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RESUMEN

El envejecimiento, proceso caracterizado por cambios graduales e irreversibles,
afecta significativamente la estructura y funcion cerebral. Entre las areas mas
impactadas esta el Nucleus Accumbens (nAc), clave en la motivacion y las
conductas adictivas, cuyo deterioro se asocia a trastornos como depresion,
demencias y abuso de sustancias. En este contexto, el consumo de alcohol en
adultos mayores ha crecido como un problema, con patrones de riesgo en
aumento pese a la disminucion general del consumo con la edad. Los receptores
de glicina (GlyRs), presentes en las neuronas del nAc, son esenciales en la
inhibicion sinaptica y su actividad es potenciada por etanol, especialmente en las
neuronas D1. Si bien se ha documentado la disminucion de GlyRs con la edad
en otras areas, su afectacion en el nAc aun carece de evidencia, aunque podria
influir en los cambios neurobioldgicos relacionados con el alcohol en la vejez.

El objetivo principal de este estudio fue determinar si los GlyRs en las neuronas
D1 del nAc disminuyen durante el envejecimiento y como estos cambios se
relacionan con el consumo y la preferencia de etanol. Para ello, se plantearon
dos objetivos especificos: (1) evaluar la expresion de GlyRs en neuronas D1 del
nAc en ratones jévenes (2 meses), adultos jovenes (6 meses), de mediana edad
(12 meses) y envejecidos (18 meses); y (ll) analizar los cambios en el consumo
y la preferencia de etanol en los mismos grupos. Mediante la cuantificacién de la
dinamica de Ca?** intracelular en respuesta a la exposicion a etanol (EtOH) y

bicuculina, se observd una mayor reduccién en las transientes de Ca*" a los 2
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meses en comparacion con los grupos de 6 y 12 meses (p<0.0029). La
administracion de bicuculina, sin embargo, no mostro diferencias significativas en
el porcentaje de cambio de las transientes de Ca** en ninguna de las edades
estudiadas (p<0.2020). Los analisis de inmunohistoquimica y RT-qPCR revelaron
una reduccion significativa de la subunidad a1 del GlyR en las neuronas D1 a los
6 y 12 meses (p<0.05), y de la subunidad 3 desde los 6 hasta los 18 meses
(p<0.0048). Conductualmente, se registré una disminucidon sostenida en el
consumo de etanol a los 18 meses, la cual no pudo revertirse mediante la
sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en el nAc. No obstante, los ensayos
de condicionamiento por EtOH indicaron que los ratones dejaron de mostrar
preferencia por esta sustancia a los 6 meses, un efecto que fue revertido con la
sobreexpresion de la subunidad a1 en el nAc (p<0.05).

Estos hallazgos resaltan el papel crucial de la subunidad a1 en la mediacion de
los efectos recompensantes del alcohol y ofrecen una comprension mas profunda
de los cambios conductuales relacionados con el consumo de etanol durante el

envejecimiento.
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ABSTRACT

The process of ageing, which is characterised by gradual and irreversible
changes, has a significant impact on the structure and function of the brain. The
nucleus accumbens (nAc) is one of the most affected areas, playing a pivotal role
in motivation and addictive behaviours. Its deterioration is associated with a range
of disorders, including depression, dementia and substance abuse. In this
context, alcohol consumption in older adults has emerged as a significant
concern, with an increasing prevalence of risky drinking patterns despite a general
decline in alcohol consumption with age. Glycine receptors (GlyRs), which are
present on nAc neurons, are essential for synaptic inhibition. Ethanol enhances
the activity of GlyRs, particularly on D1 neurons. Although the decline of GlyRs
with age has been documented in other areas, evidence regarding their
involvement in the nAc remains inconclusive. However, it is plausible that they
may influence alcohol-related neurobiological changes in old age.

The principal objective of this study was to ascertain whether there is a reduction
in GlyRs in nAc D1 neurons during the ageing process and to determine the extent
to which these changes are associated with ethanol consumption and preference.
In order to achieve these aims, two specific objectives were set out: The first
objective was to assess the expression of GlyRs in nAc D1 neurons in young (2
months), adult (6 months), middle-aged (12 months) and aged (18 months) mice.
The second objective was to analyse changes in ethanol consumption and

preference in the same groups. The quantification of intracellular Ca** dynamics
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in response to ethanol (EtOH) and bicuculline exposure revealed a greater
reduction in Ca?* transients at the 2-month age group compared to the 6- and 12-
month age groups (p < 0.0029). However, administration of bicuculline did not
result in a significant difference in the percentage change in Ca?* transients at any
of the ages studied (p < 0.2020). The results of the immunohistochemistry and
RT-gPCR analyses indicated a notable decline in the a1 subunit of GlyR in D1
neurons at both the six- and 12-month time points (p < 0.05), as well as a
reduction in the B-subunit from six to 18 months (p < 0.0048). A sustained
decrease in ethanol consumption was observed at 18 months, which was not
reversed by overexpression of the a1 subunit of GlyR in the nAc. However,
ethanol conditioning assays indicated that mice exhibited a loss of preference for
this substance at six months, an effect that was reversed by overexpression of
the a1 subunit in the nAc (p < 0.05). These results highlight the crucial role of the
a1 subunit in mediating the rewarding effects of alcohol and provide further insight

into the behavioural changes associated with ethanol consumption during ageing.
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INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso fisiolégico normal que surge como consecuencia
directa de la vida misma y se caracteriza por la presencia de cambios graduales
y a veces irreversibles que afectan la estructura y funcion de uno o varios
organos. Estos cambios provocan transformaciones a nivel biolégico, psicologico,
conductual y social, que en los humanos se hacen mas aparentes a partir de los
60 anos (Libertini, 2019; World Health Organization, 2015).

A nivel cerebral, el envejecimiento involucra cambios estructurales,
neuroquimicos y funcionales que pueden causar alteraciones progresivas en el
control e integracion celular y de circuitos (Burke & Barnes, 2006; Ouda et al.,
2015). Estas alteraciones pueden provocar cambios en la capacidad de memoria,
percepcion sensorial, coordinacidn motora, cognicién, memoria de trabajo y
funciones ejecutivas (Grau-Perales et al., 2019; Hahr, 2019; Noda et al., 2020)
Ademas, se sabe que el envejecimiento afecta la funcidn normal de varias
regiones del cerebro, como el hipocampo (HC) y la corteza prefrontal (CPF) las
que han sido ampliamente estudiadas (Chang et al., 2005; Kelly et al., 2006;
Morrison & Baxter, 2012; Rosenzweig et al., 2003). Sin embargo, otra region
menos examinada, pero también afectada, es el Nucleo Accumbens (nAc), una
region critica del sistema de recompensa que también participa en la planificacion
y control motor, toma de decisiones, motivacién y conductas adictivas (Collins et

al., 2016; Schall et al., 2021; Soares-Cunha et al., 2016).



En consecuencia, los cambios neurobioldgicos asociados al nAc pudiesen afectar
y causar trastornos neuropsiquiatricos de importante prevalencia en adultos
envejecidos, entre los que se destacan el trastorno depresivo mayor, demencias
y abuso de sustancias, como el alcohol, los cuales constituyen los principales
problemas de salud mental en esta poblacién tanto en Chile, como a nivel mundial

(Andreas et al., 2017; Servicio Nacional del Adulto Mayor. SENAMA, 2021).

Envejecimiento y consumo de alcohol

El consumo de alcohol es una practica frecuente en los adultos mayores (definir
edad) con una prevalencia que supera el 50% (Blazer and Wu, 2009; Breslow et
al., 2017; Laberge et al., 2020). Aunque el promedio de consumo de alcohol
disminuye con la edad (R. Molander et al., 2010) , estudios recientes han
reportado que los adultos mayores han incrementado su consumo en los ultimos
afnos (Breslow et al., 2017; Keyes et al., 2019), incluyendo tanto a consumidores
de riesgo, como a consumidores excesivos (Han et al., 2017; Immonen et al.,
2011). Ademas del promedio de consumo, otros aspectos como la frecuencia y
la cantidad consumida por ocasion también presentan diferencias significativas
con la edad. En este sentido, se han observado aumentos dependientes de la
edad en la frecuencia de consumo y disminuciones en la cantidad de alcohol
consumida por evento (Lewis et al., 2018; R. Molander et al., 2010)

Con respecto a los efectos del alcohol, estos han sido bien descritos en humanos

adultos y roedores, modelos fundamentales para estudios preclinicos. El alcohol



actua como depresor del sistema nervioso central (SNC), con propiedades
ansioliticas, sedativas y disruptivas de la memoria (Eckardt et al., 1998). Es bien
sabido que el alcohol produce alteraciones marcadas en los procesos de
aprendizaje y memoria (White, 2003). Aunque las investigaciones sobre los
efectos del alcohol en sujetos envejecidos son limitadas, en humanos se
describen efectos neurobiologicos diferenciales incluso a dosis bajas de alcohol.
Especificamente, en adultos mayores se observa un peor desempefio en pruebas
de evaluacién de memoria de trabajo, atencidn y cognicién en comparacion con
individuos mas jovenes (Garcia et al., 2020; L. Han & Jia, 2021; Lewis et al., 2016;
Price et al., 2018). En estudios con modelos animales, los principales efectos del
alcohol investigados incluyen cognicion, ataxia, hipotermia y sedacién. En estos,
se ha observado un aumento de la pérdida del control motor, de la hipotermia y
de los efectos sedativos dependientes de la edad al comparar ratas
adolescentes, adultas y envejecidas (Matthews, Watson, et al., 2019; Ornelas et
al., 2015; Perkins et al., 2018; Silveri & Spear, 2000; Van Skike et al., 2010;
Watson et al., 2020). En el caso de los efectos sobre la cognicion, particularmente
en pruebas de memoria espacial, no se han observado diferencias entre animales
adolescentes y adultos luego de una dosis aguda de alcohol (Chin et al., 2011;
Matthews et al., 2020). Sin embargo, el grupo de ratas envejecidas si muestran
un deterioro en tareas de memoria en general, tanto en las que evaluan memoria

espacial como en otras (Matthews et al., 2020).



A pesar de lo anterior, es indudable que el envejecimiento esta relacionado con
cambios psicosociales que podrian influir en las caracteristicas de consumo de
alcohol (Han et al., 2019, 2017; Wang et al., 2022). Sin embargo, dado los
cambios descritos en el cerebro envejecido y los efectos diferenciales del alcohol
tanto en humanos como en modelos animales, es probable que exista una base
neurobioldgica en dichos cambios que ha sido poco explorada y que, dada la
evidencia cientifica disponible, podria estar relacionada con cambios en el

sistema de recompensa o sistema mesolimbico.

Nucleo Accumbens

El sistema mesolimbico (SML) presenta una complejidad estructural y funcional
significativa, con una via dopaminérgica que se origina en el area tegmental
ventral (VTA) y se proyecta hacia la corteza prefrontal (PFC) y el nAc (Fig. 1). El
nAc integra procesos asociados con respuestas de motivacion y aversion, siendo
esencial en la regulacion del comportamiento y la cognicion (Alcaro et al., 2007;
Hu, 2016). Alteraciones en esta region han sido implicados en trastornos
neuropsiquiatricos, como Enfermedad de Alzheimer (EA) (Mukhin et al., 2021;
Nobili et al., 2017), depresion (Heshmati et al., 2020; Moriya et al., 2020; Russo

and Nestler, 2013) y adiccion (Russo & Nestler, 2013; L. Xu et al., 2020).
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Figura 1. Principales aferentes y eferentes de nAc. Esquema simplificado de las vias
glutamatérgicas, dopaminérgicas GABAérgicas y glicinérgicas presentes en el nAc en

cerebro de roedor. (Extraido de Russo & Nestler, 2013).

El nAc corresponde la region ventral del estriado y, ademas de la via
dopaminérgica proveniente del VTA, recibe aferencias excitatorias
glutamatérgicas del HC, la amigdala basolateral y la PFC (Figura 1) (Floresco,
2015). También recibe una amplia inervacion GABAérgica y glicinérgica, que
contrarresta la excitacion mediante la activacién de receptores inhibitorios
permeables al ion cloruro (Burgos et al., 2016). El balance de la transmisién
inhibitoria/excitatoria es fundamental para determinar si se promueve la
busqueda de un estimulo recompensante mediante la desinhibicién del talamo y
la corteza cerebral (Russo & Nestler, 2013; Volkow & Morales, 2015a). En el
contexto del comportamiento adictivo, todas las drogas de abuso comparten el
efecto final de aumentar la disponibilidad de dopamina (DA) desde terminales de

neuronas del VTA hacia el nAc (Di Chiara & Imperato, 1988).



En cuanto a su composicion, el nAc esta constituido en un 90-95% por neuronas
espinosas medianas (MSN) de tipo GABAérgicas, que se clasifican en dos
grupos segun la expresion del receptor de DA: D1, que expresan el receptor de
DA tipo 1 (D1R), y D2, que expresan el receptor de DA tipo 2 (D2R) (Castro &
Bruchas, 2019; Floresco, 2015). Los D1R son receptores de baja afinidad a la
DA, que inducen un aumento de la excitabilidad neuronal y se relacionan con
comportamientos asociados a la recompensa; mientras que los D2R poseen alta
afinidad a la DA y se implican en comportamientos aversivos (L. Xu et al., 2020).
En concreto, las MSNs accumbales reciben aferencias excitatorias desde la
corteza, y ante un estimulo recompensante natural o una droga de abuso, las
neuronas del VTA liberan DA en el nAc. Segun el modelo clasico, las
proyecciones de las MSNs D1 y D2 determinan dos vias hacia el VTA: directa e
indirecta (Nakanishi et al., 2014). La activacion de la via directa implica que la DA
se una al D1R en las MSNs D1, activando estas neuronas GABAérgicas, que
proyectan directamente al mesencéfalo ventral, desinhibiendo el talamo vy
facilitando conductas motivadas; mientras que las MSNs D2 proyectan al palido
ventral (VP) y luego al mesencéfalo de forma indirecta, inhibiendo el talamo y
suprimiendo la conducta de aproximacion. En pocas palabras, la via directa (D1)
promoveria respuestas de “avance” o busqueda de recompensa, y la via indirecta
(D2) actuaria como un “freno” que inhibe acciones inadecuadas o no
recompensadas (Kupchik & Kalivas, 2016; Panasiuk et al., 2019). A pesar de lo

anterior, estos circuitos no estan completamente segregados: estudios con



trazadores neuronales y optogenética demostraron que en el nAc algunas MSNs
D1 proyectan via VP (via indirecta clasica) y algunas D2 proyectan de forma mas
directa al talamo, lo que implicaria un funcionamiento mas interdependiente
(Kupchik & Kalivas, 2016). De acuerdo con lo anterior, la contribucion de cada
via depende del contexto motivacional, lo que sugiere que MSNs D1 y D2 no
actuan simplemente como “acelerador” y “freno” opuestos, sino que sus patrones
de activacion difieren segun la fase de la conducta (impulso vs. terminacion) y
trabajan coordinadamente para ajustar el comportamiento al estado motivacional
(Guillaumin et al., 2023; Y. Xu et al., 2024).

En el contexto del comportamiento adictivo, se ha reportado la vinculacion de la
hiperactividad de la via directa del nAc con conductas adictivas. La activacion de
las MSN D1 del nAc potencia la busqueda de drogas y refuerza conductas de
consumo. Mientras que, la activacion de las MSNs D2 tendria un efecto
opuesto: inhibe o reduce la conducta de busqueda de la droga, funcionando
como una sefial de control que limita la compulsiéon (Koob & Volkow, 2016;
Nakanishi et al., 2014). Experimentalmente, Hikida at al. describieron en un
modelo de ratdn, que el bloqueo de la via directa provoco una marcada reduccién
en la sensibilizacion locomotora y el aprendizaje de preferencia condicionada a
la cocaina; mientras que, el bloqueo de la via indirecta no impidi6 los efectos
recompensantes de la droga, pero si, el aprendizaje de respuesta aversivas
asociadas (Hikida et al., 2013). Estos reportes indican que la via directa seria la

principal mediadora de los efectos reforzantes de las drogas adictivas, en tanto



que, la indirecta contribuiria mas modestamente a frenar dichas conductas o a
procesar las consecuencias negativas. En humanos, estudios de neuroimagen
apoyan esta diferenciacion, dado que en individuos con adiccion se ha observado
la disminuciéon de receptores D2 accumbales (Volkow & Morales, 2015b),
favoreciendo que la via directa (pro-recompensa) domine y se exacerbe la

conducta de busqueda compulsiva.

Nucleo Accumbens y Envejecimiento

En el contexto del envejecimiento, la evidencia disponible describe cambios,
tanto estructurales como neuroquimicos en el nAc (Tabla 1). En términos de
volumen, estudios en humanos, mediante el uso de fMRI, revelan una
disminucion significativa de esta region (Fjell & Walhovd, 2010; Liu et al., 2020;
Pressman et al., 2016), mostrando una reduccion de al menos 40%, respecto a
sujetos jovenes (Fjell & Walhovd, 2010; Narvacan et al., 2017). Estos cambios se
atribuirian principalmente a alteraciones en la microestructura, como la
ramificacion y la transmision sinaptica (Walsh & Akopian, 2019; Wan et al., 2020).
Por otro lado, como correlato de estos cambios neuroanatémicos, estudios en
humanos, han asociado la reduccién tanto de la densidad como del volumen del
nAc con alteraciones de la memoria y la cognicion global, tanto en participantes
sanos, como con patologias como deterioro cognitivo leve y con EA (Chowdhury

et al., 2013; Fu et al., 2021; Wong et al., 2012; Zonneveld et al., 2019).



Cambios adicionales que se han descrito durante el envejecimiento, es la
alteracion de la transmision dopaminérgica (Kumakura et al., 2010; Ota et al.,
2006). Ademas, en un modelo en ratas, se describié que la deplecion estriatal de
DA se asocidé con dendritas de las MSNs significativamente mas cortas y con
menos espinas en comparacion con los controles, lo que sugiere que los niveles
de DA podrian ser un regulador importante de la morfologia neuronal (Azdad et
al., 2009). En consecuencia, seria posible plantear que la DA podria participar en
la modificacion de la microestructura del nAc. Por otro lado, alteraciones en la
transmision dopaminérgica en el nAc podria tener consecuencias en términos de
comportamiento. En particular, ha sido descrito que el envejecimiento afecta los
mecanismos neuronales dopaminérgicos relacionados con funciones cognitivas
(Berry et al., 2016; Ciampa et al., 2022), especificamente, se ha asociado,
mediante fMRI, al nAc con una alteracién del error de prediccion de recompensa
en sujetos envejecidos (Chowdhury et al., 2013; Eppinger et al., 2013), que se ha
visto revertida al administrar farmacolégicamente un precursor de DA, con lo que
se concluye no solo la posible disminucién de DA durante en envejecimiento; sino
su rol en el proceso de aprendizaje basado en recompensa en el nAc (Chowdhury
et al., 2013).

Asimismo, el nAc se asocia con el aprendizaje basado en recompensas aversivas
(Fenu et al., 2001; Pedroza-Llinas et al., 2009; Ramirez-Lugo et al., 2007)).
Particularmente, un estudio en ratas envejecidas mostré una atenuacion de la

neofobia. Es esperable que, al encontrarse con un nuevo sabor, una rata tienda



a familiarizarse de manera progresiva con ese estimulo; sin embargo, esto tarda
significativamente mas tiempo en animales envejecidos (Grau-Perales et al.,
2019; Moron & Gallo, 2007), lo que a su vez se ha relacionado con un patrén
caracteristico de tincion inmunohistoquimico de c-Fos (un marcador de activacion
neuronal) en el nAc. Un aumento en c-Fos se asocié con una atenuacion en la
neofobia del gusto. Estas alteraciones podrian estar asociadas a una disminucién
de la transmision dopaminérgica que participa en el aprendizaje condicionado de
la aversion al gusto (Grau-Perales et al., 2019).

Tal como se menciond, la DA también tendria un rol preponderante en las
conductas adictivas, especificamente en consumo de alcohol; sin embargo, la
evidencia cientifica de cambios en nAc durante en el envejecimiento es limitada.
Un estudio en ratas, a través del uso de microdialisis, revel6 que luego de
perfundir etanol en el nAc, los niveles de DA eran significativamente menores en
el grupo de ratas envejecidas (16 meses) en comparacion con las mas jovenes
(4 meses) (Yoshimoto et al., 1998). Otros estudios, han descrito resultados
similares, aunque en otras regiones, como CPF, VTA y estriado, donde luego de
la exposicion a etanol existe un aumento menor de DA en los grupos de animales
de mayor edad (Jaatinen et al., 2013; Woods and Druse, 1996).

En resumen, el envejecimiento involucra cambios en la homeostasis del nAc,
cuya activacidon es determinante en la busqueda de un estimulo recompensante,
y cuyo mecanismo se sustentaria en la disponibilidad de DA en esta region. Por

lo tanto, los factores relacionados con la regulacion de la excitabilidad de las
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MSNs y de la DA en el nAc son de gran relevancia para comprender las bases
neurobioldgicas de los cambios del comportamiento dados en poblacién
envejecida. En consecuencia, en el caso especifico de las conductas asociadas
al consumo de alcohol, uno de los factores que podria tener un rol relevante, en
esta regulacion, es el receptor de glicina (Burgos et al., 2015; A. Molander et al.,

2005).

Tabla 1. Cambios reportados en el nAc durante el envejecimiento

Estructurales/Morfolégicos

Volumen {

Numero de Neuronas N/

Morfologia neuronal Atrofia dendritica

Neurotransmisores IDA, N: Glu, N: GABA

Receptores N/ : D1R, NA: D1R, ~L.NMDA, N/ AMPA, N/:
AChR, N: GABAR, S/I: GIlyR

Funcionales

Plasticidad Neuronal JLTD

J aprendizaje basado en recompensa; |
neofobia gustativa, ¥ efectos recompensantes
EtOH

J: disminucién, N: normal. DA: dopamina, Glu: glutamato, D1R: receptor D1 de
dopamina, LTD: Long-term depression, S/I: sin informacion.

Asociados al
comportamiento
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Receptores de Glicina (GlyRs)

Los GlyRs, junto con los receptores de GABAA (GABAAR), el receptor nicotinico
de acetilcolina y el receptor ionotropico de serotonina (5-HT3), pertenecen a la
superfamilia de canales ionicos activados por ligando (LGIC). Tanto GlyR como
GABAAR, son los principales componentes de la neurotransmisién sinaptica
inhibitoria rapida en el SNC (Burgos et al., 2015). Aumentan la permeabilidad de
la membrana a aniones, principalmente los iones cloruro, lo que produce una
inhibicion rapida y eficaz de las membranas neuronales.

Los GlyRs en humanos y animales se componen de subunidades a y B que
pueden formar complejos homo (5a) o heteropentaméricos (4a-1B) (Figura 3).
Las subunidades 3 permiten el anclaje del receptor en la sinapsis mediante la
interaccion con la proteina gefirina (Durisic et al., 2012; Grudzinska et al., 2005).
La composicion de los GlyRs varia durante el desarrollo. En modelos animales,
la subunidad a1 esta ampliamente distribuida y alcanza altos niveles de expresion
a los 15 dias postnatales (Aguayo et al., 2004; Lynch, 2009). La subunidad a2 se
expresa durante el desarrollo embrionario, disminuyendo en etapas avanzadas
(Avila, Vidal, et al., 2013; Lynch, 2009). Finalmente, la subunidad a3 se expresa,
mas tardiamente, alrededor de la tercera semana de maduracion posnatal
(Aguayo et al., 2004; Lynch, 2009). Durante el envejecimiento, se plantea una

posible disminucion en la expresion de GlyRs (Konar-Nié et al., 2022).
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Figura 2. Expresion de GlyRs en MSN D1y D2 del nAc. A la izquierda, se representa
una sinapsis glicinérgica en las MSNs D1, donde se expresan receptores de glicina
sinapticos heteroméricos (a1, a2 y a3p), con predominancia de las subunidades
a1B, asi como receptores extrasinapticos (a1, a2 y a3). Las conformaciones
predominantes de estos receptores presentan una alta sensibilidad tanto a la glicina
como al etanol. El trazo de corriente ilustra la potenciacion de la corriente mediada por
glicina en presencia de etanol. A la derecha, en la sinapsis glicinérgica de las MSNs
D2, se observan conformaciones homomeéricas y heteroméricas que, en comparacion
con las MSNs D1, son menos sensibles a la glicina y no son potenciadas por etanol.
Los trazos de corriente muestran corrientes de menor amplitud en comparacion con

las MSNs D1, sin evidenciarse potenciacion por etanol. Ademas, el esquema muestra
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la presencia de la proteina de andamiaje gefirina, la cual facilita el anclaje del receptor
heteromérico a la sinapsis a través de la subunidad (. Informacion adaptada de

Forstera et al., 2017; Gallegos et al., 2019.

En cuanto a su distribucién, se reconoce la presencia de GlyRs en retina
(Sanchez-Chavez et al., 2017), médula espinal (Lynch, 2009; Van Zundert et al.,
2005) y en regiones cerebrales supraespinales (Jonsson et al., 2012a), entre
ellas, CPF (Salling & Harrison, 2014), nucleo dorsal del rafe (Maguire et al., 2014),
amigdala (Delaney et al., 2010), HC, cuerpo estriado (McCracken et al., 2017;
Molchanova et al., 2018) y nAc (Forstera et al., 2017; Muinoz et al., 2018). En el
nAc, se ha descrito la presencia de ARNm de las subunidades a1, a2 y 3 en MSN
D1, con una mayor densidad de corriente y sensibilidad a glicina y etanol que las
MSN D2 (Forstera et al., 2017).

La presencia de GlyR en el nAc sugiere una funcion inhibitoria en la regulacion
del circuito de recompensa. En este sentido, estudios in vivo usando microdialisis
muestran que los GlyRs estarian implicados (I) en el aumento extracelular de DA
en nAc, posiblemente a través de la modulacién alostérica positiva de corrientes
tonicas de glicina en las MSN; y (II) en el antagonismo de la entrada excitatoria
en esta region (Adermark, 2011; A. Molander & Soéderpalm, 2005), siendo ambos,

puntos claves para el desarrollo de la adiccion.
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Efecto modulador de etanol sobre los GlyRs

El etanol (EtOH) es una droga depresora que afecta multiples sistemas del
organismo al ser consumida (Dguzeh et al., 2018). Estudios realizados en
neuronas espinales y en motoneuronas del tronco encefalico, mostraron la
inhibicion de receptores de glutamato tipo NMDA y potenciacién del GABAAR, en
ambos casos con altas concentraciones de EtOH (Aguayo et al., 1996; Sebe et
al., 2003). Sin embargo, se ha descrito que el EtOH es un modulador alostérico
positivo que provoca una potenciacién considerablemente mayor de los GlyRs
(Aguayo et al., 1996), fundamentalmente en aquellos de tipo homomérico a1y

heteromérico a2 (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de potenciacion mediada por etanol en células HEK-293
transfectadas con distintas subunidades del receptor de glicina. El esquema
resume resultados de mediciones electrofisiolégicas de células HEK-293
transfectadas con las distintas subunidades del receptor de glicina con co-perfusion
de etanol 100 mM y glicina 15 uM. Hay diferencias en grado de potenciacion de la
actividad de los receptores heteroméricos y del receptor homoméricos a1 y a2. Los
numeros reflejan el % de potenciacion para las distintas conformaciones del receptor.

(Modificado de Mufioz et al., 2021)

Especificamente en nAc, se ha demostrado que bajas concentraciones de EtOH
(5-20 mM) potencian la funcion de los GlyRs extrasinapticos a1 en las MSN D1,
provocando una disminucion en la excitabilidad de estas (Gallegos et al., 2019).
Este efecto no se observo en los receptores sinapticos a1 (a1B) en acumbens,
que no mostraron sensibilidad a EtOH (Mufoz et al., 2018). Adicionalmente,
mediante el uso de ratones knock in para el receptor a1 (Munoz et al., 2020) y a2
(Gallegos et al., 2021), insensibles a EtOH, se observo una disminucion de la
excitabilidad accumbal al administrar EtOH, sélo en ratones WT. Los estudios de
comportamiento mostraron que los ratones knock in a1 tenian una mayor ingesta
de EtOH tras la primera exposicion a la bebida y una mayor preferencia de lugar

condicionado por EtOH (Figura 4).
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Figura 4. Los receptores de glicina afectan la preferencia por el etanol. En
presencia de etanol, se libera un mayor nivel de DA desde el VTA al nAc, lo que activa
a las D1 MSN y provoca la desinhibicion del talamo y la corteza cerebral. Los GlyRs
presentes en las MSN se activan y se potencian por etanol, inhibiendo las MSNs,
regulando su activaciéon. (Modificado de Mufoz et al., 2020). VTA: area tegmental
ventral. D1R: receptor de DA 1. D2R: receptor de DA 2. nAc: nucleus accumbens.
MSN: neuronas espinosas medianas. GlyR: receptor de glicina. VP: palido ventral.

SNr: sustancia nigra pars reticulata (Modificado de Mufoz et al., 2019).

En conjunto, estos datos apoyan la idea de que existe heterogeneidad en la
expresion de GlyRs en el nAc, y que las subunidades a1, a2 y 3 podrian estar
participando en la regulacion inhibitoria de esta regién, influyendo en el

comportamiento asociado al EtOH.

Receptores de Glicina y Envejecimiento

A pesar de la evidencia existente relacionada a los cambios en la composicion

del GlyR durante las primeras etapas del desarrollo (Aguayo et al., 2004; Avila,
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Vidal, et al., 2013; Lynch, 2009), se desconoce si estos son afectados durante el
envejecimiento. Solo se ha descrito una disminucion en los niveles de proteinas
de las subunidades a1 y a2, cambios en la expresion de las subunidades, que
generan distintas composiciones del receptor y una reduccioén significativa en la
union de estricnina (STN), un inhibidor competitivo del GlyR, en el nucleo coclear
dorsal en ratas de edad avanzada (H. Wang et al., 2009).

En consecuencia, ante la escasa evidencia, es posible postular que algunos
modelos, como los de Enfermedad de Alzheimer (EA) podrian ser una
aproximacion a los fendmenos suscitados durante el envejecimiento avanzado,
dado que algunas de las caracteristicas fisiopatoldgicas de la EA estarian
presente en sujetos sanos de edad avanzada (Hof, 1997; Zou et al., 2010). En
este contexto, se ha descrito, en un modelo de ratén para EA, cambios
electrofisiolégicos en los GlyRs del nAc a los 6 meses de progresion de la
enfermedad, con una reduccion de la amplitud y densidad de corriente
glicinérgica, sugiriendo una disminucion en el numero de GlyRs (Fernandez-
Pérez et al., 2020). Estos hallazgos concuerdan con datos no publicados de
nuestro laboratorio, que muestran una disminucion progresiva en la activacion de

los GlyRs de las MSN de nAc con la edad (Figura 5).
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Figura 5. Analisis de corriente evocadas de glicina en nAc de ratones C57BL/6 a
diferentes edades mediante la técnica de patch clamp. El grafico muestra la
disminucion progresiva de la activacion de receptores de glicina accumbales durante
el envejecimiento. Prueba X2, p<0.05. n=40 a 49 neuronas por grupo (Manuscrito en

preparacion, Gallegos. S., Aguayo, L.).
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En resumen, el creciente aumento de la poblacién mundial mayor de 60 afhos
y el efecto negativo del alcohol en el desarrollo de un envejecimiento
saludable subrayan Ila importancia de comprender los factores
neurobiolégicos que influyen en el consumo de alcohol asi como la edad
aumenta. En este sentido, es fundamental considerar que (l) el envejecimiento
es un proceso complejo que involucra multiples cambios cerebrales, incluyendo
el centro integrador del sistema de recompensa conocido como nAc, (IlI) las MSN
D1+ del nAc estan asociadas con la busqueda de estimulos gratificantes, y (lll)
los GlyRs son altamente sensibles al EtOH y contribuyen al equilibrio
excitatorio/inhibitorio de esta region del cerebro. En consecuencia, nos
preguntamos si durante el envejecimiento ¢ hay cambios en la expresién de las
distintas subunidades del GlyR en el nAc? y si los hay, ¢ afectan igualmente
alas MSNs D1y D2?,y con relaciéon a los cambios en los comportamientos
asociados a etanol ;estaran relacionados a los GlyRs del nAc en el

envejecimiento?
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HIPOTESIS

Durante el envejecimiento ocurre una disminucién de los receptores de glicina de
las neuronas D1 del nAc lo que produce disminucién en el consumo y preferencia

de etanol en ratones envejecidos.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si los receptores de glicina de las neuronas D1 del nAc disminuyen
durante el envejecimiento, asociados a cambios en el consumo y preferencia de

etanol.

Objetivos Especificos

Objetivo especifico 1. Determinar cambios en la expresion y funcionalidad de
GlyRs en neuronas D1 del nAc de ratones jévenes (2 mo), ratones adultos

jovenes (6 mo), de mediana edad (12 mo) y envejecidos (18 mo).

Actividad 1.1. Caracterizar la funcionalidad del GlyR en MSN del nAc en los

distintos grupos etarios de estudio a través del analisis de la dinamica del calcio

en rebanadas perfundidas con etanol.

Actividad 1.2. Caracterizar la funcionalidad del GABAAR en MSN del nAc en los

distintos grupos etarios de estudio a través del analisis de la dinamica del calcio

en rebanadas tratadas con bicuculina.
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Actividad 1.3. Determinar expresion proteica de las subunidades a del GlyR y

gefirina en las MSN D1 del nAc mediante inmunohistoquimica en ratones BAC

Drd1a-tdTomato.

Actividad 1.4. Determinar niveles de mARN de las subunidades a1, a2, a3 y 3 del
GlyR en las MSN D1 del nAc mediante RT qPCR acoplada a FACS en ratones

BAC Drd1a-tdTomato.

Objetivo especifico 2. Determinar cambios en el consumo, preferencia de
etanol y efectos motores en ratones jovenes (2 mo), ratones adultos jévenes (6

mo), de mediana edad (12 mo) y envejecidos (18 mo).

Actividad 2.1. Determinacion del consumo de etanol con la prueba Drinking in the

dark (DID) en ratones de los distintos grupos etarios de estudio.

Actividad 2.2. Evaluacién de la actividad motora y comportamiento de tipo

ansioso mediante la prueba Open Field (OF) en ratones de los distintos grupos

etarios de estudio.

Actividad 2.3. Determinacion del consumo de etanol con la prueba Drinking in the
dark (DID) en ratones envejecidos (18 mo) en los que se sobreexpresé la

subunidad a1 del GlyR en MSN D1+.
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Actividad 2.4. Determinacion del consumo de etanol con la prueba Drinking in the
dark (DID) en ratones envejecidos (18 mo) en los que se sobreexpresé la

subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc.

Actividad 2.5. Evaluacién de la actividad motora y comportamiento de tipo

ansioso mediante la prueba Open Field (OF) en ratones envejecidos (18 mo) en

los que se sobreexpres6 la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc.

Actividad 2.6. Determinacion de la preferencia por etanol con la prueba con la

prueba Conditioned place preference (CPP) en ratones de los distintos grupos

etarios de estudio.

Actividad 2.7. Determinacion de la preferencia por etanol con la prueba

Conditioned place preference (CPP) en ratones adultos jovenes (6 mo) en los

que se sobreexpreso la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc.

Actividad 2.8. Evaluacién de la actividad motora y comportamiento de tipo

ansioso mediante la prueba Open Field (OF) en ratones adultos jévenes (6 mo)

en los que se sobreexpreso la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion

Los protocolos de experimentacion y cuidado animal fueron aprobados por el

comité asesor de bioética de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad

de Concepcion. Se siguieron las guias y protocolos éticos de cuidado de animales

de experimentacion establecidos por NIH (National Institutes of Health, Maryland,
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Figura 6. Intervalos de edad representativos
para las etapas del ciclo vital maduro en ratones

C57BL/6J y comparaciéon con humanos. Imagen

adaptada de Flurkey et al., 2007.

EEUU). Machos de 2, 6, 12y
18 meses de vida fueron
usados para experimentos de
inmunohistoquimica  (IHC),
RT gPCR, actividad neuronal
y comportamiento.

Los grupos etarios se
determinaron en base a la
definicion de las etapas de
desarrollo de los ratones y su

comparaciéon a la de los

humanos (Figura 6). De
acuerdo con esto se
definieron como ratones

adolescentes (2 mo), adultos (6mo), mediana edad (12 mo) y envejecidos (18

mo) (Flurkey et al., 2007) .

25



Los ratones se mantuvieron en cajas en grupos de 2 a 4 ratones en un ciclo de

12 horas de luz/oscuridad, con agua y comida ad libitum.

Raton silvestre: en esta tesis se utilizaron ratones silvestres C57BL/6J de séptima
generacion, denominados wild type (WT) en el texto y en las figuras.

Ratén D1Cre: estos ratones transgénicos expresan la recombinasa Cre bajo el
control del promotor D1R de ratdn. Se informa que el patrén espacio-temporal de
la expresion de Cre en las neuronas MSNs recapitula fielmente el del gen
endogeno Drd1a en las etapas embrionaria y adulta, segun lo evaluado mediante
analisis inmunohistoldgicos. La expresion es prominente en las principales areas
de proyeccion del sistema dopaminérgico, incluido el nAc (Lemberger et al.,
2007).

Ratén Drd1a-tdTomato: estos ratones mutantes albergan un BAC transgénico
que contiene el promotor del receptor de DA D1A de ratdén que dirige la expresion
de una proteina fluorescente DsRed modificada, tdTomato. Estos ratones Drd1a-
tdTomato expresan tdTomato en las neuronas estriatonigrales de una manera
mas precisa y especifica que la observada en lineas fundadoras anteriores (Ade

et al., 2011), es decir, las MSNs tipo D1 del nAc expresan el reportero tdTomato.
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Inyeccidn estereotaxica

Ratones WT y D1Cre fueron anestesiados en una camara con 5% isofluorano
(VIP 3000 Veterinary Vaporizer, Midmark). El pelaje de la cabeza fue removido y
se realizé una incision en el cuero cabelludo para exponer el craneo. Se ubico el
animal en el armazdn de estereotaxia que presenta una manta calefactora y se
mantuvo la anestesia a 1-2.5% de isofluorano (flujo de aire de 900 mL/min). Se
perforo el craneo y se inyectd en el nAc con una jeringa Hamilton 701 RN de 10
uL mediante estereotaxia, utilizando las coordenadas, antero-posterior 1.8 mm,
medial-lateral 1 mm y dorso-ventral 4.5 mm con respecto al bregma (Franklin and
Paxinos 2008). Se realizé inyeccion bilateral en el nAc de 200 nl con los
adenovirus AAV-DIO-GlyRa1-IRES-mCitrine, AAV-mDIx-GlyRa1WT-GFP vy
pAAV-Syn-GCaMP6s-WPRE.SV40, para experimentos de comportamiento que
requieren la sobreexpresion de subunidad a1 del GlyR en MSN D1+ o en nAc
total, y analisis de dinamica de calcio, respectivamente. Finalmente, 24 horas
posteriores a la cirugia se les administré un tratamiento analgésico (0.1-0.2 mg/kg
ketoprofeno/Tramadol, intraperitoneal). Durante todo el procedimiento post-
quirurgico se realizo supervision periddica para detectar signos de dolor o estrés.
Los experimentos se llevaron a cabo 2 a 3 semanas post cirugia. Luego de los
experimentos de comportamiento se reviso sitio de inyeccion para corroborar la
presencia de fluorescencia en el sitio de inyeccidén. Los animales que no fueron
correctamente inyectados, fueron excluidos del analisis final. La eficacia de los
virus  AAV-DIO-GlyRa1-IRES-mCitrine 'y  AAV-mDIx-GlyRa1WT-GFP, fue
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reportada previamente por Araya et al. (2022), mediante las técnicas de Western

Blot, electrofisiologia y fluorescencia del reportero del virus.

Obtencion de rebanadas de cerebro de raton

Para la obtencion y preparacion de rebanadas de cerebro en fresco, los ratones
fueron decapitados siguiendo protocolo por Jun et al. (Jun et al., 2011). El cerebro
fue rapidamente disectado y puesto en solucion de corte (en mM): 194 Sacarosa,
30 NaCl, 4.5 KCI, 1 MgClI2, 26 NaHCO3, 1.2 NaH2PO4, 10 Glucosa (pH 7.4)
previamente saturado con 95% O2 y 5% CO2 por 30 minutos. El cerebro se
adhirié con cianoacrilato a la camara de corte para obtener las rebanadas de 300
pum en vibratomo VT1200S (Leica, Alemania). Las rebanadas fueron transferidas
a la solucion de liquido céfalo raquideo artificial (ACSF) (en mM): 124 NaCl, 4.5
KCI, 1 MgCI2, 26 NaHCO3, 1.2 NaH2PO4, 10 Glucosa, 2 CaCI2 (pH 7.4 y
ajustado con sacarosa a 315-320 mOsm) saturada con 95% O2y 5% C0O2 a 32°C

por 1 hora.

Analisis de dinamica de calcio intracelular

La actividad neuronal se estudi6 a través del analisis de la dinamica de calcio en
ratones previamente inyectados por estereotaxica para que expresen el detector
de calcio GCamp. Posterior al protocolo de obtencion de rebanadas antes
descrito, estas fueron mantenidas durante todo el experimento a 30 °C en aCSF

continuamente oxigenado. El sistema de registro consistio en un fotdmetro
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microscopico Horiba PTI D-104 con un tubo fotomultiplicador 710 montado en un
microscopio Olympus BX51 (el conjunto incluye un sistema de iluminacién LED
Boost High-Power de 120 LED vy filtros fluorescentes adecuados, todo ello
controlado por un ADC EPC 10 y una plataforma de software de HEKA). La sefial
de calcio se evoco colocando un electrodo estimulador (DS3 Isolated Current
Stimulator, Digitimer, Ltda, UK) en el nAc adyacente y préximo al lugar de registro
utilizando una intensidad de estimulo entre 400 y 800 pA durante 1 ms. La
fluorescencia se registro durante 20 s y cada 2 min, obteniéndose sefiales
estables. EtOH (20 mM) y la bicuculina (10 uyM) se disolvieron en aCSF y se
perfundieron en la camara de registro. Las respuestas basales se midieron
durante 15-20 min antes de las aplicaciones del farmaco para garantizar senales
estables. Los resultados obtenidos, que reflejan la actividad neuronal, se
expresaran mediante la formula dF/F, donde, dF representa el cambio en la
fluorescencia, mientras que F se refiere a la fluorescencia basal. La formula dF/F
permite normalizar los cambios observados en la sefal de fluorescencia en
comparacion con la linea base, facilitando interpretacién de la actividad celular

en las diferentes condiciones descritas.

Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

Ratones Drd1a-tdTomato fueron decapitados, el cerebro diseccionado y
rebanado de acuerdo con lo anteriormente descrito, adicionalmente, en cada

sesion se proces6 ademas un animal WT de la misma edad como control
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negativo. Para ambos casos, el nAc fue rapidamente disectado e inmerso en una
solucion de trituracion (en mM): 20 NaCl, 130 N-methyl-D-glucamina, 2.5 KClI, 1
MgCl2, 10 Hepes, 10 glucose (pH 7.4 y 340 mOsm). Se trabajé todo el protocolo
a 4°C. El tejido disectado fue triturado por aspiracion mediante el uso decreciente
de puntas de micropipeta y finalmente una aguja de 23G hasta la obtencion de
una solucion opalescente.

Se utilizé el equipo FACS Aria Ill (BD Biosciences) para el cell sorting. El debris
fue removido seleccionando FSC-A/SSC-A y los dobletes de células mediante la
seleccion de SSC-H/SSC-W. Luego, los eventos tdTomato positivos y tdTomato
negativos se seleccionaron mediante la determinacion previa de la ventana de
analisis de los eventos observados en ratones WT a 585/42 nm. Finalmente, las
células obtenidas se mantuvieron a 4°C y se recogieron en tubos falcon
transparentes con 100 uL de PBS en cada tubo. De aqui en adelante, para evitar

confusion, los “eventos” seran llamados “neuronas’.

RT qPCR

Extraccion de ARN. Se obtuvo ARN total de las células obtenidas mediante
FACS, MSN D1+ y MSN D1-. El ARN fue extraido mediante el método de
extraccion tiocianato de guanidinafenol/cloroformo, homogenizando las muestras
en 500 yL de Trizol® e incubandolas por 5 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 12.000 g por 10 min. Se
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retiré el sobrenadante y se agreg6 200 pL de cloroformo, se agité vigorosamente
por 15 segundos e incubd a temperatura ambiente por 5 min. Luego, las muestras
fueron centrifugadas a 12.000 g por 15 min a 4 °C, para separar las fases. Una
vez recuperada la fase acuosa, se agregaron 500 yL de isopropanol a cada
muestra, las que fueron incubadas por 10 min a temperatura ambiente y luego
centrifugadas a 12.000 g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue eliminado y el
pellet fue lavado dos veces con 500 uL de etanol 70% v/v y centrifugado a 12.000
g por 5 min a 4 °C. El pellet fue resuspendido en 10 yL de agua libre de ARNasa.
El ARN total fue cuantificado midiendo su absorbancia a 260 nm y su pureza se
midi6é por la relacion 260/280 nm. Las muestras fueron almacenadas a -80°C
hasta su posterior analisis.

Sintesis de ADNc. Previo a la sintesis de ADNc, 1 ug de ARN total fue tratado
con ADNasa (Fermentas International Inc.) donde de obtuvieron 6 uL de solucion.
La sintesis de ADNc fue realizada utilizando el AffinityScript QPCR cDNA
Synthesis Kit (Agilent Technologies, Inc.). Para un volumen final de 20 uL, se
incubd el ARN con 1 pL de EDTA y se incub6 a 65°C por 10 min. A la mezcla
anterior se le agrego 3 uL pg de OligodT, 10 pL first strand master mix y 1 yL de
affinity script RT/RNasa Block, y se programé un ciclo de 25°C por 5 minutos,
42°C por 45 minutos y 95°C por 45 minutos. La reaccion de sintesis del ADNc
obtenido se realiz6 en un termociclador Maxygene |l (Axygene). Las muestras

fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior analisis.
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gPCR. Para este ensayo se utilizo el kit “Brilliant ® SYBR ® Green QPCR master
mix (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). La mezcla de volumen
final de 12.5 uL contenia 1 yL de ADNc y 500 nM de los partidores (Tabla 1). Las
muestras se denaturaron inicialmente a 95°C por 10 min, luego se realizaron 40
ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 15 sy 72°C por 15 s, en el sistema de PCR en
tiempo real StepOne™ (Applied Biosystems). La cuantificacion se realizo
comparando el numero de ciclos requeridos para amplificar cada gen sobre el
ciclo umbral (Ct) con relacion al gen de referencia ciclofilina. Los resultados
fueron expresados aplicando el método AACt en los cuales la cantidad de ARN

fue expresada como X veces sobre una muestra utilizada como referencia.

Tabla 2. Cebadores para experimento qRT-PCR

Gen Forward primer Reverse primer

GlyRa1 5 GCACCAAGCACTACAACA 3’ 5 AGGACAGGATGACGATGAGC 3
GlyRa2 5 GAGACAGCAGTGGAATGATTC 3’ 5 TCCGCAACAACTTGTTGTCAG 3
GlyRa3 5 GCCTCCTGATCGTTATTCTATC 3 5 GAACTCTGTGTGGTCATAGTAAG 3’
GlyRB 5 GGTCCAGGTGATGCTGAACA 3’ 5 TTGCCTGTGGTTTCCCAAGT 3’
Gefirina 5 ACCTCTGGGCATGCTCTCTA 3 5 TGGAGAGAGAGGAGGTGGTG &

Ciclofilina 5 ATAATGGCACTGGTGGCAAGTC 3 5 ATTCCTGGACCCAAAACGCTCCZ
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Inmunohistoquimica (IHC)

Los ratones Drd1a-tdTomato fueron anestesiados (0.2 pL xilazina/Ketamina) y
fijados con PFA al 4% por perfusion vascular. Se extrajo el cerebro y mantuvo en
PFA 4% a 4°C por 24 horas, luego fueron traspasados a una solucién de sacarosa
al 30% por 3 a 5 dias a 4°C. Finalmente, los cerebros se criopreservaron en medio
NEG 50 (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) a -80°C hasta ser rebanados.

Se obtuvieron rebanadas coronales de cerebro de 30 um con criostato, las que
se almacenaron a -80°C hasta ser tefiidas.

Para la tincion, las rebanadas se descongelaron con buffer TRIS POs, se
realizaron 2 lavados de 10 minutos con el mismo buffer, para luego bloquear y
permeabilizar con suero de caballo (10%) y 0.3% Triton X-100 en PBS durante
una hora a temperatura ambiente (RT) y en agitacion. Las rebanadas fueron
incubadas toda la noche en agitacion a 4°C en camara humeda, con los
anticuerpos primarios anti-Pana GlyR (1:300, conejo, Synaptic Systems) o anti-
Gefirina (1:300, ratén, Synaptic Systems) y anti-MAP2 (1:200, cobayo, Synaptic
Systems) en PBS con 10% de suero de caballo y 0.3% Triton a un volumen de
90 uL por rebanada. Al dia siguiente, las rebanadas fueron lavadas 3 veces por
5 minutos con TRIS POs en agitaciéon. Luego se incubaron por 2 horas en
agitacion a RT en camara humeda con la solucién con los anticuerpos
secundarios anti- rabbit/Alexa488, anti-cobayo/Alexa647 o anti-mouse/Alexa488
(Jackson Laboratories) y DAPI (1:10000) en PBS con 10% de suero de caballo y

0.3% Tritdn a un volumen de 90 uL por rebanada. Después de 3 lavados por 10
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minutos en agitacion con TRIS PO4. Se realizaron 3 lavados mas, se secaron los
vidrios y las preparaciones fueron montadas con la solucion de montaje Dako
(DakoCytomation, EEUU). Las rebanadas fueron observadas y se obtuvieron
imagenes con microscopio confocal LSM710 (Zeiss, Alemania). Las imagenes
fueron procesadas con el software ZEN black edition (Zeiss, Alemania). Las
imagenes obtenidas con objetivo 63x y Z-stack, fueron analizadas con software

Fiji.

Estudios de comportamiento

Prueba de consumo de etanol (del inglés: Drinking in the dark, DID). La prueba
DID se realiza en el periodo circadiano mas activo del ratén, proveyendo un limite
de 2-4 horas de acceso a etanol en oscuridad. El protocolo fue tomado de Thiele
et al (Thiele & Navarro, 2014), los animales se seleccionaron y se dejaron en
cajas individuales con disponibilidad ad libitum de agua y comida. Luego se
cambid su ciclo de oscuridad de 7:00pm-7:00am a 1:00pm-1:00am. El cambio de
horario fue realizado una hora al dia y los ratones se dejaron 2 dias para
ambientacion. Se ocuparon botellas de vidrio de 25 ml con zipper con bola de
acero inoxidable. Se preparé solucién de etanol al 15% y se reemplazaron las
botellas de agua por botellas con una solucion de etanol al 15% v/v después de
2 horas de inicio del ciclo de oscuridad. Cada botella fue pesada antes y después
de cada sesion de consumo, 2 horas en los dias 1-3, y el cuarto que es el ultimo

dia se dejo la botella de etanol por 4 horas. El peso de los ratones se midi6 el

34



primer y ultimo dia de prueba. El consumo de etanol fue registrado como gramos

de etanol por kilogramo de peso del raton (g/kg).

Concentracion de etanol en sangre (del inglés: Blood Ethanol
Concentration, BEC). A los ratones utilizados en la prueba DID, se les extrajo
sangre desde la vena facial (20-50 pL) 10 minutos después de terminar la sesién
de consumo el dia 4. Las muestras de sangre fueron centrifugadas por 10
minutos a 10000 rpm, y la BEC fue determinada en suero usando el equipo
Analox AM1 Alcohol Analyzer (Analox Intruments Limited, UK). Los datos de BEC

se muestran como miligramos de etanol por decilitro de sangre (mg/dL).

Prueba de preferencia asociada a un lugar (del inglés: Conditioned Place
Preference, CPP). Esta prueba corresponde a un condicionamiento Pavloviano
para determinar los efectos recompensantes o aversivos de algun estimulo. El
protocolo fue obtenido de Cunningham et al. (Cunningham et al., 2006). La
prueba consiste en una camara de condicionamiento de lugar (33x27x20 cm) que
esta ubicada en un compartimento cerrado, separado, ventilado y que atenua la
luz y sonido ambiente, esta camara ademas posee una separacion por una pared
transparente que divide dos tipos de pisos de acero inoxidable de diferente
textura. El piso para el estimulo positivo, se denomina Cs+, y consiste en una
grilla de 0.6 cm. Mientras, que el piso para el estimulo negativo (Cs-) es una grilla

de 0.1 cm. El primer dia de prueba, los ratones fueron habituados a una inyeccién
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de prueba (500 pL solucién salina 0.9%); la pared fue retirada para que el ratén
tuviera acceso a explorar libremente la camara por 15 minutos. Al dia siguiente
se inicio la primera sesion de condicionamiento, estas se realizaron dos veces al
dia, la primera dos horas después del comienzo del ciclo de luz, y la segunda 5
horas luego de la primera. Cada raton fue inyectado i.p. con 2 g/kg etanol (dias
2,4,8y10), o con solucién salina 0.9% (dias 3, 5, 9y 11). Una vez inyectado los
animales fueron puestos por 10 minutos en la camara de condicionamiento. Los
dias de inyeccion de etanol los ratones fueron puestos en el lado de la camara
Cs+. Mientras, que los dias de inyeccion de vehiculo fueron puestos en el lado
Cs-. Cada dia se registro en video a través de camaras infrarrojas ubicadas en el
aparato. Finalmente, el dia 12 los ratones se inyectaron con solucion salina 0.9%
y se posicionaron en el centro de la camara sin separador. Se registré la actividad
del ratén por 30 minutos de exploracion libre. Los videos del test de preferencia
fueron almacenados y analizados usando un software de seguimiento ANY-Maze
(Stoelting Co., Wood Dale, IL), en donde se obtuvo el tiempo que paso el ratdén

en cada tipo de suelo, graficado como segundos por minuto (mean time on Grid).

Prueba de campo abierto (del inglés: Open field assay, OF). Prueba para evaluar
la actividad locomotora exploratoria de ratones. Los ratones se ubican en el
centro de cajas equipadas con camara de video para que los ratones exploren
de manera libre durante 20 minutos. Luego se analiza la distancia total recorrida

de cada raton, cada 5 minutos, utilizando el software de seguimiento ANY-Maze
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(Stoelting Co., Wood Dale, IL). Se analiz6 ademas el tiempo que los ratones
recorren el centro de la caja versus los bordes, parametro que se utiliza para
evidenciar la presencia o ausencia de un comportamiento de tipo ansioso en el

animal.

Analisis de datos

Los datos fueron presentados como el promedio + SEM para poblaciones con
distribucion normal o como mediana y rangos intercuartilicos para poblaciones
sin distribucion normal, determinado por la prueba de normalidad Shapiro-Wilk.
Las comparaciones estadisticas fueron realizadas utilizando t de Student no
pareada y para condiciones con mas de 2 factores se utilizd ANOVA (One-way o
Two-way) seguido por Bonferroni post hoc test para distribuciones normales y
Kruskal Wallis seguido por Dunn post hoc test para distribuciones no normales.
Un nivel de probabilidad (p) menor a 0.05 fue considerado estadisticamente
significativo. Se utilizé GraphPad Prism 9 Software (Boston, MA, Estados Unidos)
para el analisis de los datos. n.s. no significativo, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

y ****p<0.0001.
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RESULTADOS

Objetivo especifico 1. Determinar cambios en la expresién de los GlyR en
neuronas D1 del nAc de ratones jovenes (2 mo), ratones adultos jovenes (6
mo), de mediana edad (12 mo) y envejecidos (18 mo).

En las actividades 1.1 y 1.2 se realizaron experimentos enfocados en estudiar la
funcionalidad y expresion del GlyR en el nAc durante el envejecimiento, debido a
la escasa evidencia disponible en la literatura. La funcionalidad del GlyR se
analiz6 mediante la dinamica del calcio intracelular utilizando GCamP, un
indicador de calcio genéticamente modificado (GECI), capaz de detectar
aumentos de calcio intracelular y transformarlos en una sefal fluorescente, la
cual se registré6 como transitoria de calcio. Datos previos no publicados de
nuestro laboratorio que analizaron la dinamica de calcio en MSNs del nAc
evidenciaron una disminucion del efecto de STN (bloqueador de los GlyRs),
dependiente de la edad, en ratones de 2, 6 y 12 meses (Armijo, L. datos no
publicados)., lo cual seria compatible con la disminucion de la presencia de GlyRs
durante el envejecimiento. Por lo tanto, en este trabajo se decidio realizar este
experimento bajo dos condiciones: tratamiento con EtOH, un modulador
alostérico positivo del GlyR, y tratamiento con bicuculina, un inhibidor de los
receptores GABAAR que, junto a los GlyRs, son los encargados del tono

inhibitorio en el SNC.
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Por otro lado, las actividades 1.3 y 1.4 estuvieron orientadas a estudiar la
expresion proteica y los niveles de mARN del GlyR en el nAc, respectivamente,

diferenciando entre MSNs D1+ y D1-.

Actividad 1.1. Caracterizar la funcionalidad del GlyR en MSN del nAc en los

distintos grupos etarios de estudio a través del analisis de la dinamica del calcio

intracelular en rebanadas perfundidas con etanol.

Como primer paso, decidimos estudiar la actividad neuronal mediante la
expresion de GCamP en las MSNs del nAc en ratones de 2, 6 y 12 meses de
edad (Figura 7). Las transitorias de calcio fueron registradas mientras las
rebanadas de cerebro que contenian el nAc eran perfundidas secuencialmente
con ACSF (control), EtOH 20 mM y ACSF (lavado o washout). Las Figuras 6 A-
C muestran los trazos representativos del control y tratamiento con EtOH. Los
porcentajes indican la diferencia entre la transitorias de calcio del control y del
tratamiento con EtOH a los 2, 6 y 12 meses de edad, con un n= 10-11 rebanadas
de 3-4 ratones por grupo, correspondientes al 35.0+7.1%, 7.0+6.2% y 3.5+4.9%,
respectivamente (p<0.0029, Prueba de Kruskal-Wallis). La grafica D muestra el
dF/F tratamiento pre/post EtOH, donde se observa una diferencia significativa en
el efecto de EtOH a distintas edades (p<0.0004, Prueba de Kruskal-Wallis y

prueba post hoc de Dunn).
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Figura 7. Disminucién del efecto inhibitorio del etanol en la dinamica del calcio en las
MSN del nAc con envejecimiento. (A-C) Trazos representativos pre/post tratamiento con
EtOH alos 2, 6 y 12 meses de edad inyectados con el virus GCaMP6s en MSN accumbales,
respectivamente. D) El grafico muestra la disminucion de dF/F a los 2 meses siguiendo
exposicion a etanol 20 mM. Datos corresponden a la mediana y rangos intercuartilicos.
Prueba de Kruskal Wallis y Dunn post hoc test; n= 10-11 rebanadas de 3-4 ratones por grupo.

*p<0.05*: 2 v/s 6 meses, ***p<0.001: 2 v/s 12 meses,.

40



Actividad 1.2. Caracterizar la expresion y funcionalidad del GlyR en MSN del nAc
en los distintos grupos etarios de estudio a través del analisis de la dinamica del

calcio intracelular en rebanadas tratadas con bicuculina.

Para corroborar el resultado observado en el experimento anterior, que podria
deberse a una disminucién de los GlyRs, realizamos el mismo experimento, pero
utilizando bicuculina, bloqueador de receptores GABAA. El objetivo fue descartar
que la disminucion en la actividad de las MSNs dependiente de la edad
observada anteriormente se debiera a una posible disminucion de los GABAAR,
los cuales son potenciados por alta concentracion de etanol (Aguayo et al., 1996;
Sebe et al., 2003). La Figura 8 A-C muestra trazos representativos del control y
tratamiento con bicuculina, donde no se observan diferencias significativas en el
porcentaje de cambio, que fueron 137.2+2.3%, 111.5+53.9% y 74.594+20.0% a
los 2, 6 y 12 meses de edad, respectivamente (p<0.2020; Prueba de Kruskal-
Wallis) con un n= 10-11 rebanadas de 3-4 ratones por grupo. La grafica D
muestra el dF/F del tratamiento pre/post bicuculina, donde no se observa una
diferencia significativa en el efecto de bicuculina al comparar entre las distintas
edades (p<0.1353; Prueba de Kruskal-Wallis).

Al inhibir los GABAAR vy estimular a las MSNs, se generd una sobre activacion
neuronal con consecuente aumento de la sefal de calcio intracelular, lo que se
tradujo en un aumento de la sefnal de fluorescencia respecto del control, esto es

lo que se observd en los distintos grupos etarios, por lo que se asume que la
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funcion de los GABAAR se mantiene sin cambios significativos durante en

envejecimiento.
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Figura 8. Analisis del efecto de bicuculina en la dinamica del calcio intracelular en
las MSN del nAc durante el envejecimiento. (A-C) Trazos representativos pre/post
tratamiento con bicuculina a los 2, 6 y 12 meses de edad post transduccién del virus
GCaMP6s en MSN accumbales, respectivamente. D) El grafico muestra el aumento de
dF/F tras el tratamiento con 10 uM de Bicuculina. Datos corresponden a la mediana y
rangos intercuartilicos. Prueba de Kruskal Wallis y test de Dunn; n= 10-11 rebanadas

de 3-4 ratones por grupo.
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Actividad 1.3. Determinar expresion proteica de las subunidades a del GlyR y
gefirina en las MSN D1 del nAc mediante inmunohistoquimica en ratones BAC

Drd1a-tdTomato

Para estudiar la expresidn del GlyR en el nAc de ratones a distintas edades, se
realizé un analisis inmunohistoquimico en ratones BAC Drd1a-tdTomato de 2, 6,
12 y 18 meses de edad. Para ello utilizamos el anticuerpo pan a-GlyR que
reconoce todas las subunidades a del receptor en estudio (a1, a2 y a3) (Figura
9). De esta manera se marcaron secciones coronales cerebrales que contenian
nAc con anticuerpos anti-aGlyR (verde), anti-MAP2 (gris) como marcador
neuronal y DAPI (azul) como marcador nuclear. Fue posible inmunodetectar o-
GlyR en el nAc de ratones 2, 6, 12y 18 meses. Con el objetivo de tener un analisis
preliminar sobre los cambios en los niveles de expresidn proteica del receptor
(niveles totales), se realizo la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia total
a las distintas edades en MSN D1+ y MSN D1- (Figura 9 Q-R). En este analisis
se encontro que en las MSNs D1+, los ratones de 2 meses exhiben una
intensidad de fluorescencia promedio mayor, 25.2+1.1 AUF (Figura 9B), que los
ratones de 6 (Figura 9J) y 18 meses de edad (Figura 9N), 17.0+1.8 y 22.6+2.3
AUF respectivamente, (p<0.0001, Kruskal-Wallis y test de Dunn para
comparaciones multiples, n=4 animales por cada condicioén). Mientras que en las

MSNs D1-, no hubo diferencias al comparar en la intensidad de fluorescencia
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promedio con el grupo de 2 meses de edad (p>0.05, Kruskal-Wallis y test de
Dunn para comparaciones multiples, n=4 animales por cada condicion).

Adicionalmente, se realiz6 la inmunotincion de gefirina (Figura 10), un marcador
post sinaptico de sinapsis inhibitoria, que en el caso del GlyR, sirve como proteina
de anclaje que se une a la subunidad  y permite que el receptor se localice en
la densidad postsinaptica (Grudzinska et al., 2005). Al igual que para la subunidad
a del GlyR, marcamos secciones coronales que contenian nAc con anticuerpos
anti-aGlyR (verde), anti-MAP2 (gris) y DAPI (azul). En esta ocasién igualmente
pudimos inmunodetectar gefirina en el nAc de ratones 2, 6, 12 y 18 meses de
edad. En la Figura 10Q-R se observa que, en términos de la intensidad de
fluorescencia, tanto en MSNs D1+ como en MSNs D1-, hubo una disminucién
significativa entre los ratones de 2 (22.3+0.9 AUF) meses de edad y los de 6
(14.4+0.1 AUF), 12 (10.6+£0.8 AUF) y 18 (11.6+1.7 AUF) meses. (p=<0.0001,
Kruskal-Wallis y test de Dunn para comparaciones multiples, n=4 animales por

cada condicion).

44



Td-Tomato/ /
/DAPI DAPI /

Td-Tomato/

Td-Tomato/

/DAPI

Td-Tomato/

owg

ow g

ow gl

ow gl

ns

p
2 o o8 % )
H_H | m
%
c
1 3??% ~
1 1 1
o o o o
Te} o N
-~ -

(4NV) -1A SNSW 3e ¥A|HP jo
A31suajul aouadsalon)y ueayw

ns
* kK
—A

e M - N
1

1

o o o
0 5
1

150

(4NV) +1d SNSW e ¥A|90 jo
A31suajul aduadsalon)} ueay

Age (months)

Age (months)

45



Figura 9. Analisis inmunohistoquimico de subunidad a del GlyR en MSN D1+ y
MSN D1- del nAc de ratones de diferentes edades. (A-P) Secciones coronales de
raton Drd1a-tdTomato inmunotefidas con anti-pan-a-GlyR (verde), anti-MAP-2 (gris)
y DAPI (azul) como marcador nuclear. Ratones de 2 (A-D), 6 (E-H), 12 (I-L) y 18 (M-
P) meses de edad. Para cada una de las edades, se muestran fotomicrografias
ampliadas representativas del nivel de expresion de la subunidad a del GlyR en MSNs
D1+ y MSNs D1-. En B, F, J y N las flechas indican las MSN D1+ expresando la
subunidad a del GlyR. ac: comisura anterior. Q) Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia para aGlyR en MSNs D1+ y R) MSNs D1-. AUF: unidades arbitrarias de
fluorescencia. Prueba de Kruskal Wallis y test de Dunn. n = 4 por grupo. *p < 0.05,

% < 0.001.
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Figura 10. Analisis inmunohistoquimico de gefirina en MSN D1+ y MSN D1- del

nAc de ratones de diferentes edades. (A-P) Secciones coronales de ratén Drd1a-

tdTomato inmunotefidas con anti-gefirina (verde), anti-MAP-2 (gris) y DAPI (azul)
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como marcador nuclear. Ratones de 2 (A-D), 6 (E-H), 12 (I-L) y 18 (M-P) meses de
edad. Para cada una de las edades, se muestran fotomicrografias ampliadas
representativas del nivel de expresion de gefirina en MSNs D1+ y MSNs D1-. En B, F,
Jy N las flechas indican las MSN D1+ expresando Gefirina. ac: comisura anterior. Q)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia para gefirina en MSNs D1+ y R) MSNs
D1-. AUF: unidades arbitrarias de fluorescencia. Prueba de Kruskal Wallis y test de

Dunn. n =4 por grupo. **p < 0.01, ****p < 0.0001.
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Actividad 1.4. Determinar niveles de ARNm de las subunidades a1, a2, a3 y 3 del
GlyR y de gefirina en MSN D1 del nAc mediante RT qPCR acoplada a FACS en

ratones BAC Drd1a-tdTomato.

Para estudiar qué subunidades son modificadas en la conformacion del GlyR,
utilizamos la técnica RT qPCR en MSNs disociadas desde el nAc, identificadas
como MSNs D1+ y MSNs D1- mediante FACS. Tras eliminar debris y dobletes
celulares mediante la seleccion de FSC-A/SSC-A y SSC-H/SSC-W,
respectivamente (Figura 11 A-B), se utilizé un control negativo WT de la misma
edad en cada ensayo para determinar la no presencia de eventos positivos para
tdTomato (a 585/42 nm) (Figura 11C). Luego, se analizaron las neuronas del
raton de interés, obteniendo una recuperacion de eventos positivos para
tdTomato cercana al 5% de los eventos totales registrados, lo que correspondio

aproximadamente a 2000-6000 neuronas.

LARLL
50 100 150 200 250 10
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Figura 11. Metodologia de FACS para la obtencién de MSNs Accumbales. Las
MSN D1+ y MSN D1- fueron recuperadas mediante FACS donde A) El debris se
elimind seleccionando FSC-A/SSC-A. B) los dobletes celulares seleccionando SSC-
H/SSC-W. C) Las MSN D1+ y MSN D1- se clasificaron seleccionando los eventos
positivos y negativos para tdTomato en ratones Drd1a-tdTomato y ratones WT,

respectivamente.

En el analisis de expresion de ARNm de las distintas subunidades a del GlyR, se
observo que a1 en MSNs D1+ disminuye a partir de los 6 meses, un efecto que
se acentua a los 18 meses de edad (p=<0.0036, Kruskal-Wallis y test de Dunn
para comparaciones multiples, n=5-6 animales por condicion). En las MSNs D1,
no se observan cambios en la subunidad a hasta los 18 meses, donde se produce
una leve disminucion (p=<0.0956, Kruskal-Wallis y test de Dunn para
comparaciones multiples, n=5-6 animales por condicion) (Figura 12A). Por otro
lado, las subunidades a2 y a3 se mantienen relativamente estables, con una leve
disminucién de a2 en el grupo de 18 meses en las MSNs D1+ (p=<0.0033,
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Kruskal-Wallis y test de Dunn para comparaciones multiples, n=5-6 animales por
condicion) y en el de 12 meses en las MSNs D1- (p=<0.0507, Kruskal-Wallis y
test de Dunn para comparaciones multiples, n=5-6 animales por condicién)
(Figura 12B). La expresion de a3 no presenta diferencias significativas entre los
grupos estudiados (p=<0.0552 para MSNs D1+ y p=<0.3628 para MSNs D1-,
Kruskal-Wallis y test de Dunn para comparaciones multiples, n=5-6 animales por

condicion) (Figura 12C).

En cuanto a la subunidad 3 del GlyR, se observo una disminuciéon en las MSNs
D1+ a partir de los 6 meses, incrementandose a los 18 meses de edad
(p=<0.0048). En las MSNs D1- no se observaron cambios significativos hasta los

18 meses, donde se produjo una leve disminucion (p=<0.0265) (Figura 12D).

Finalmente, los niveles de ARNm de gefirina variaron de forma similar en las
distintas subpoblaciones de MSNs, con una disminucion significativa a partir de
los 6 meses y posterior estabilizacién (p=<0.0103 para MSNs D1+ y p=<0.0100

para MSNs D1-) (Figura 12E).

Estos resultados destacan el dinamismo de la expresion de las subunidades del
GlyR durante el envejecimiento, identificando a las subunidades a1 de las MSNs
D1+ y la subunidad B, junto con gefirina, como las mas afectadas, siendo

componentes importantes en la localizacidn sinaptica del receptor.
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Figura 12. Evaluacion de la expresion génica de las subunidades a1, a2, a3,
del GlyR y Gefirina en MSN D1+ y MSN D1- del nAc durante el envejecimiento.

Analisis de expresion relativa de ARNm de A) GlyRa1, B) GlyRa2, C) GlyRa3, D)
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GlyRB y E) Gefirina. Cuantificacion relativa a la ciclofilina. Prueba de Kruskal Wallis y

test de Dunn. n=5-6 ratones por grupo. *p < 0.05; **p < 0.01.
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Objetivo especifico 2. Determinar cambios en el consumo y preferencia de
etanol de ratones jovenes (2 mo), ratones adultos jovenes (6 mo), de mediana
edad (12 mo) y envejecidos (18 mo).

Actividad 2.1. Determinacion del consumo de etanol con la prueba Drinking in the

dark (DID) en ratones de diferentes edades.

El experimento que se realizé para medir el consumo de etanol fue la prueba de
consumo en la oscuridad (DID, del inglés: drinking in the dark). Esta prueba se
realiza en la fase oscura del ciclo diurno, etapa en que los ratones son mas
activos. Durante los 3 primeros dias de prueba los ratones pueden beber de una
solucion 15% v/v de etanol durante 2 horas, y el cuarto dia pueden beber por 4
horas. Las botellas con la solucidén de etanol son pesadas antes y después de la
prueba y se cuantifican los gramos de etanol consumidos por kilogramos de peso
de cada raton (g/kg). Datos en la Figura 13A muestran que ratones de 2 meses
consumen mayor cantidad de etanol que los ratones de 18 meses (F (3, 43) =
9.702; p= 0.0001, Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test *p<0.05aldia 1y
4, ***p<0.001 al dia 2y 3. n=6 2 mo, n=11 6 mo, n=14 12 mo, n=17 18 mo);
mientras que con los grupos de 6 y 12 meses de edad las diferencias se
mantienen solo el primer y cuarto dia, y el segundo y tercer dia, respectivamente.
Como control de esta prueba (Figura 13C), a los ratones se les midié el consumo
de agua durante 2 horas también en la fase oscura del dia, y se observo que no
existen diferencias significativas entre las distintas edades. Los ratones

consumieron en promedio 19.3+2.1, 21.442.1, 25.5£2.1 y 16.6+2.6 gramos de
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agua por kilogramo de peso a los 2, 6, 12 y 18 meses de edad, respectivamente
(F (3, 41) = 2.595; p=0.654 One-way ANOVA y Bonferroni post hoc test. n=6 2
mo, n=11 6 mo, n=14 12 mo, n=17 18 mo).

Inmediatamente, posterior a la prueba de consumo al cuarto dia, se extrajo una
muestra de sangre. La Figura 14B muestra la concentracion de etanol en sangre
(BEC) la que entreg6 valores que concuerdan con lo encontrado en la prueba
DID. Los ratones de 2 meses obtuvieron un valor promedio de 199+41.7
miligramos de etanol por decilitro de sangre (mg/dl), mientras que los de ratones
de 6, 12 y 18 meses alcanzaron los 151+9.4, 106+14.1 y 66.2+18.1 mg/dl en
promedio, respectivamente. La caida en el BEC fue incremental, aunque, al
comparar con los ratones de dos meses, solo se hubo diferencias significativas
con los grupos de 12 meses y 18 meses de edad (F (3, 40) = 7.393; p=0.0005;
One-way ANOVA y Bonferroni post hoc test. n=6 2 mo, n=4 12 mo y n= 15 18

mo).
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Figura 13. Anadlisis de consumo de etanol mediante prueba DID durante el
envejecimiento. A) El grafico muestra el consumo de etanol en gramos por kilogramo de
peso (g/kg). Datos corresponden al promedio + SEM. Two-way ANOVA y prueba de
comparacion multiple de Bonferroni. *: 2 mo v/s 6 mo; *: 2 mo v/s 12 mo; : 2 mo v/s 18 mo.
#1p<0.05; #p < 0.01; Tp<0.001 B) Concentracion de etanol en sangre tras el consumo de
etanol el cuarto dia de la prueba. Los datos corresponden al promedio + SEM. One-way
ANOVA y Bonferroni post hoc test. **p<0.01. n=6 2 mo, n=4 12 mo y n=15 18 mo C) Prueba
de agua. Los datos corresponden al promedio + SEM. One-way ANOVA y Bonferroni post

hoc test. n=6 2 mo, n=11 6 mo, n=14 12 mo, n=17 18 mo.

Al finalizar esta prueba, concluimos que en este grupo de animales el consumo
de etanol disminuy¢ significativamente a partir de los 12 meses de edad; sin
embargo, este cambio se presento solo en los dias 2y 3 de la prueba, a diferencia
de lo observado en el grupo de 18 meses de edad, donde en los 4 dias que dura
la prueba, estos consumieron significativamente menos etanol que los animales

de 2 meses. Adicionalmente, el grupo de ratones de 18 meses de edad no
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alcanzé un BEC promedio de 80 mg/dL, que es la concentracion considerada
como consumo compulsivo segun el National Institute on Alcohol Abuse and
Alcoholism (NIAAA)(National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, 2023).

Antes de pasar a la siguiente actividad, quisimos descartar que los niveles mas
bajos encontrados en el BEC de los ratones de 18 meses, no se debieran a un
metabolismo mas acelerado del etanol en estos ratones. Para esto, realizamos
inyecciones i.p. de 2 g/kg de etanol a ratones de 3 y 18 meses y comparamos los
valores de BEC, extrayendo una muestra de sangre, una hora post inyeccion de
etanol. Encontramos que tanto los ratones jovenes como los envejecidos
mantenian niveles de BEC similares una hora luego de la inyeccion de etanol
(Figura 14), encontrando valores de 191.1 + 2.2 mg/dl y 191.1 £ 12.7 mg/dI para
ratones de 3 y 18 meses, respectivamente. De esta forma, podemos confirmar
que los bajos valores de BEC que se encontraron posterior a la prueba de DID
en los ratones de 18 meses, efectivamente era producto por una disminucion en

el consumo y no por un metabolismo de etanol mayor que en animales jovenes.
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Figura 14. Analisis de la concentracion de etanol en sangre posterior a la
inyeccion i.p. de 2g/kg a ratones de 2 y 18 meses. A) El grafico muestra la
concentracion de etanol en sangre obtenida en ratones de 2 y 18 meses, una hora
posterior a la inyeccion de 2 g/kg de etanol i.p. Datos corresponden al promedio *
SEM. Prueba de t de Student no pareada. n= 4 de 2 meses y n= 7 de 18 meses. p=

0.9977 no significativo.
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Actividad 2.2. Evaluacién de la actividad motora y comportamiento de tipo

ansioso mediante la prueba Open Field (OF) en ratones de los distintos grupos

etarios de estudio.

Para evaluar el comportamiento motor basal y exploratorio durante el
envejecimiento, realizamos la prueba de campo abierto (open field). En esta
prueba, los ratones exploran el aparato de prueba durante 20 minutos, la
distancia recorrida cada 5 minutos es graficada. La Figura 15A muestra que los
ratones de 6 y 12 meses de edad realizan la prueba de manera similar a los
ratones 2 meses; mientras que el grupo de 18 meses recorren una menor
distancia a partir de los 10 minutos (F (9,72) = 1.523; p=0.1564 Two-way ANOVA,;
n= 6-8 por grupo).

En el caso del analisis de la trayectoria (Figura 15B), en los ratones de las
distintas edades no hubo diferencias en el tiempo que pasaron en el centro de la
caja, los registros promedios fueron de 29.1+£1.8, 30.4+1.9, 29.6+7.5, 26.5+4.7
segundos los primeros 5 minutos de prueba para los ratones de 2, 6, 12y 18
meses de edad, respectivamente (F (9, 72) = 0.9230; p= 0.5105 Two-way
ANOVA; n= 6-8 por grupo). Lo anterior es relevante, ya que, si algun grupo de
ratones hubiera pasado mas tiempo en los bordes versus el centro, esto podria
sugerir la presencia de un comportamiento de tipo ansioso. Por lo que se puede

afirmar que los ratones de 6, 12 y 18 meses de edad no presentan
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comportamiento de tipo ansioso y exploran un ambiente nuevo similar a ratones

de 2 meses.
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Figura 15. Analisis del comportamiento exploratorio y de tipo ansioso durante el

envejecimiento. A) Ensayo de open field en condiciones basales. Ratones pueden

explorar un ambiente abierto nuevo durante 20 minutos. Se registra la distancia

recorrida cada 5 minutos de prueba. B) Grafico muestra el tiempo en que los ratones

recorren el centro de la caja cada 5 minutos de un total de 20 minutos. n= 8-9 por

grupo. Datos corresponden al promedio + SEM. Two-way ANOVA y Bonferroni post

hoc test. *: 2mo v/s 18mo. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Actividad 2.3. Determinacion del consumo de etanol con la prueba Drinking in the
dark (DID) en ratones envejecidos (18 mo) en los que se sobreexpresé la

subunidad a1 del GlyR en MSN D1+.

En base a los resultados obtenidos en la prueba de consumo de etanol a distintas
edades (Fig. 13), donde se observo una disminucion sostenida a los 18 meses
de edad con un BEC significativamente menor al comparar con el grupo de
ratones de 2 meses, intentamos mostrar una causalidad a este efecto del
envejecimiento. Nos preguntamos si esta disminucién se podria revertir al
sobreexpresar la subunidad a1 del GlyR especificamente en MSN D1+ del nAc
en este grupo de animales. Por lo tanto, se indujo la expresion de la subunidad
a1 del GlyR en MSN D1+ del nAc a través de la inyeccion estereotaxica de
particulas adenovirales de AAV-DIO-GlyRa1-IRES-mCitrine en ratones D1 Cre
de 18 meses de edad. Finalmente, se revisaron sitios de inyeccion para
corroborar la presencia del reportero.

En la Figura 16A se observa que, tanto el grupo de ratones en los que se
sobreexpreso la subunidad a1 del GlyR (a1 GlyR AAV), como el grupo control
(Empty AAV), consumieron etanol de manera muy similar durante toda la prueba
(F(3,18) = 1.056; p= 0.3922, Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test. n= 4
por grupo). Como control de esta prueba, se midi6é el consumo de agua durante
2 horas también en la fase oscura del dia (Figura 16C), y se observé que no
existieron diferencias significativas entre ambos grupos de ratones. El grupo a1

GlyR AAV consumio6 en promedio 13.3 + 8.6 gramos de agua por kilogramo de
61



peso y el grupo control consumid 19.1 £ 7.1 g/kg (t(6) = 1.044, p= 0.3369; prueba
de t de Student no pareada, n= 4 por grupo).

Finalmente, a los ratones se le extrajo una muestra sanguinea luego del cuarto
dia de consumo. La Figura 16B muestra la concentracion de etanol en sangre
(BEC) la que entreg6 valores que concuerdan con lo encontrado en la prueba
DID. Los ratones a1 GlyR AAV obtuvieron en promedio 81.08 mg/dl de etanol en
sangre, mientras que los de ratones Empty AAV 85.86 mg/dl posterior al cuarto
dia de consumo (1(6) =0.07326; p= 0.9440; prueba de t de Student no pareada,
n= 4 por grupo).

A pesar de los anterior, y considerando que el numero de animales es insuficiente
para obtener una conclusién definitiva respecto del efecto de la sobreexpresién
de la subunidad a1 del GlyR en MSN D1+ del nAc en el aumento del consumo
de etanol en este grupo de animales, resultados obtenidos en nuestro laboratorio,
revelaron que la induccion de la expresion de una subunidad a1 insensible al
etanol en MSN D1+ del nAc, fue incapaz de afectar a la sensibilidad al etanol en
GlyRs o afectar al consumo de etanol en ratones. Por otra parte, el uso de un
AAV que transdujo una subunidad a1 WT del GlyR en todas las MSNs del nAc
de los ratones, esto si provoco cambios en la ingesta de etanol en la prueba DID
y en la concentracion de etanol en sangre (Araya et al., 2022). Y aunque estos
resultados fueron obtenidos en un grupo de ratones mas jévenes, consideramos
que es probable que la sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR solo en la

MSNs D1+ en el nAc no sea suficiente para generar cambios en el
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comportamiento asociado al consumo de etanol, por lo que se decidid

sobreexpresar esta misma subunidad globalmente, es decir, en todo el nAc.
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Figura 16. Efecto de la sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en MSN D1+
del nAc en el consumo de etanol en ratones de 18 meses. A) El grafico muestra el
consumo de etanol en gramos por kilogramo de peso (g/kg) en ratones donde se
sobreexpreso la subunidad a1 del GlyR (curva roja) y de ratones inyectados con AAV
control (curva negra). B) Concentracion de etanol en sangre tras el consumo de etanol
el cuarto dia de la prueba C) El grafico muestra el consumo de agua en gramos por
kilogramo de peso (g/kg). Los datos corresponden al promedio + SEM, Two-way
ANOVA para Ay prueba t de Student no apareada para B y C; ns: no significativo; n=

4 por grupo.
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Actividad 2.3. Determinacion del consumo de etanol con la prueba Drinking in the
dark (DID) en ratones envejecidos (18 mo) en los que se sobreexpresé la

subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc.

Para esta actividad se llevd a cabo la sobreexpresion global de la subunidad a1
del GlyR MSNs del nAc a través de la inyeccion estereotaxica de particulas
adenovirales de AAV-mDIx-GlyRa1WT-GFP en ratones WT de 18 meses de
edad. Posterior al experimento, se revisaron sitios de inyeccidén para corroborar
la presencia del reportero.

En la Figura 17A se observa que, al igual que en el experimento anterior, tanto el
grupo de ratones en los que se sobreexpreso la subunidad a1 del GlyR (a1 GlyR
AAV), como el grupo control (Empty AAV), consumieron etanol de manera muy
similar durante toda la prueba (F(3,63) = 0.4508; p= 0.7176, Two-way ANOVA 'y
Bonferroni post hoc test. n= 12 a1 GlyR AAV, n= 11 Empty AAV). Se midi6 el
consumo de agua como control de esta prueba (Figura 17C), se observo que no
existen diferencias significativas entre ambos grupos de ratones. El grupo a1
GlyR AAV consumio6 en promedio 20.5 + 3.3 gramos de agua por kilogramo de
peso y el grupo Empty AAV consumié 15.0 £ 4.6 g/kg (t(17) = 1.001, p= 0.3308;
prueba de t de Student no pareada, n= 12 a1 GlyR AAV, n= 11 Empty AAV).
Luego del cuarto dia, a los ratones se les extrajo una muestra sanguinea para
medir los niveles de etanol en sangre. La Figura 17B muestra la BEC, que entregd
valores que concuerdan con lo encontrado en la prueba DID. Los ratones a1 GlyR

AAV obtuvieron en promedio 117.7 £ 18 mg/dl de etanol en sangre, mientras que
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los ratones control 75.2 + 15.7 mg/dl, (t(21) =1.758; p= 0.5716; prueba de t de
Student no pareada, n= 12 a1 GlyR AAV, n= 11 Empty AAV). Si bien los valores
del BEC son mayores en los ratones en que se sobreexpreso la subunidad a1

del GlyR, esto no es estadisticamente significativo.
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Figura 17. Efecto de la sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en MSN del
nAc en el consumo de etanol en ratones de 18 meses. A) El grafico muestra el
consumo de etanol en gramos por kilogramo de peso (g/kg) en ratones donde se
sobreexpreso la subunidad a1 del GlyR en todo el nAc (curva naranja) y de ratones
inyectados con AAV control (curva negra). B) Concentracion de etanol en sangre tras
el consumo de etanol el cuarto dia de la prueba C) El grafico muestra el consumo de
agua en gramos por kilogramo de peso (g/kg). Los datos corresponden al promedio +
SEM, Two-way ANOVA para A y prueba t de Student no apareada para By C; n=12

a1 GlyR AAV, n= 11 Empty AAV.
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Actividad 2.4. Evaluacién de la actividad motora y comportamiento de tipo

ansioso mediante la prueba Open Field (OF) en ratones envejecidos (18 mo) en

los que se sobreexpres6 la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc.

De la misma manera a la actividad anterior, previo a la prueba de DID en los
ratones WT de 18 meses inyectados por estereotaxia, se realizo el test OF.

En esta ocasion, en relacion con la actividad motora (Figura 18A), durante los
primeros 5 minutos de la prueba, los ratones que sobreexpresaron la subunidad
al del GlyR (a1 GlyR) recorren una distancia considerablemente menor
(1333£166 cm) en comparacion al control (Empty AAV) (2353£130 cm). Sin
embargo, ya a los 10 minutos de la prueba esta diferencia desaparece y en el
ultimo intervalo los grupos a1 GlyR y Empty AAV recorren una distancia muy
similar de 1465+110 y 1496+181 cm, respectivamente (F(3,48) = 8.224; p=
0.0002 Two-way ANOVA; n=11 a1 GlyR y n=7 Empty AAV) .

En el caso del analisis de la trayectoria, en la Figura 17B se observa que tanto
los ratones a1 AAV GlyR como los Empty AAV pasan un tiempo muy similar en
el centro de la caja durante toda la prueba (F(3,48) = 5924; p= 0.6230 Two-way
ANOVA; n=11 a1 GlyRy n=7 Empty AAV). En consecuencia, es posible sostener
de idea de que por un lado, la inyeccion estereotaxica no provoco dafos, y por
otro, que no hubo diferencias en la presencia de comportamiento de tipo ansioso
ni tampoco en las caracteristicas del comportamiento exploratorio entre los
ratones de 18 meses que sobreexpresaron la subunidad a1 del GlyR en las

MSNSs del nAc y el grupo control.
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Figura 18. Analisis del comportamiento exploratorio y de tipo ansioso después
de la sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en MSN del nAc en ratones de
18 meses de edad. A) Ensayo de open field en condiciones basales. Ratones WT de
18 mo pueden explorar un ambiente abierto nuevo durante 20 minutos. Se registra la
distancia recorrida cada 5 minutos de prueba. B) Grafico muestra el tiempo en que los
ratones recorren el centro de la caja cada 5 minutos de un total de 20 minutos. n= 11
GlyRa1y n=7 Empty AAV. Datos corresponden al promedio + SEM. Two-way ANOVA

y prueba de comparacion multiple de Bonferroni. ****p=0.0001.
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Actividad 2.5. Determinacion de la preferencia por etanol con la prueba
Conditioned place preference (CPP) en ratones de los distintos grupos etarios de

estudio.

Se utilizo el experimento de preferencia condicionada a un lugar (CPP, del inglés
conditioned place preference). En la Figura 19A se observa el grafico que
muestra que previo a las sesiones de condicionamiento, los ratones de 2, 6, 12,
y 18 meses de edad no tienen preferencia por un lugar y pasan la misma cantidad
de tiempo en ambas camaras de condicionamiento. Luego de las 16 sesiones de
condicionamiento (Figura 19B), la prueba final de 30 minutos determiné que solo
los ratones de 2 meses prefieren el lugar asociado a etanol (F (7,51) = 2.121;
p=0.0578; Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test, *p<0.05, n=12 2 mo, n=12
6mo, n=6 12 mo, n=5 18 mo).

Los datos obtenidos en esta prueba permitieron determinar que a partir de los 6
meses los ratones dejan de condicionarse por etanol, por lo que se decidid
sobreexpresar la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc en este grupo con

la finalidad de observar si era posible revertir este resultado.
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Figura 19. Condicionamiento a etanol solo es detectable a los 2 meses. A) Tiempo
de preferencia en cada camara de CPP, previo a las 16 sesiones de condicionamiento
a 2,6, 12y 18 meses. Se grafican los segundos en un minuto de prueba. B) Grafico
muestra el tiempo de preferencia luego de las 16 sesiones de condicionamiento. Solo
ratones WT de 2 meses se condicionaron a preferir el lado asociado a etanol. n= 12
por grupo. Datos corresponden al promedio + SEM. Two-way ANOVA y Bonferroni

post hoc test; **p<0.01.
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Actividad 2.6. Determinacion de la preferencia por etanol con la prueba

Conditioned place preference (CPP) en ratones adultos jovenes (6 mo) en los

que se sobreexpreso la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc.

La sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc se hizo a
través de la inyeccion estereotaxica del virus AAV-mDIx-GlyRa1WT-GFP, como
control se utilizé6 AAV-mDIx-GFP, luego de 3 semanas se llevé a cabo la prueba
y finalmente se revisaron sitios de inyeccion para corroborar la presencia del
reportero. En la Figura 20A se observa el grafico que muestra que previo a las
sesiones de condicionamiento, ninguno de los dos grupos de ratones de 6 meses
de edad tuvo preferencia por un lugar y pasaron la misma cantidad de tiempo en
ambas camaras de condicionamiento. Luego de las 16 sesiones de
condicionamiento (Figura 20B), la prueba final de 30 minutos determin6 que la
sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc fue capaz de
generar el condicionamiento por etanol, de manera similar a lo encontrado en los
ratones de 2 meses de edad de experimento anterior (F (3, 24) =4.307; p=0.0140;

Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test; n=10 ratones por grupo).
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Figura 20. Recuperacion de condicionamiento a etanol en ratones de 6 meses
después de sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en MSN del nAc. A)
Grafico muestra el tiempo de preferencia a cada camara de CPP, previo a las 16
sesiones de condicionamiento. Se grafican los segundos en un minuto de prueba. B)
Grafico muestra el tiempo de preferencia luego de las 16 sesiones de
condicionamiento. Ratones que sobreexpresaron la subunidad a1 del GIyR se
condicionaron a preferir el lado asociado a etanol. n= 10 por gupo. Datos corresponden

al promedio + SEM. Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test; *p<0.05.
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Actividad 2.7. Evaluacion de la actividad motora y comportamiento ansioso

mediante la prueba Open Field (OF) en ratones adultos jévenes (6 mo) en los

que se sobreexpreso la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del nAc.

Para evaluar si la sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en las MSNs del
nAc tenia algun efecto en la actividad motora o en el comportamiento de tipo
ansioso en los ratones WT de 6 meses que se iban a someter a la prueba de
CPP, se les realiz6 previamente el test OF.

La Figura 21A muestra que los ratones que sobreexpresaron la subunidad a1 del
GlyR (a1GlyR) realizan la prueba de manera similar a los ratones control (Empty
AAV). Los ratones a1 GlyR recorren 1893+225 cm en los primeros 5 minutos y
1860£263 cm los ultimos 5 minutos de la prueba, los ratones Empty AAV
recorrieron 1640+135 cm los primeros 5 minutos y 1253 + 198 cm los ultimos 5
minutos de prueba (F3,48) = 0.8312; p= 0.4833 Two-way ANOVA; n= 11 a1GIlyR
y n=7 Empty AAV). El mismo comportamiento se observa en el analisis de la
trayectoria (Figura 20B) donde se ve que tantos los ratones con AAV GlyRa1
como los Empty AAV pasan por las esquinas y por el centro de la caja. Los
registros fueron de 12.4+2 y 17.8+3 segundos en los primeros 5 minutos de
prueba para el ratén a1 GlyR y el Empty AAV, respectivamente (F(3,48) = 2.536;
p= 0.0677 Two-way ANOVA; n= 11 a1 GlyR y n= 7 Empty AAV). Por lo que se
puede afirmar que los ratones de 6 meses que sobreexpresaron la subunidad a1
del GlyR en las MSNs del nAc no presentaron comportamientos de tipo ansiosos,

exploraron un ambiente nuevo al igual de como lo realizan los ratones controles
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de su misma edad y ademas la inyeccion estereotaxica no provocd alguna

alteracion neuroldgica o motora detectable.
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Figura 21. Analisis del comportamiento exploratorio y de tipo ansioso después
de sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en MSN del nAc en ratones de 6
meses de edad. A) Ensayo de open field en condiciones basales. Ratones pueden
explorar un ambiente abierto nuevo durante 20 minutos. Se registra la distancia
recorrida cada 5 minutos de prueba. La distancia recorrida no varia significativamente
entre los ratones que sobreexpresan la subunidad a1 del GlyR frente al grupo control.
B) Grafico muestra el tiempo en que los ratones recorren el centro de la caja cada 5
minutos de un total de 20 minutos. n= 11 a1GlyR y n= 7 Empty AAV. Datos
corresponden al promedio £+ SEM. Two-way ANOVA y prueba de comparacion multiple

de Bonferroni.
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DISCUSION

Este trabajo de tesis examiné la expresion y funcion de los GlyRs en el nAc de
ratones a través del envejecimiento y su impacto en el consumo y preferencia por
el EtOH. Especificamente, se analizaron: 1) los cambios en la expresion de las
subunidades de GlyRs y la actividad neuronal en respuesta a la potenciacion con
etanol. Ademas, se abordaron, 2) los cambios en el consumo y susceptibilidad al
condicionamiento a EtOH, utilizando la prueba DID y CPP, respectivamente.
Finalmente, se realizé 4) la sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en el
nAc a modo de rescate y su efecto en los comportamientos asociados a EtOH
antes mencionados.

A continuacion, se discutiran con mas detalle los principales resultados

obtenidos:

Los receptores de Glicina se expresan durante todo el proceso de

envejecimiento
Los resultados de esta tesis muestran que los GlyRs se expresan en el nAc de
ratones envejecidos, lo que respalda la hipotesis de que estos receptores estan
presentes en edades avanzadas. Este hallazgo es particularmente relevante, ya
que los estudios que investigan como cambia la expresion de los GlyRs en el nAc
durante el envejecimiento son practicamente inexistentes. Aunque se han
estudiado areas como la retina (Sanchez-Chavez et al., 2017), el tronco

encefalico (Kungel & Friauf, 1997), la corteza (Becker et al., 1993) y la médula
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espinal (Watanabe & Akagi, 1995) estos estudios se han enfocado solo en las
primeras etapas del desarrollo y no cuentan con mas literatura que repliquen sus
resultados. Adicionalmente, existen investigaciones previas investigaciones
previas se han centrado en etapas tardias de la adolescencia, es decir alrededor
de los 2 meses de edad (Avila, Nguyen, et al., 2013; Avila, Vidal, et al., 2013;
Malosio et al., 1991). Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han realizado
en ratas, lo que limita la generalizacién de los hallazgos a otras especies y
contextos.

Nuestros resultados, obtenidos a través del analisis de actividad neuronal
mediante el estudio de la dinamica de calcio, mostraron que al potenciar el GlyR
del nAc con EtOH habia una disminucion en la activacion neuronal (indicada por
la disminucién de dF/F) a los 2 meses de edad. Sin embargo, a los 6 y 12 meses
de edad el efecto de EtOH fue significativamente menor (Figura 7). Por otro lado,
el ensayo de inhibicion de los GABAaR, utilizando bicuculina, nos permitio
descartar que estos cambios durante el envejecimiento estuvieran relacionados
con estos receptores (Figura 8). Estos hallazgos, junto con resultados previos de
nuestro laboratorio, en los que se utilizd6 STN, un inhibidor del GlyR, y se observé
una disminucion en el aumento de dF/F dependiente de la edad, nos permiten
afirmar que la expresion de los GlyRs disminuye con la edad y/o que cambia su
expresion a subunidades menos sensibles a etanol, y que ese efecto no es

atribuible a los GABAAR. Esto podria tener importantes implicancias para la

75



funcién del nAc durante el envejecimiento, algunas de las cuales seran

abordadas mas adelante.

El envejecimiento reduce la expresion de los receptores de Glicina en el
nucleo accumbens

En el presente trabajo, utilizando RT-qPCR, se detectdé por primera vez la
expresion de las subunidades a1, a2, a3 y B del GlyR tanto en MSNs D1+ como
en D1- del nAc de ratdn a distintas edades. En términos de la presencia de las
subunidades en el cerebro, estos datos estan en linea con otros autores que las
han descrito en ratas adolescentes y jovenes (Racca et al., 1998; Sato et al.,
1991, 1992). Sin embargo, estos trabajos han descrito una expresion
predominante de la subunidad a2 del GlyR en multiples areas cerebrales,
incluyendo el nAc (Jonsson et al., 2012b; Sato et al., 1991). Estos resultados
contrastan con nuestros hallazgos, en los que se observa una baja expresion de
esta subunidad. A pesar de lo anterior, esta diferencia es previsible, dado que los
resultados fueron obtenidos en un modelo distinto al nuestro. Si bien existen
similitudes entre los modelos de rata y raton, los resultados obtenidos no siempre
son comprables, dado que son especies que se desarrollan a tiempos diferentes.
Por ejemplo, una rata de 2 meses se encuentra en la etapa de adolescencia
temprana, y su equivalente de edad en afilos humanos es de 6 afos (Sengupta,
2013); mientras que, un ratdbn de 2 meses corresponde a una etapa de

adolescencia tardia y equivale a 16 afios humanos (Dutta & Sengupta, 2016;
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Flurkey et al., 2007). Esta diferencia es importante cuando se trata de evaluar la
expresion de las subunidades del GlyR, dado que ha sido descrito que las
subunidades a2 y B estan ampliamente expresadas en el cerebro durante la
etapa embrionaria, participando en su desarrollo. Después del nacimiento, la
subunidad a2 disminuye lentamente su expresion, restringiéndose a algunas
areas, como hipocampo, corteza, talamo, entre otras (Avila, Nguyen, et al., 2013;
Avila, Vidal, et al., 2013). Adicionalmente, las subunidades a1y a3, comenzarian
a expresarse en el periodo postnatal; sin embargo, a los 15 dias de vida, la
expresion cerebral de estas subunidades a nivel de proteina aun no es detectable
(Avila, Nguyen, et al.,, 2013). De acuerdo con lo anteriormente descrito, es
previsible que en ratas de 2 meses (60 dias) de edad, que se encuentran en una
etapa del desarrollo mas temprana que la del raton, predomine la expresion de
la subunidad 02, sobre a1 y a3, apoyando nuestros resultados que indican que
en la adolescencia-adultez, esta no seria la subunidad mayormente expresada,
al menos en el nAc.

A pesar de la limitada evidencia existente, Forstera et al. (2017), describieron en
ratones C57BL/6J (modelo igual al utilizado en esta tesis) de 1 a 4 meses de
edad, no sélo la presencia de las subunidades a1-3y B en el nAc; sino que
también una mayor expresion de la subunidad a1 en esta region, lo cual esta en
linea con lo encontrado en esta tesis (Forstera et al., 2017). Ademas, los datos
de los autores describen un nivel levemente mas alto (p<0.05) de la subunidad

a1l en MSNs D1+ en comparacién con MSNs D1-, a diferencia de lo encontrado
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en nuestros analisis, donde esa diferencia es observable sélo a los 6 meses de
edad.

La subunidad B del GlyR se coensambla con las subunidades a en diversas
estequiometrias (Durisic et al., 2012; Mufoz et al., 2021). La subunidad 3 dirige
al receptor a las sinapsis mediante una interaccion directa con la proteina de
andamiaje gefirina, esencial para la localizacion y estabilizacion de los receptores
en la membrana postsinaptica (Burgos et al., 2016b) (Figura 2).

Los estudios han demostrado que el mARN de esta subunidad se expresa
ampliamente en todo el SNC, incluyendo la médula espinal y el cerebro (Malosio
et al., 1991; Wiessler et al., 2024). Sin embargo, hasta la fecha, no se ha
investigado ampliamente el papel de esta subunidad en el contexto del
envejecimiento.

En nuestro estudio, realizamos un analisis de la expresion de mARN vy
encontramos que la expresion de 3 disminuye a partir de los 6 meses en las MSN
D1+ del nAc, mientras que en las MSN D1- esta disminucion se observa mas
tardiamente, a los 18 meses de edad. La disminucion de la subunidad 3 implicaria
el cambio conformacional del GlyR durante el envejecimiento, de una
configuracion heteromérica a una mas de caracter homomeérica, es decir, una
disminucién sinaptica del receptor a lo largo del tiempo.

En linea con lo anterior, la gefirina es una proteina que ancla, agrupa y estabiliza
los GlyRs y GABAARSs en las sinapsis inhibitorias del cerebro de los mamiferos

(Choii & Ko, 2015; Sassoé-Pognetto & Fritschy, 2000). Las funciones de gefirina
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descritas en la literatura incluyen un rol fundamental en la maduracion y el
mantenimiento de las sinapsis, actuando como un sensor que ajusta la
transmision sinaptica en respuesta a cambios en la actividad de la red global.
Ademas, se ha vinculado a ciertas formas de plasticidad sinaptica (Choii & Ko,
2015; Petrini et al., 2014).

Se ha descrito que la expresidn de gefirina es amplia en el cerebro, sin embargo,
los estudios que abordan lo que sucede con gefirina durante el envejecimiento
son casi inexistentes. En esta tesis, a través de ensayos de IHC y analisis de la
expresion de mARN, encontramos que la expresion disminuye de manera
importante a partir de los 6 meses de edad (p<0.01), tanto en MSN D1+, como
MSN D1- del nAc. Otros estudios que han investigado la expresidén de gefirina
durante el envejecimiento, han incluido otras areas como el nucleo coclear dorsal
y la corteza visual, reportando tanto un aumento como una disminucion,
respectivamente (Pinto et al., 2010; H. Wang et al., 2009). A pesar de lo anterior,
hasta la fecha no hemos encontrado estudios que incluyan al nAc.

Por otro lado, la disminucion de la expresion de gefirina ha sido descrita
previamente, y se ha asociado a patologias neuropsiquiatricas, incluyendo
bipolaridad, trastornos del animo como la depresion (Choii & Ko, 2015), y
enfermedades neurodegenerativas como la EA (Agarwal et al., 2008; Choii & Ko,
2015; Hales et al., 2013). De manera interesante, algunos de estos resultados
han sido producto de analisis hechos en el nAc (Fernandez-Pérez et al., 2020;

Heshmati et al., 2020b), lo que resulta relevante, considerando la alta prevalencia
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de sintomas de anhedonia y enfermedades neurodegenerativas, en particular la
EA, que presenta la poblacidon de adultos mayores (Andreas et al., 2017; Servicio
Nacional del Adulto Mayor. SENAMA, 2021).

En otras palabras, no solo existe una disminucion de la expresion de las
subunidades del GlyR en el nAc durante el envejecimiento, sino también cambios
en la proporcion en la que estas se expresan. Por ejemplo, si consideramos las
subunidades a: a1 disminuiria de manera progresiva durante el envejecimiento
(MSN D1+); aun asi, es la que se expresa mayormente durante toda la vida. Por
otro lado, a2 muestra muy poca disminucion y a3 se mantendria estable, por lo
que proporcionalmente ambas aumentarian su expresién durante el
envejecimiento. La subunidad B del GlyR y gefirina, que interactuan para
posicionar al receptor en la hendidura sinaptica, también disminuyen a partir de
los 6 meses, aumentando la proporcion de conformaciones homomeéricas, de
expresion extrasinaptica.

Este patron de cambio en las subunidades del GlyR en subpoblaciones de MSNs
del nAc sugiere evidentemente cambios diferenciales en la transmision
glicinérgica. En este sentido, datos de electrofisiologia de nuestro laboratorio, en
proceso de publicacion, muestran que la sensibilidad del GlyR a glicina disminuye
entre los 2 y 12 meses de edad, con una ECspde 41.9 + 4y 90.2 £ 11 uM de
glicina respectivamente, las cuales son muy similares a las descritas para las
conformaciones de a1 y al1f, que bordean en promedio los 43 uM y la

conformacién a2, que es de 86 uM (Mufioz et al., 2021). Esto esta en linea con
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nuestros resultados, donde los 12 meses de edad se muestra una disminucién
en la expresion de la subunidad a1y B en las MSN D1+, y un aumento relativo
de la subunidad a2. Adicionalmente, las modificaciones en la conformacion del
GlyR implican variaciones en sus propiedades en relacién con el EtOH,
incluyendo una disminucion en la sensibilidad a este (dato no publicado del
laboratorio, mencionado previamente en la introduccion). Estos hallazgos son
coherentes con los resultados obtenidos, donde se observo que, a los 2 meses
de edad, las MSNs del nAc presentaban una mayor probabilidad de expresion de
GlyRs con las conformaciones a1 y a1f3 en comparacion con los 12 meses. A
esta edad, la potenciacion neta por EtOH seria menor debido a la disminucién de
estas configuraciones del receptor, resultando en un aumento relativo de la
conformacion a2 homomeérica (Figura 22).

En resumen, nuestros datos indican que el envejecimiento induce cambios
significativos en la expresion de las subunidades del GlyR y de gefirina en las
neuronas D1+ del nAc, lo que sugiere una alteracion en la transmision glicinérgica
sinaptica y extrasinaptica. Estas modificaciones en la composicion y la
localizacion del GlyR pueden tener implicaciones funcionales importantes,
incluyendo una disminucion en la sensibilidad al EtOH. A continuacién,
abordaremos cémo estos cambios en la expresion de GlyR se relacionan con las
alteraciones en el comportamiento de consumo y preferencia de EtOH en

diferentes etapas del envejecimiento.
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Figura 22. Efecto del envejecimiento en la expresiéon de GlyRs en MSNs del

nAc y en comportamiento asociados al consumo de etanol de ratones

Arriba a la izquierda se muestra amplificacion de una seccion coronal de cerebro
que contiene el NAc en raton joven. En A se representa una sinapsis glicinérgica
en las MSNs D1. En ratones jovenes, hay predominancia en la expresion de
GlyRs sinapticos a1f. Las conformaciones predominantes de estos receptores
presentan una alta sensibilidad tanto a glicina como al EtOH. En ratones
envejecidos, se observa disminucion de GlyRs sinapticos, que afecta en mayor
grado a a1, junto con la disminucion de la subunidad B y gefirina. En B se
representa una sinapsis glicinérgica en las MSNs D2, estas presentan menor
una expresion de conformaciones del GlyR sensibles tanto a glicina como a
EtOH que las D1. Durante el proceso de envejecimiento, se observa una
disminucion tanto de subunidad 3, como de gefirina. En C cambios conductuales

asociados al envejecimiento.
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El envejecimiento reduce el consumo de etanol y la sobreexpresion de GlyR

en el Nucleo Accumbens no produce cambios en su consumo

Analizamos el consumo de EtOH a distintas edades mediante la prueba DID,
observamos que este disminuye progresivamente durante el envejecimiento, al
igual que la concentracion de BEC en cada uno de los grupos. Segun las
directrices del NIAAA, los animales de 2, 6 y 12 meses de edad muestran un
consumo excesivo de alcohol al alcanzar un BEC promedio superior a 80 mg/dL
(National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, 2023). Nuestros hallazgos
son consistentes con estudios previos que describen una disminucién en el
consumo de alcohol tanto en modelos en roedores como en humanos a medida
que se envejece (Matthews, Schneider, et al., 2019; R. C. Molander et al., 2019;
Servicio Nacional para la Prevencion y Rehabilitacion del Consumo de Drogas y
Alcohol. SENDA, 2018).

Si bien la tendencia general de disminucién en el consumo de EtOH observada
en nuestros resultados, es crucial considerar que estudios poblacionales en
humanos indican cambios en el patron de consumo en los adultos mayores. En
estas poblaciones, aun cuando la reduccion es en el consumo total, se observa
un aumento en la frecuencia de consumo sin alcanzar niveles excesivos (Lewis
et al., 2018; R. Molander et al., 2010), o, en algunos casos, un mantenimiento del
consumo excesivo a lo largo del tiempo (Breslow et al., 2017b; B. H. Han et al.,
2017b). Esta dinamica de consumo puede estar influenciada por varios factores,

incluyendo cambios en la fisiologia y en el metabolismo del alcohol durante el
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envejecimiento, asi como variaciones en los contextos sociales y de
comportamiento (Bonnechére et al., 2022; Dare et al., 2020; Immonen et al.,
2011b; Milic et al., 2018; R. Molander et al., 2010; Q. Wang et al., 2022b).

En nuestro estudio, esta situacidn se refleja parcialmente en la dispersion de los
datos observados en el BEC (Figura 13B), la cual aument6 conforme los ratones
envejecen, alcanzando un promedio de 66.2+18.1 mg/dL a los 18 meses donde
se observa un grupo de animales con un BEC superior a los 80 mg/dL. Esta
variabilidad sugiere que, aunque el consumo total de EtOH disminuye, algunos
individuos continuan consumiendo alcohol en cantidades que resultan en niveles
significativos de BEC, mientras que otros muestran una reduccion mas

pronunciada en su ingesta.

Posterior a la prueba de consumo y a los resultados del analisis de la expresion
del GlyR, a modo de poder recuperar la funcién perdida con el envejecimiento,
decidimos sobreexpresar subunidad a1 especificamente en las MSN D1+ del nAc
en ratones D1 Cre de 18 meses de edad, dado que esta era una subunidad del
GlyR que se veia disminuida en estas neuronas y, que estos ratones mostraron
tener el menor consumo de EtOH entre los grupos etarios estudiados. En estos
experimentos no obtuvimos diferencias en el volumen de EtOH consumido ni en
el BEC cuando comparamos con los ratones controles (Figura 16B). De manera
similar, en el estudio de Araya et al., la sobreexpresion de una subunidad a1

mutante, insensible al EtOH, en MSN D1+ del nAc, disminuyo la potenciacion del
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etanol en las MSNs D1+, pero no modificé consumo de EtOH de los ratones
inyectados (Araya et al., 2022).

Estos resultados plantean una interrogante clave: jera esperable que la
sobreexpresion de a1 revirtiera la reduccion del consumo de EtOH inducida por
el envejecimiento? Si bien los datos obtenidos en ratones de 6 meses sugieren
que la subunidad a1 es esencial en el condicionamiento por etanol, la falta de
efecto en el consumo de ratones de 18 meses indica que otros factores pueden
estar modulando la respuesta al etanol en edades avanzadas.

En particular, la reorganizacién de la composicion del GlyR con el envejecimiento
podria haber alterado la funcionalidad de a1, afectando su interaccion con otras
subunidades y con proteinas de andamiaje sinaptico como gefirina. Ademas,
considerando que los cambios neurobiolégicos asociados al envejecimiento
afectan multiples regiones cerebrales, es posible que la modulacion de los GlyRs
en un grupo especifico de MSNs del nAc no sea suficiente para restaurar la
sensibilidad al etanol en su totalidad.

Para evaluar esta posibilidad, se llevd a cabo la sobreexpresién global de a1 en
el nAc de ratones de 18 meses. Sin embargo, tampoco se observaron diferencias
significativas en el consumo de EtOH ni en el BEC respecto al grupo de control.
No obstante, se observé una tendencia al aumento del BEC en los ratones que
sobreexpresaron a1, alcanzando un promedio de 117.7 £ 18 mg/dL, superando
el umbral de 80 mg/dL, lo que no se habia registrado previamente en esta

cohorte.
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En el estudio de Araya et al. (2022), la sobreexpresion de a1 en el nAc se realizé
en ratones mutantes con una version insensible al EtOH de esta subunidad. Esto
result6 en un menor consumo de EtOH en comparacién con los controles.
Ademas, al evaluar la prueba de consumo, los autores describieron una
reduccion significativa en el grupo con sobreexpresion global, lo que sugiere que
la manipulacion simultanea de MSNs D1 y D2 puede ser mas efectiva (Araya et
al., 2022). Esta diferencia con nuestros resultados podria estar explicada por la
edad de los animales estudiados. Mientras que Araya et al. utilizaron ratones de
45 a 60 dias, nuestro estudio incluyé ratones de 18 meses, lo que implica
diferencias en los cambios neurobiolégicos inducidos por el envejecimiento.

Finalmente, nuestros hallazgos sugieren que el envejecimiento provoca una
disminucién progresiva en el consumo de EtOH y en los niveles de BEC
alcanzadas en los ratones, reflejando un patron similar al observado en estudios
humanos. La sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR, tanto en MSNs D1+
como globalmente en el nAc, no fue suficiente para revertir la reduccion del
consumo de EtOH en la vejez. Esto sugiere que los cambios neurobioldgicos
asociados al envejecimiento pueden influir en la modulacion del consumo de
alcohol, destacando la complejidad de los mecanismos subyacentes y la
necesidad de explorar mas a fondo la interaccion entre distintos tipos de

neuronas y sus receptores en el nAc durante el envejecimiento.
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La sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyRs en el nucleo accumbens

restaura el condicionamiento por etanol en ratones adultos jévenes
La prueba de preferencia de lugar condicionada por el etanol o CPP nos permitié
evaluar el condicionamiento por EtOH a distintas edades. Si bien no se han
reportado antecedentes de este fenomeno durante el envejecimiento en la
literatura, existe evidencia que compara la aversion condicionada al gusto,
utilizando una inyeccion intraperitoneal de EtOH en ratas adolescentes y adultas.
En estos estudios han mostrado que las ratas envejecidas son mas sensibles a
los efectos aversivos del EtOH que las ratas adolescentes (Anderson et al., 2010;
Saalfield & Spear, 2016, 2019).
En nuestros experimentos, solo el grupo de 2 meses mostro una preferencia
condicionada por el etanol, lo que sugiere una mayor susceptibilidad a sus
efectos reforzantes en etapas tempranas de la vida. Se ha descrito que la
administracion intraperitoneal de etanol en animales envejecidos genera una
menor activacion del nAc, evidenciada por una disminucién en la expresion de c-
Fos (Saalfield & Spear, 2019). Esto es relevante, ya que la activacién de GlyRs
sinapticos regula la liberacion de dopamina en el nAc, un neurotransmisor clave
en el procesamiento de recompensas asociado al consumo de drogas de abuso

(A. Molander & Soderpalm, 2005).

Si bien la reduccién en la expresion de a1 podria explicar la menor respuesta al

etanol en ratones envejecidos, otros mecanismos neurobioldgicos podrian estar
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involucrados. En particular, la disminucion de la subunidad 8 y de gefirina podria
afectar la estabilidad sinaptica de los GlyRs, reduciendo su capacidad de modular
la liberacion de DA en respuesta al EtOH.

Para evaluar esta posibilidad, se realizé la sobreexpresion global de a1 en el nAc
de ratones de 6 meses, lo que permitié restaurar el condicionamiento por EtOH,
reproduciendo el comportamiento observado en ratones de 2 meses. Este
hallazgo indica que la subunidad a1 es clave en la mediacion de los efectos
reforzantes del EtOH en el nAc y que su sobreexpresion puede restaurar la
susceptibilidad al condicionamiento incluso en edades adultas.

Es importante mencionar que, como controles de los procedimientos realizados,
tanto para las inyecciones estereotaxicas como para los efectos de EtOH,
realizamos pruebas de OF, en las cuales no encontramos diferencias
significativas entre los grupos etarios evaluados. Esto es relevante, ya que los
animales se comportan de manera similar en condiciones controles, no tienen
alteraciones locomotoras o comportamientos de tipo ansioso que podrian haber
dado falsos cambios en las pruebas de consumo o condicionamiento. Por otro
lado, con la medicion del BEC en ratones inyectados se descartan posibles

cambios por distinto metabolismo del EtOH en las distintas edades.

En resumen, nuestros hallazgos indican que el envejecimiento induce cambios
significativos en la expresion y funcion de los GlyRs en el nAc, reflejados en la

reduccion de las subunidades a1, a2 y 3 del GlyR, asi como de la proteina de
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anclaje gefirina en determinadas edades. Esta alteraciéon en la transmision
glicinérgica podria contribuir a la disminucién de la sensibilidad al etanol
observada en los ratones envejecidos.

Estos cambios funcionales se correlacionan con la disminucion del consumo y
del condicionamiento por etanol a partir de los 6 meses de edad. Aunque la
sobreexpresion de a1 en el nAc no logro restaurar el consumo de etanol en
ratones de 18 meses, si permitidé recuperar la preferencia condicionada en
ratones de 6 meses, lo que sugiere que esta subunidad es clave en los efectos
reforzantes del alcohol. Sin embargo, la falta de efecto sobre el consumo de
etanol en animales envejecidos sugiere que otros factores, como la
reorganizacion sinaptica de los GlyRs y su interaccion con gefirina, pueden ser
determinantes en la respuesta conductual al etanol.

Estos resultados tienen implicaciones relevantes para comprender como el
envejecimiento afecta la regulacion de la recompensa y la sensibilidad a
sustancias adictivas. Ademas, abren nuevas interrogantes sobre la contribucién
de la reorganizacion sinaptica de los GlyRs en la plasticidad neuronal del nAc y
su relacion con trastornos neuropsiquiatricos en la vejez. Estudios futuros podrian
evaluar si la modulacion simultanea de a1 y B, o la estabilizacion de gefirina,
podria restaurar no solo la preferencia condicionada, sino también el consumo de

etanol en ratones envejecidos.
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CONCLUSIONES

Se establece como principales conclusiones obtenidas en esta tesis que:

e Los GlyRs estan presentes en el nAc durante todo el envejecimiento, pero su
expresion disminuye progresivamente con la edad, afectando principalmente
alas MSN D1+.

e Las subunidades a1 y B presentan una reduccion significativa con la edad,
con un mayor impacto en las MSN D1+ en comparacién con las MSN D1-.

e La disminucidn en la expresion de gefirina y la subunidad B durante el
envejecimiento sugiere un cambio en la conformacién de los GlyRs,
favoreciendo configuraciones homomeéricas y extrasinapticas, lo que podria
alterar la transmision inhibidora en el nAc y reducir la sensibilidad al etanol.

e Se observd una disminucion progresiva en el consumo de EtOH y en las
concentraciones de etanol en sangre en ratones a medida que envejecen,
reflejando patrones similares a los descritos en humanos.

e La sobreexpresion de la subunidad a1 del GlyR en las MSN D1+ o de manera
global en el nAc no logré aumentar el consumo de EtOH en ratones de 18
meses, lo que sugiere que otros mecanismos neurobioldgicos pueden estar
modulando la ingesta de alcohol en etapas avanzadas de la vida.

e Solo los ratones jévenes (2 meses) mostraron condicionamiento por EtOH, lo
que indica una mayor susceptibilidad a los efectos reforzantes del etanol en

etapas tempranas de la vida.
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La sobreexpresion global de la subunidad a1 del GlyR en el nAc de ratones
de 6 meses restauro el condicionamiento por etanol, sugiriendo que esta
subunidad es fundamental para la mediacion de los efectos recompensantes
del alcohol en el nAc.

Los hallazgos de esta tesis sugieren que la reorganizacion de los GlyRs y su
interaccidon con proteinas de andamiaje como gefirina pueden desempefar
un papel clave en la regulacién de la recompensa durante el envejecimiento,
afectando tanto el consumo de etanol como su capacidad de generar

refuerzo.
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GLOSARIO

5-HT . Serotonina

ac : Comisura anterior (del inglés: anterior commisure)

aCSF . Liquido céfalo raquideo artificial

ADNc . Acido desoxiribonucleico

ARN . Acido ribonucleico

BEC : Concentrapién de etanol en sangre ( del inglés: blood ethanol
concentration)

CPF : Corteza prefrontal

CPP : Pruebg de preferencia asociada a un lugar (del inglés:
Conditioned Place Preference)

D1R . Receptor de dopamina tipo 1

D2R . Receptor de dopamina tipo 2

DA : Dopamina

DAPI . 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DID . Prueba de consumo de etanol (del inglés: Drinking in the dark)

EtOH : Etanol

FACS : Clasificacion de Células Activada por Fluorescencia (del inglés:

Fluorescence-activated cell sorting)
GABAAR : Receptores de GABA A

Indicadores de calcio codificados genéticamente (del inglés:

GECI : genetically encoded Calcium indicator)
GlyR : Receptor de glicina

HC : Hipocampo

IHC . Inmunohistoquimica
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LGIC
mARN
MSN
nAc
NIAAA
OF
PBS
PFA

SEM

SML
SNr
STN
VP
VTA
WT

: Canales ionicos controlados por ligando

. ARN mensajero

Neurona espinosa mediana (de inglés: Medium Spiny Neuron)
Nucleus Accumbens
National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism

Prueba de campo abierto (del inglés: Open field assay)

: Tampdn fosfato salino (del inglés: phosphate buffered saline)

Paraformaldehido

Error estandar de la media (del inglés: standard error of the

" mean)
. Sistema mesolimbico

. Sustancia nigra pars reticulata

Estricnina

Nucleo Palido ventral

. Area tegmental ventral

: Animal silvestre (del inglés: Wild Type)
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