosis de OEA demostré diferencias
contra el grupo CON. A pesar de esto, el analisis de varianza del grupo VEH vy las tres
dosis de OEA si reporté un efecto del factor GRUPO (F3,31= 4.833, p<0.008). OEA 1
mg/kg incremento (p<0.05) el tiempo de permanecia en el brazo abierto en relacién al
grupo VEH. El analisis de varianza que incluye las curvas de AEAy OEA mostro un efecto
del factor GRUPO (F5.441= 2.508, P = 0.047). OEA 1 mg/kg tuvo una mayor permanecia

(p<0.05) en comparacion a las tres dosis de AEA.
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Figura 5. Tiempo de permanencia en el brazo abierto del laberinto cero. Todos los simbolos sefialan una diferencia
significativa (p<0.05): (*) vs. VEH y (#) vs. AEA 1 mg/kg.
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Cruces al brazo abierto. La prueba t de muestras independientes no report6
diferencias significativas entre los grupos CON y VEH, a pesar de que la media parece
disminuir a causa del estresor. Las tres dosis de AEA no demostraron diferencias con
ambos grupos control, mientras que ninguna dosis de OEA tuvieron diferencias
significativas con el grupo CON. Complementando a los resultados de la permanencia
en el brazo abierto, el analisis de varianza por rangos que incluye a la curva de OEAYy el
grupo VEH si reporté un efecto del factor GRUPO (Hjs311= 8.092, P = 0.044). OEA 1
mg/kg demostré un mayor numero de cruces en relacion al grupo VEH. El analisis de
varianza que incluye las curvas de AEA y OEA report6 un efecto del factor GRUPO
(Fi5,441= 3.605, P = 0.009). El grupo OEA 1 mg/kg demostré un mayor numero de cruces

(p<0.05) en comparacion todas las dosis de AEA.
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Figura 6. Cruces al brazo abierto en laberinto cero. Todos los simbolos sefialan una diferencia significativa (p<0.05):
(*) vs. VEH y (#) vs. AEA 1 mg.
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Evaluaciéon ambiental. Esta conducta exploratoria estereotipada en roedores se
presenta desde el brazo cerrado hacia el abierto (sin cruzar con las cuatro patas) y ha
sido interpretada como una evaluacion de riesgo (Walf & Frye, 2007). El estresor no
indujo cambios es esta medida. Ninguna de las dosis de AEA se distinguieron de los
grupos CON y VEH, mientras que ninguna de las dosis de OEA se diferencié del grupo
VEH. En analisis de varianza que incluyo a la curva de OEAYy el grupo CON se demostro
un efecto significativo del factor GRUPO (F331= 3.072, P = 0.044). El grupo OEA 2 mg/kg
fue el unico que incremento (p<0.05) la duracion de la conducta contra el grupo CON.

No hubo ninguna diferencia entre las curvas de AEAy OEA.
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Figura 7. Duracion de evaluacion ambiental en el laberinto cero. ($) indica una diferencia significativa (p<0.05) vs.
CON.



Campo Abierto

Cruces totales. El estresor indujo una disminucion significativa (t = 2.998, p<0.05)
en el numero de cruces. Un analisis de varianza que incluye a las dosis de AEAy CON
no reportd diferencias significativas, mientras tanto el analisis que incluye las dosis de
AEA y VEH si demostré un impacto del factor GRUPO (F331= 3.519, P = 0.028). La
prueba post-hoc reveld que las dosis 2 mg/kg y 4 mg/kg, pero no 1 mg/kg, incrementaron

de manera significativa (p<0.05) el numero de cruces en relacion al grupo VEH. Ninguna

dosis OEA se distingui6 de los grupos CON y VEH vy la curva de AEA.
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Figura 8. Numero de cruces totales en campo abierto. Todos los simbolos sefialan una diferencia significativa
(p<0.05): ($) vs. CON y (*) vs. VEH.
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Cruces al centro. La exposicion al estresor parece haber inducido una disminucién
en el numero de cruces hacia el centro, pero esta diferencia no fue significativa (t = 1.922,
P= 0.072). Todas las dosis de AEA no demostraron diferencias significativas contra el
grupo CON, mientras que el analisis de varianza de la curva de AEAy VEH si reportaron
un impacto del factor GRUPO (F331= 5.193, P = 0.006). Los grupos AEA 2 y 4 mg/kg
demostraron un mayor numero de cruces al centro en comparacion al grupo VEH
(p<0.05). La curva de OEA no manifesto diferencias con el grupo CON, pero si se reporté
un impacto del factor GRUPO en el analisis con el grupo VEH (F3,311= 3.094, P = 0.044).
Solamente la dosis menor de OEA mostré un incremento (p<0.05) en el numero de
cruces en comparacion al grupo VEH. Las curvas de AEA y OEA no demostraron

diferencias significativas.
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Figura 9. Numero de cruces al centro en campo abierto. ($) indica una diferencia no significativa contra CON y (*)
sefiala una diferencia significativa (p<0.05) vs. VEH.
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Permanencia en el centro. La exposicion al estresor indujo una reduccion en el
tiempo de permanencia en el centro (t = 2.517, p<0.05). Las tres dosis de AEA no se
diferenciaron del grupo CON, pero el analisis de varianza en rangos de la curva de AEA
y el grupo VEH report6 un efecto del factor GRUPO (H(s 31= 14.278, P = 0.003). Las dosis
2 y 4 mg/kg, pero no 1 mg/kg, demostraron un incremento (p<0.05) en la permanencia
en el centro en relacion al grupo VEH. No se presentaron diferencias en la curva de OEA

cuando de comparé contra CON, VEH y las tres dosis de AEA.
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Figura 10. Permanencia en centro en campo abierto. Todos los simbolos sefialan una diferencia significativa
(p<0.05): ($) vs. CON y (*) vs. VEH.
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Duracion de Inmovilidad. El estresor parece haber reducido la duracién de
inmovilidad, aunque esta diferencia no es significativa (t = 2.059, P = 0.055). La
comparaciéon entre el grupo CON vy las tres dosis de AEA revelé un impacto del factor
GRUPO (Hs311= 14.278, P = 0.003), en el cual las dosis 1 y 2 mg/kg demostraron una
menor duracién de inmovilidad (p<0.05). No se reportaron diferencias entre las dosis de
AEA y el grupo VEH. De manera similar, la comparacién de entre el grupo CON vy las
dosis de OEA mostraron un impacto del factor grupo (Hs,311= 9.718, P = 0.021). El analisis
post-hoc indicé una menor duracion (p<0.05) de inmovilidad en los grupos OEA 1 mg/kg
y 4 mg/kg contra el grupo CON, pero ninguna diferencia se manifestdé contra el grupo
VEH.
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Figura 11. Duracién de inmovilidad en campo abierto. ($) indica una diferencia significativa (p<0.05) vs. CON,
excepto en la comparaciéon CON vs. VEH.
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Numero de eventos de inmovilidad. El estresor redujo de manera significativa el
numero de eventos de inmovilidad (t = 2.750, p<0.05). El analisis de varianza indic6 un
impacto del factor en GRUPO en la comparacion del grupo CON contra las dosis de AEA
(Fr3,311=5.356, P = 0.005) y de OEA (Fi3,311= 6.253, P = 0.002). Los analisis post-hoc
reportaron un menor numero de eventos de inmovilidad de AEA 1y 2 mg/kg y todas las
dosis de OEA contra el grupo CON. Ningunas de las curvas farmacoloégicas mostraron

diferencias contra el grupo VEH.
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Figura 12. Numero de eventos de inmovilidad en campo abierto. ($) indica una diferencia significativa (p<0.05) vs.
CON.
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Duracién de congelamiento. El estresor parece haber incrementado la duracion
de congelamiento, pero esta diferencia no es significativa (U= 23.500, P=0.084). El
analisis de varianza en rangos del grupo CON y la curva de AEA demostré un impacto
significativo del factor GRUPO (Hj3,311= 9.352, P = 0.025), en el cual solo el grupo AEA 1
mg/kg incrementd (p<0.05) la duracion de congelamiento. Comparaciones de las dosis
de AEA contra el grupo VEH no presentaron ninguna diferencia significativa. Las tres
dosis de OEA no demostraron diferencias contra los grupos CON, VEH vy las tres dosis
de AEA.
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Figura 13. Duraciéon de congelamiento en campo abierto. ($) indica una diferencia significativa (p<0.05) vs. CON,
excepto en la comparacion CON vs. VEH.
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Numero de eventos de congelamiento. Los resultados de esta medida reflejan los
datos de duracion de congelamiento. La exposicion al estresor parece haber inducido un
incremento en el numero de eventos de congelamiento, pero esta diferencia tampoco fue
significativa (t = -1.853, P = 0.081). El analisis de varianza en rangos del grupo CON vy la
curva de AEA demostroé un impacto significativo del factor GRUPO (F(331= 3.631, P =
0.025), en donde solo el grupo AEA 1 mg/kg incremento (p<0.05) el numero de eventos
de congelamiento. Las tres dosis de OEA no demostraron diferencias contra los grupos
CON, VEH y las tres dosis de AEA.
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Figura 14. Numero de eventos de congelamiento en campo abierto. ($) indica una diferencia significativa (p<0.05) vs.
CON, excepto en la comparacion CON vs. VEH.
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Duraciéon de acicalamiento. El estresor indujo un incremento significativo en la
duracion de acicalamiento. Ninguna de las dosis de AEAy OEA se distinguieron del grupo
CON, pero si se demostré un impacto del factor GRUPO en los analisis de VEH contra
los grupos AEA (Hs311= 15.282, P = 0.002) y los grupos OEA (Hs,311= 11.661, P = 0.009).
Los grupos AEA 2 y 4 mg/kg y OEA 1 y 2 mg/kg demostraron una menor duracion
(p<0.05) de acicalamiento en relacién al grupo VEH. No se presentaron diferencias

significativas entre las curvas de AEA y OEA.
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Figura 15. Duracién de acicalamiento en campo abierto. Todos los simbolos sefialan una diferencia significativa
(p<0.05): ($) vs. CON y (*) vs. VEH.
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Numero de eventos de acicalamiento. En contraste a la duracion de acicalamiento,
el estresor no impacto en el numero de eventos. El analisis del grupo CON contra los
grupos de AEA demostrd un impacto en la variable GRUPO (F3,311= 4.285, P=0.013), en
el que 2 y 4 mg/kg demostraron una reduccion significativa (p<0.05). Ademas, se observo
un impacto del factor GRUPO en los analisis de VEH contra los grupos de AEA
(F3,311=6.955, P=0.001) y OEA (F3,311=3.525, P=0.028). De todos los grupos de AEA y
OEA, solo el grupo OEA 4 mg/kg no demostré diferencias significativas contra VEH. Los
grupos de OEA no demostraron diferencias en relacion al grupo CON vy las tres dosis de
AEA.
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Figura 16. Numero de eventos de acicalamiento en campo abierto. Todos los simbolos sefialan una diferencia
significativa (p<0.05): ($) vs. CON y (*) vs. VEH.
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Numero de eventos de erguimiento. El estresor redujo de manera significativa el
numero de erguimientos (U=8.000, p<0.05). Ninguna de las dosis de AEA ni de OEA
demostraron diferencias contra el grupo CON, pero si se observo un impacto del factor
GRUPO en los analisis de VEH contra los grupos de AEA (F3,31= 5.105, P=0.006) y OEA
(Fs.311= 3.832, P=0.021). Los grupos AEA 2 y 4 mg/kg y OEA 1 mg/kg incrementaron
(p<0.05) el numero de erguimientos en relacion al grupo VEH. No se presentaron

diferencias entre los grupos de AEAy OEA.
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Figura 17. Numero de eventos de erguimiento en campo abierto. Todos los simbolos sefialan una diferencia
significativa (p<0.05): ($) vs. CON y (*) vs. VEH.
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Reconocimiento de Objetos

Interaccidn con objetos. El analisis de varianza de dos vias reporté un impacto
significativo del factor GRUPO (Fs75= 8.136, p<0.001) y OBJETO (F1,75= 21.889,
p<0.001) sobre la duracion de exploracion a los objetos. Una preferencia por el objeto
novedoso se demuestra con una mayor duracion de exploracién con este en relacion con
el objeto familiar, lo cual debe ser estadisticamente significativo (p<0.05). El grupo CON
mostré una preferencia hacia el objeto novedoso y el estresor anula esta preferencia,
considerando la ausencia de diferencias significativas entre en los objetos. Dentro de la
curva de AEA, las dosis 2 mg/kg y 4 mg/kg demostraron preferencia hacia el objeto
novedoso. Ninguna de las dosis de OEA demuestra una diferencia significativa, lo cual

indica una ausencia de preferencia.

En el plano de objetos novedosos, no se presentaron diferencias entre los grupos
CON y VEH. EI grupo AEA 2 mg/kg incrementé de manera significativa (p<0.05) la
exploracion al objeto novedoso con respecto a todos los grupos control y OEA. El grupo
AEA 4 mg/kg demostré diferencias significativas contra el grupo VEH y contra OEA2y 4
mg/kg. Dentro de la curva de AEA, la dosis 2 mg/kg mostré un incremento significativo
(p<0.05) contra la dosis 1 mg/kg, pero no contra la dosis 4 mg/kg. Peculiarmente, ninguna
de las dosis de OEA report6 diferencias contra los grupos controles. Dentro de la curva
de OEA, no se manifestaron diferencias significativas entre las dosis. En el plano de
objetos familiares, ninguno de los grupos (controles y experimentales) mostraron
diferencias significativas. Es decir, la duracién de exploracién con el objeto familiar no
fue alterada por las manipulaciones experimentales. No todas las comparaciones que
demostraron diferencias significativas fueron incluidas en la grafica para simplificar la

presentacion y facilitar su compresion.
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Figura 18. Duracioén de interaccion con objetos en la prueba de reconocimiento de objetos. Todos los simbolos
sefialan una diferencia significativa (p<0.05): (F) vs. objeto familiar, ($) vs. CON y (*) vs. VEH.



44

Capitulo 6

Discusion y conclusion

Then King Pasenadi of Kosala asked the Blessed One:

"Venerable sir, what is this bhikkhu's name?"

"His name is Ananda, great king."

"Ananda [joy] he is indeed, venerable sir, and Ananda he

appears. What the venerable Ananda has said appears reasonable,

what he has said appears to be supported by reason...”

(Kannakatthala Sutta, Majjhima Nikaya 90
traducido del pali por Nanamoli, 1995)
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Efectos preventivos de la anandamida sobre conducta tipo-ansiedad es dosis-
dependiente

Los resultados obtenidos permiten argumentar que la administracion de
anandamida previa a la exposicion a la orina de lince previene el desarrollo de conductas
tipo-ansiedad. La reduccion en el tiempo de permanecia en el centro del campo abierto
a causa del estresor es indicativo de un estado de ansiedad (Tabla 5). Este dato es
consistente con otros estudios que observaron el mismo efecto con la exposicidén a olor
de depredador (Tabla 1). Anandamida en las dosis 2 y 4 mg/kg logro revertir el efecto
inducido por el estresor de manera significativa, aunque la distribucion no normal de los
datos proporciona una limitacién. El incremento en acicalamiento y la disminucion en el
numero de erguimientos también han sido reportados como efectos dependientes de
estresores agudos. Estas dos medidas también fueron revertidas por las
administraciones de anandamida en las dosis 2 y 4 mg/kg. El estresor ademas redujo la
locomocion medida por el nUmero de cruces totales y anandamida logro revertir el efecto
solo en la dosis mayor. La dosis 1 mg/kg no logro prevenir las consecuencias del estresor
en todas las medidas de campo abierto. Tomando esto en cuenta y retomando que la
dosis 4 mg/kg mostro efectividad con mayor frecuencia, se sugiere la anandamida actua

de manera dosis-dependiente.

AEA OEA
Pruebas Medidas 1 2 4 1 2 4
conductuales mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mgkg mg/kg
Cruces totales Sl
Permanencia en centro Sl Si
CA Duracién de acicalamiento Sl Sl Sl Sl
Erguimiento Sl Sl Sl
RAO Preferencia al objeto S| S|

novedoso

Tabla 5. Resumen de efectos preventivos de AEA y OEA en las pruebas de campo abierto (CA) y reconocimiento de
objetos (RdO).

El grupo de investigacion de Hagit Cohen basados en la Universidad de Ben-
Gurion de Neveg reportaron en su publicacion del 2014 que la administracién sistémica
de A9-THC (1, 5 o 10 mg/kg) en ratas adultas una hora después a exposicion a olor de

depredador no consiguid prevenir afectaciones del estresor sobre indices de ansiedad
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siete dias después. El indice de ansiedad utilizado en este estudio fue derivado de un
logaritmo que incorpora los resultados del laberinto en cruz elevado y la prueba de
sobresalto acustico inducido para categorizar los fenotipos ansiosos. La administracion
sistémica del antagonista al receptor CB1, AM251, si indujo un efecto protector en los
animales expuestos al estresor siente dias antes. Es importante notar que el AM251
induce un efecto ansiogénico inmediatamente posterior a la administracién en animales
que no son sometidos a estrés, lo cual indica que la regulacion del sistema
endocannabinoide es dependiente de estado. Los autores también reportaron el efecto
de A9-THC en tres ventanas temporales (1, 6 y 24 horas) después del estresor y se
demostré que el compuesto induce un efecto protector a los efectos ansiogénicos del
estresor en las primeras dos medidas temporales y no 24 horas después. Otra aportacion
importante de este estudio fue establecer la relacion entre corticosterona y cada
manipulacion farmacoldgica. En mediciones tomadas media hora después de la
exposicion a olor de depredador, el tratamiento con A9-THC induce una reduccién en el
nivel de corticosterona en plasma, mientras AM251 incrementa estos niveles. Los autores
concluyen que el embotamiento del eje HPA poco tiempo después del estresor por la
actividad del receptor CB1 induce la expresion de conductas tipo-ansiedad a partir de 24
horas y perdura hasta siete dias. En sentido inverso, el antagonismo del receptor CB1
favorece una mayor secrecidn de corticosterona que previene la manifestacion del

fenotipo ansioso.

El efecto preventivo de anandamida podria estar relacionado a su afinidad a otros
receptores que el CB1. La anandamida en concentraciones relativamente altas puede
inducir la activacion del receptor TRPV1 (Pertwee et al., 2010). Poblaciones de neuronas
en el nucleo paraventricular del hipotalamo que expresan CB1 disminuyen la actividad
presinaptica en inervaciones excitatorias sobre las neuronas secretoras de CRF (Di et
al., 2003, 2005). Por otro lado, una poblacion distintas de células que expresan al
receptor TRPV1 en el mismo nucleo demuestran incrementar corrientes excitatorias
(Boychuk, Zsombok, Tasker, & Smith, 2013), de modo que podria incrementar la actividad
neuroendocrina. Estudios en modelos animales y clinicos confirman que el incremento

en glucocorticoides durante la exposicion a un estresor tiene un efecto protector (De
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Quervain et al., 2016). Tomando un estudio como ejemplo, la administracion de cortisol
a una concentracion similar a la repuesta de estrés en pacientes que sufrieron de un

choque séptico redujo la incidencia de TEPT (Schelling et al., 2001).

Integrando los resultados de este presente estudio y las investigaciones recién
presentadas, se sugiere que la anandamida 1 mg/kg falla en prevenir las consecuencias
del estrés por una regulacion a la baja del eje HPA mediado por la activacion del receptor
CB1, mientras que las dosis mayores logran activar al receptor TRPV1 que en turno
podrian evitar una respuesta endocrina embotada durante la presentacion al estresor
agudo. La verificacion de esta explicacion hipotética requiere de una extension del
presente proyecto que incorpore mediciones de corticosterona y manipulaciones
farmacoldgicas con antagonistas de los receptores CB1 y TRPV1. Ademas, resulta
inesperado la incapacidad del estresor de inducir un incremento robusto en las medidas
de congelamiento, dado que esta conducta ha sido considerada como un indice de
ansiedad importante por su relevancia ecoldgica. Por lo tanto, vale la pena evaluar si

estos resultados pueden ser replicados con diferentes tipos de estresores agudos.

Prevencion de alteraciones inducidas por estrés sobre la memoria

El paradigma de reconocimiento de objetos se basa en la tendencia de roedores
en explorar objetos novedosos (Vargas-Lopez, Torres-Berrio, Gonzalez-Martinez,
Munera, & Lamprea, 2015). La novedad es una incongruencia entre la apariencia de un
evento y la expectativa basada en informacion previa y las estimaciones probabilisticas
internas. El reconocimiento de objetos novedosos posterior a un entrenamiento con
objetos familiares es ampliamente considerado como una medida de memoria (Antunes
& Biala, 2012; Ennaceur, 2010). La recuperacién de una memoria en la presencia de
novedad implica un proceso de reconsolidacion, lo que involucra la reorganizacion de los
recuerdos ya formados para la incorporacion de nueva informacién (Clarke, Cammarota,
Gruart, Izquierdo, & Delgado-Garcia, 2010). La recuperacion de memoria es la fase de
memoria episodica en la que se recopila informacién después de pasar por los procesos
de codificacion y consolidacion (Smith & Thomas, 2017). De manera conductual, el

reconocimiento de la novedad se manifiesta como un mayor tiempo explorando el objeto
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novedoso (Antunes & Biala, 2012).

La exposicion a estresores perjudica la ejecucion de los animales en la prueba de
reconocimiento de objetos (Tabla 4). En el presente estudio, la preferencia por el objeto
novedoso no se manifiesta en animales expuestos al estresor, que es el resultado
esperado segun la literatura. Este efecto se presenta por una disminucion notable en la
duracion de interaccion con el objeto. El analisis estadistico no indico diferencias entre

los grupos CON y VEH en la interaccion con el objeto familiar.

Schwabe y colegas (Schwabe, Joéls, Roozendaal, Wolf, & Oitzl, 2012) han
planteado la hipétesis de que los glucocorticoides interactuan en el complejo BLA para
inducir un "modo de formacién de memoria". Cuando se esta en este estado, se priorizan
los procesos neuronales relacionados con la codificacién y la consolidacion de la
informacion a expensas de la recuperacion. Por lo tanto, se ha propuesto que la
reduccion de la respuesta fisiologica al estrés tiene el potencial de mejorar los efectos
del estrés en la memoria (Smith & Thomas, 2017). Anandamida en las dosis 2 y 4 mg/kg
previno el desarrollo de déficits en la memoria, que se manifesté con un robusto
incremento en la duracion de exploracion con el objeto novedoso. El efecto por
anandamida a 2 mg/kg incluso demostré diferencias contra el grupo CON, cual sugiere

que el efecto va mas alla de una prevencioén y podria estar mejorando la ejecucion.

Oleamida muestra poca capacidad preventiva

Los resultados obtenidos indicaron que la oleamida tuvo poca efectividad
preventiva (Tabla 5). OEA 1 mg/kg logré prevenir el incremento en la duracion de
acicalamiento y la disminucion en el numero de erguimiento inducido por estrés. El unico
otro efecto preventivo observado fue sobre acicalamiento a la dosis 2 mg/kg. La oleamida
fallé en revertir el resto de las medidas en campo abierto que demostraron ser afectadas
por el estresor. Ademas, la abolicién de la preferencia por el objeto novedoso y la
duracion de interaccion con el objeto novedoso por el estresor no fueron afectadas por
ninguna de las dosis de oleamida. La falta de efectividad de la oleamida en relacién a la

anandamida podria ser interpretada por diferencias en la farmacodinamia. Es posible que
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el acoplamiento a diferentes receptores o a los mismos con diferentes afinidades induce

efectos divergentes cuando son evaluados posteriormente.

Lo observado en el laberinto cero elevado se contrasta con previos estudios, dado
que este paradigma es sensible a diversos estresores y no se refleja esto en los
resultados. Como consecuencia, no se pudo adjudicar con certeza un efecto preventivo
a OEA 1 mg/kg en las medidas de permanencia en el brazo abierto y cruces al brazo
abierto. El grupo OEA 1 mg/kg mostré un incremento significativo en ambas medidas
cuando se compardé contra el grupo VEH, pero no contra el grupo CON. A pesar de esto,
tampoco resulta apropiado eliminar por completo la posibilidad de un efecto preventivo.
Un incremento en el numero de sujetos por grupo podria reducir la variabilidad de los

datos para demostrar significancias estadisticas.

Implicaciones para tratamientos farmacolégicos

La quinta version del Manual Estadistico de Diagnostico (DSM V) describe que El
trastorno por estrés postraumatico (TEPT) es una patologia prevalente, cronica e
incapacitante que puede desarrollarse después de una exposicion traumatica (American
Psychiatric Association, 2013). Esta categoria psiquiatrica se establecid6 de manera
formal en el DSM-IIl (1980) y hasta la fecha no existe una compresién clara sobre los
mecanismos fisiolégicos que participan en su etiologia y mantenimiento. Como
consecuencia directa de esta laguna en el conocimiento cientifico, no existen
tratamientos farmacolégicos efectivos basados en los mecanismos subyacentes de la
patologia (Bukalo, Pinard, & Holmes, 2014; Hauger et al., 2012; Alexander Neumeister
et al., 2015).

La estrategia principal para el tratamiento de esta psicopatologia ha sido la
curativa. Es decir, después de la estabilizacion de un cuadro clinico que causa malestar
en el individuo se procede con técnicas farmacoldgicas y/o psicoterapéuticas para
“curarlo” o por lo menos reducir el impacto de sintomas en la vida cotidiana. La légica de
estas estrategias es correctiva, dado que el malestar se debe presentar antes de la
accion terapéutica. La efectividad del tratamiento farmacolégico para TEPT ha sido un
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tema de controversia. Los farmacos certificados para el tratamiento de TEPT se
consideran como oportunistas en el sentido que derivan del tratamiento dirigido a otros
cuadros clinicos (como trastornos de ansiedad, depresion e incluso esquizofrenia) y su
efectividad es baja (Bukalo et al., 2014; De Quervain et al., 2016; Alexander Neumeister
et al., 2015).

Colectivamente, alteraciones en el sistema endocannabinoide se han descrito
como consecuencias de eventos traumaticos y como factores de riesgo para el desarrollo
de TEPT. Pacientes diagnosticados muestran bajos niveles de anandamida (Hill & Patel,
2013; Neumeister et al., 2013) y la severidad de sintomas tiene una relacion inversa con
la concentracion de endocannabinoides en muestras de cabello (Wilker et al., 2016).
Estudios con tomografia por la emision de positrones han reportado un alto nivel de
receptores CB1 en la amigdala que se correlaciona con un aumento del sesgo atencional
a la amenaza (Neumeister et al., 2013; Pietrzak et al., 2014). Complementado estos
hallazgos, un polimorfismo de un solo nucleétido (rs2295633) del gen que codifica el
enzima FAAH modula el riesgo de desarrollar el TEPT en veteranos de guerra (Pardini
et al., 2012). La modulacion del sistema endocannabinoide como tratamiento curativo
para TEPT resulta una valida extension de la evidencia presentada (Gunduz-Cinar et al.,
2013), aunque los resultados del presente estudio indican que la modulacién

farmacoldgica podria ser implementada de manera preventiva.

La intervencion peritraumatica se ha propuesto como una alternativa para prevenir
el desarrollo de la patologia o reducir sus sintomas (Zohar et al., 2009). La idea central
es que un tratamiento psicoldgico y/o farmacolégico temprano puede parar el desarrollo
de secuelas que llegan a estabilizarse en una patologia. El grupo de Hagit Cohen ha
materializado la idea con el analisis del desarrollo de fenotipos tipo-TEPT en roedores
expuestos a olor de depredador tratados con diversos agentes farmacologicos. La
evidencia recopilada en este estudio permite sugerir que la modulacion del sistema
endocannabinoide, probablemente por la inhibicién del enzima FAAH, podria ser una
estrategia preventiva viable. No existen hasta la fecha estudios que hayan evaluado esta

propuesta.
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Conclusién

Los resultados obtenidos permiten confirmar la hipdtesis, dado que la
administracion de endocannabinoides previno las alteraciones conductuales inducidas
por la exposicion a olor de depredador. La anandamida resulto ser mas efectiva que la
oleamida en revertir el efecto del estresor, el cual se adjudica a los diferentes blancos
proteicos de cada ligando. Ademas, la capacidad preventiva de la anandamida estuvo
sujeta a la dosificacion, siendo la dosis mas alta la que indujo un efecto mas consistente.
Una explicacion posible se basa en la actividad de la anandamida sobre los receptores
CB1 y TRPV1 que tienen efectos opuestos sobre la liberacion de glucocorticoides. Es
prudente aclarar que este proyecto no puede elucidar con certidumbre los mecanismos
de accion especificos que esta involucrados en los resultados observados. Considerando
que los endocannabinoide pueden actuar sobre glia y células del sistema inmunoldgico
(Oliveira da Cruz, Robin, Drago, Marsicano, & Metna-Laurent, 2016; Witkamp, 2015), el
modo de administracién sistémico utilizado en este estudio deja abierta la posibilidad que

el efecto preventivo podria estar mediado o influenciado por mecanismos no-neurales.

La expansion de los resultados de este estudio podria tener aplicacion para
problematicas de salud publica de nuestra region. Segun el Informe sobre la situacion de
la prevencion de la violencia en la Regiéon de las Américas (2014), publicado por la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), el conjunto de paises Latinoaméricanos
demostraron tener la tasa promedio de homicidios mas alta del mundo (28.5 por 100,000
habitantes). La tasa de homicidios en toda la region de las Américas ha incrementado un
20%, siendo los paises de un ingreso bajo o mediano los principales contribuyentes a
este porcentaje. Hombres jovenes y adultos (15-44 afios) resultan ser la poblacién con
mayor riesgo de ser victima de homicidio (72%), mientras que mujeres, nifios y adultos
mayores estan en mayor riesgo de padecer violencia no letal. Un tercio de las mujeres
reportan ser victimas de violencia sexual por sus parejas y/o cualquier perpetrador
durante su vida, pero estos datos podrian no ser totalmente representativos por una
carencia sistémica en el reporte de estos eventos. En un estudio epidemioldgico

publicado recientemente, la violencia interpersonal es el evento traumatico mas
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prevalente en México (Benjet et al., 2015).

Frente a estas desgracias caracteristicas de nuestra region, es imperativo para el
cientifico en el area de investigacion basica proporcionar conocimiento traducible
(translational) para la practica clinica. La compresion de las consecuencias del estrés en
modelos animales se presenta como una avenida prometedora hacia descubrimientos
con relevancia terapéutica. La propiedad protectora de los endocannabinoides
evidenciada en este estudio podria servir como base para embarcar futuras
investigaciones enfocadas a discernir los mecanismos especificos que podrian estar
involucrados. La esperanza por un mundo que sea capaz de evitar la propagacién del

sufrimiento innecesario parece ser una realidad alcanzable.
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