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RESUMEN

El desorden depresivo mayor (DDM) estéd asociado con alteraciones en el sistema
limbico. Existen modelos biolégicos que simulan los sintomas observados en
pacientes con DDM. Dentro de estos modelos, la bulbectomia olfatoria bilateral
(OBX) destaca por presentar degeneraciones neuronales en el sistema limbico
provocando una disminucion en la neurogénesis en el giro dentado (GD) del
hipocampo y un aumento en la sensibilidad al estrés que se manifiesta a través de
una hiperactividad en entornos novedosos. Sin embargo, se ha observado
diferencias entre distintas cepas y en la actualidad se desconoce la actividad
neuronal en las estructuras que participan en el procesamiento de la novedad en
ratas OBX y su correlacion con la neurogénesis y hiperlocomocion en pruebas de
campo abierto (PCA). Por esta razon, se busca cuantificar la expresion de c-Fos
(marcador de actividad neuronal) en regiones del sistema limbico como corteza
prefrontal (CPF), nucleo reticular talamico (RT), en las subregiones CA1, CA2y giro
dentado (GD) del hipocampo, asi como amigdala basolateral (BLA) en ratas
expuestas a PCA. En este estudio se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar y
Sprague Dawley con un peso de 250-300 g, separadas en dos grupos: grupo
problema (OBX) y grupo control (Sham o lesién falsa). Tres semanas después de la
lesion, todas las ratas fueron sometidas a una PCA durante 5 min con una
iluminacién de 60 Lux donde se evalu6 su conducta horizontal (hGmero de cuadros
visitados) y vertical (nUmero de acicalamientos y postura erguida), dos horas
después de la prueba se sacrificaron los animales mediante perfusion cardiaca para
posteriormente medir la expresion de c-Fos y Ki67. Los resultados mostraron un
incremento en el nimero de eventos de postura erguida y cuadros visitados en
ambas cepas, no obstante, se encontr6 una diferencia en el numero de
acicalamientos entre ambas cepas. Asimismo, se observd un incremento en la
expresion de c-Fos en PCF y GD de las ratas Wistar, mientras que SD no presento
cambios. Por su parte, la cuantificaciéon de Ki67 mostr6 una disminucion en la
neurogénesis en GD de ambas cepas. En conclusion, estos datos son consistentes
con los antecedentes, lo que sugiere que las ratas tienen una incapacidad de
adaptarse a entornos novedosos, a causa del dafio neuronal ocasionado por la
lesion, no obstante, las diferencias observadas entre ambas cepas, podria estar
relacionada con la sensibilidad a la lesién y a las caracteristicas particulares de cada
cepa, recordando que Wistar es una cepa con mayor ansiedad en comparacion con
SD.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO
1. Actividad neuronal

Las neuronas son las principales células del sistema nervioso, que posee la
capacidad de recibir y decodificar informaciéon en forma de sefales eléctricas y
quimicas, transmitiéndolas a otras células. Una neurona presenta cuatro regiones
morfologicamente definidas: 1) cuerpo celular, 2) dendritas, 3)axon y 4) terminales
axoénicas 1. El cuerpo o soma es el centro metabdlico de la célula y es el origen de
las prolongaciones de las dendritas y el axdn. Las dendritas se ramifican como un
arbol y su funcion principal es la recepcion de sefiales procedentes de otras
neuronas. Mientras, el axon es la unidad de conduccion de sefiales eléctricas a otras
neuronas, denominadas potencial de accién, son impulsos nerviosos rapidos,
fugaces, con una amplitud de 100 mV y con una duracién aproximada de 1 ms. Los
potenciales de accion constituyen las sefiales mediante las cuales el cerebro recibe,

analiza y transmite informacion 1.

La unidén de varias neuronas forma circuitos neuronales, que se remodelan o
presentan plasticidad en respuesta a diferentes estimulos. La plasticidad cerebral
inducida por la actividad neuronal permite al cerebro adaptarse a condiciones
cambiantes, como en el desarrollo, el aprendizaje o después de padecer alguna

lesion 2.
1.1 Respuesta al estrés y entornos novedosos

Todos los sistemas fisioldgicos vitales del cuerpo estan programados de forma
inherente, para conservar una homeostasis, que es esencial para la vida y el
bienestar 2 . Sin embargo, el equilibrio se puede afectar por factores estresantes o

estrés.

El estrés es definido como un estado de desarmonia (alostasis) y se
contrarresta con una serie de respuestas fisiologicas que buscan mantener la
homeostasis alterada (Fig.1) 3. La respuesta al estrés esta mediada por una
infraestructura neuroendocrina, celular y molecular (sistema de estrés), que se

encuentra tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en la periferia 3 4. La
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respuesta adaptativa al estrés de cada individuo estd determinada por varios

factores (genéticos, ambientales y de desarrollo) °.

La activacion del sistema de estrés agudo desencadena una serie de cambios
conductuales y fisicos a corto plazo, los cuales se definen como sindrome de estrés
3. Dentro de los cambios de la conducta se produce una mayor excitaciéon, aumento
del estado de alerta, vigilancia, cognicion, atencion enfocada y analgesia; aunque
también se observa una inhibicibn concurrente de otras funciones, como
alimentacion y reproduccion. Dentro de los cambios fisicos podemos encontrar una
redireccion de los recursos energéticos y corporales, incrementos en el tono
cardiovascular, la frecuencia respiratoria y el metabolismo intermedio

(gluconeogénesis y lipdlisis) °.

Estos patrones se refieren a las clases de estimulacion externa donde el
animal tiene conocimiento (innato o adquirido), comunmente la presencia de
estimulos novedosos da como resultado una cascada de respuestas neuronales y
conductuales, las cuales despiertan fuertemente la atencién animal, manifestando

una mayor exploracion del estimulo 6.

Es importante distinguir entre dos propiedades que tiene un organismo en
respuesta a estimulos: 1) la novedad, que es una propiedad del estimulo que no se
ha experimentado antes, y 2) la notoriedad, una propiedad de esos estimulos que

atraen la atencion del individuo “.

En presencia de estimulos novedosos se pueden observar dos estados en el
animal, curiosidad y miedo; la conducta consiguiente resulta de la competencia
entre estos dos. Un estado de curiosidad se caracteriza por un aumento en la
exploracién. Mientras, el estado de miedo se manifiesta con un proceso de
inmovilidad del animal 8. Estos estados provocados por la novedad suelen disminuir
con respecto al tiempo y el nimero de exposiciones que pudiera presentar el animal,
llevando a un estado de habituacion °. La sensaciéon generada por la exposicion
repetida de un estimulo es conocida como familiaridad, esta familiaridad junto con

la novedad contribuyen a la memoria de reconocimiento 1°.
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Es sustancial entender que los términos “familiaridad™ y "novedad” son por
definicion contrarios, por lo tanto, se sabe que los sustratos neuronales sensibles a
la deteccion de ambos estimulos no se superponen por completo, esta idea es
respaldada por estudios de actividad neuronal individual con animales

experimentales % 12,

Alostasis Homeostasis Alostasis

Déficienci a Optimo Ex
|

Efecto homeostatico

Actividad del sistema homeostatico

Figura 1. Los sistemas homeostéticos ejercen sus efectos en una curva de U de dosis-
respuesta invertida. La homeostasis esta en el rango medio de la curva. Los efectos
subdptimos pueden estar a ambos lados de la curva y pueden conducir a una adaptacion
subdptima, denominada alostasis 0, mas correctamente, cacostasis, que puede ser
3perjudicial para el organismo a corto o largo plazo. Tomada y modificado de Chrousos, 2009

1.2. Regiones involucradas en el procesamiento del estrés y la
novedad
En la actualidad se sabe que existe una estrecha relacion entre el sistema del estrés
y el sistema de recompensa (dopaminérgico mesolimbico) (Fig. 2) 3. Con estudios
de neuroimagen, se identifico la activacion de diferentes regiones cerebrales
durante la presentacion de estimulos nuevos y familiares, por lo que su patron de
actividad present6 la existencia de regiones sensibles tanto a la novedad como a
aguello que es familiar, indicando que estas regiones parecen interactuar y
converger en sitios que son claves para el cerebro 3. Por un lado, se sabe que el
sistema de novedad involucra regiones cerebrales a lo largo del flujo visual ventral,
el hipocampo y las cortezas perirrinal y parahipocampal. Mientras el sistema de
familiaridad, involucra el nucleo talamico dorsomedial y regiones dentro de la

corteza prefrontal media y la corteza parietal media y lateral 3. Después, de un

12



estimulo estresante, ambos sistemas actlan a través de vias neuronales

especificas para modificar la actividad del sistema de estrés.

Vigilia

Hipocampo

Via '
mesocorti;:a':>

‘ Hipotalamo
'Recompensa

\ = ' Via mesolimbica
Nucleo = T . 7 —
accumbens

Area tegmental
ventral (dopamina)

Nucleo de Rafé

(serotonina) S
Locus coeruleus ¥

(norepinefrina)

Figura 2. Corte transversal a través del cerebro que muestra las vias mesolimbica y

mesocortical y sus principales funciones.Tomada y modificada de Scammell y Saper, 2007
14

1.2.1. Corteza prefrontal

La corteza prefrontal (CPF) es una gran extension de tejido cerebral que puede
subdividirse en mudltiples areas anatdmicas y funcionalmente distintas °, esta
involucrada en funciones cognitivas superiores, definidas como la capacidad de

13



mantener y usar la representacion mental para el comportamiento dirigido a
objetivos 6. Esta estructura contribuye al ordenamiento temporal de evento
espaciales y no espaciales, y a la organizacion y planificaciéon de respuestas 1°.
Asimismo, la CPF desempefia un papel importante en la emocion, se considera que
la disfuncién de la CPF se ha implicado en la etiologia de casi todos los trastornos

afectivos, incluida la depresioén 5.

No obstante, la CPF de la rata no se considera una estructura homogénea, por
lo que han identificado diferentes areas a partir de criterios arquitectonicos,
conexiones con distintos segmentos del nicleo mediodorsal taldmico, y las distintas
relaciones anatémicas con estructuras corticales y subcorticales 1”18, Debido a las
relaciones anatomicas y su activacion durante las tareas de memoria de trabajo, la
CPF y el hipocampo se encuentran funcionalmente asociadas, ademas gracias a
sus conexiones, la CPF es considerada un puente entre el hipocampo y las regiones
neocorticales 6. Tanto la CPF como el hipocampo inervan el nlcleo accumbens
(NAcc), una estructura principal del cuerpo estriado ventral, que desempefia un
papel esencial en la integracion de la informacion de las regiones limbicas y
corticales en los comportamientos dirigidos a objetivos 1°. A su vez, el NAcc se
proyecta hacia el palido ventral, la sustancia negra, el hipotdlamo y varias areas
mesencefalicas, y parece actuar como una interfaz entre los sistemas limbico y
motor (Fig. 3 A-B) 20, Por otra parte, la CPF, el hipocampo y el NAcc reciben

aferencias dopaminérgicas procedentes del mesencéfalo ventral (Fig. 3 C) °.

Por ultimo, la presencia de estresores agudos o crénicos son capaces de
incrementar la concentracién extracelular de la noradrenalina (NE) y la dopamina
(DA) en varias regiones del cerebro, lo que indica que el estrés en efecto puede
provocar una activacion generalizada de las neuronas catecolaminérgicas,

especialmente aquellas que mandan informacién a la CPF 2L,
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Figura 3. Representacion esquematica de la corteza prefrontal y su relacion con diferentes
areas. CPF-"nucleo" y circuitos de ganglios basales relacionados (A). CAl/subiculo-
"corteza" y circuitos relacionados (B). Relacién entre el hipocampo, la corteza prefrontal, el
nucleo accumbens y las neuronas dopaminérgicas del complejo tegmental
ventral/sustancia negra (C). Las lineas discontinuas y continuas representan las vias
glutamatérgicas y GABAérgicas. Las lineas grises representan las vias dopaminérgicas.
NAcc, nucleo accumbens; PL/MO, areas orbitales preolimpica/medial; SNr, sustancia negra
reticulada; SNc, sustancia negra compacta; STN, ndcleo subtalamico; Tal, tAlamo; PVL,
palido ventral lateral; PVM, pélido ventral medial; ATV, area tegmental ventral. Tomado y
modificado de Thierry y col, 2000 *°.
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1.2.2. Amigdala

La amigdala constituye el area principal del SNC para las conductas relacionadas
con el miedo y su activacion es importante tanto para la recuperacion y el andlisis
emocional de toda la informacién almacenada por cualquier factor estresante 22,
Distintos estudios en humanos han mostrado que la intensidad de activacion de la
amigdala durante la deteccion de la novedad se correlaciona positivamente con el

estado de ansiedad 22 23,

Los estimulos novedosos aumentan la actividad de la corteza visual, la
amigdala representa una region para la activacion vertical de la corteza visual para
eventos novedosos, debido a su discriminaciéon de novedad 2*. Diversos estudios
en humanos han revelado que la amigdala responde a estimulos novedosos, como

rostros humanos o sonidos novedosos 2528,

Estudios en animales, especificamente en ratas, se ha observado que la
amigdala de igual forma se activa en estados de miedo, como los inducidos por el
comportamiento pavloviano y por estimulos novedosos 2. La capacidad de
respuesta a nuevos estimulos puede ser en forma de acercamiento o abordaje

(neofilia) o evitacién (neofobia) dependiendo del grado de novedad generado 2°-32,

Se ha demostrado que lesiones en las estructuras del complejo amigdaloide
aumenta la preferencia a objetos novedosos en ratones, disminuyendo la neofobia
en entornos novedosos en comparacion con los ratones control 2. A pesar de la
relacion directa entre la amigdala y la reduccion del miedo, la amigdala puede

intervenir en otras funciones como la memoria y el olfato 34 3.

Dentro de los nuacleos de la amigdala, encontramos que la amigdala
basolateral (BLA), es considerada una estructura reguladora del estrés, la BLA
recibe informacion sensorial del talamo, el hipocampo y la corteza, y luego modula
la transmision sinaptica en las areas objetivo apropiadas para la sefal de refuerzo
con la que se ha asociado la informacion sensorial, se cree que las proyecciones de

la BLA son en gran medida intra-amigdalar, ya que la BLA anterior inerva
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ampliamente la amigdala central (ACe) y la amigdala medial (AMe), siendo éstas

sus principales nucleos de salida (Fig. 4) 32 3,

Otra de las regiones involucradas es el hipocampo, el cual presenta un efecto
inhibidor ténico y de estimulacion sobre la actividad de la amigdala y los sistemas
simpaticos PVN Y LC/NE 24,
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Figura 4. Complejo amigdaloide que muestra el nlcleo central, basolateral, lateral y
medial de los roedores. Tomada y modificada de Salm y col. 2004 %7,
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1.2.3. Hipocampo

El hipocampo es una de las regiones més importantes en la memoria, el aprendizaje
y la habituaciéon en entornos novedosos °. Para fines descriptivos, se divide en una
porcion dorsal justo detras del septum, donde comienza a doblarse ventral y
lateralmente, y una porcidn ventral que se encuentra en la parte temporal del

cerebro 38,

En general, el hipocampo dorsal es importante para el procesamiento de la
informacion espacial, de memoria y aprendizaje, mientras que la actividad del
hipocampo ventral puede predominar durante los estados de miedo o ansiedad, en
donde recibe informacion negativa como respuesta a los glucocorticoides
circulantes del eje hipotaldmico-pituitario-suprarrenal a su centro hipotalamico y

nucleo paraventricular 3 39,

El hipocampo y la circunvalacion dentada estan compuestos por tres capas, la
capa mas externa es la capa molecular y contiene axones aferentes y dendritas de
las células intrinsecas de cada estructura. La capa media, denominada capa
granular en la circunvalacion dentada y la capa piramidal en el hipocampo, contiene

las neuronas eferentes de cada estructura 8.

El hipocampo puede dividirse en cuatro regiones a partir de diversos criterios
citoarquitectodnicos. Estas areas se designan como CA1 a CA4, donde CA significa
cornu ammonis (asta de Amoén) 2. El area CA1 (una regién paraventricular que
puede dividirse en dos capas celulares en los seres humanos) se localiza en el limite
entre el subiculo y el hipocampo, el area CA2 (una zona mixta) y el area CA3 (zona
magnocelular) estan situadas dentro del hipocampo, por ultimo, el area CA4 se
encuentra en la unién del hipocampo con la circunvalacién dentada, pero dentro del

hilio de esta Ultima 38.

El trafico de la informacion dentro del hipocampo inicia a partir de la corteza
entorrinal (CEnt), la cual funciona como una puerta de entrada anatdmica a través
de la cual la mayoria de la informacion procesada corticalmente es presentada al

hipocampo, esta informacion se transmite a través de las conexiones

18



monosinapticas directamente a las neuronas CA1 procedentes de la capa tres de la
CEnt o a las neuronas CA3 procedentes de la capa dos de la CEnt 4% 41, Ademas,
las neuronas CA1l presentan informacion cortical (originada principalmente de la
capa dos de la CEnt) previamente procesada por el giro dentado (GD) y CA3, a
través de las conexiones en serie del circuito trisinaptico de la formacion del

hipocampo (Fig. 5) #2.

En humanos, la disfuncion y la disminucion del volumen del hipocampo esta
asociada con trastornos psicoldgicos con fuertes componentes afectivos, como el
trastorno de estrés postraumatico, el trastorno bipolar y la depresiéon 2. De hecho,
la mayoria de los tratamientos farmacoldgicos para estos trastornos estan dirigidos

a la funcién y la fisiologia del hipocampo 2°.

Diversos estudios en animales han demostrado que las lesiones del
hipocampo atentan la habituacién de las conductas exploratorias 3. Sin embargo,
estos déficits dependen de la localizacién y extension de la lesion 44, Por lo tanto, la
novedad esta asociada con la actividad neuronal hipocampal alterada y quizés
también con medidas de neuroplasticidad #°.

Una hipétesis relacionada con el hipocampo es que lleva a cabo la
comparacién de las experiencias presentes y pasadas (almacenadas) y en
consecuencia, dirige la atenciéon y los procesos nemoénicos a los aspectos
novedosos de la experiencia actual 3. Esta capacidad de comparacion del
hipocampo parece plausible dada la convergencia de las vias neurales paralelas

por las cuales se presenta informacién sensorial multimodal al hipocampo .
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Figura 5. Trafico de informacién dentro del hipocampo. El hipocampo forma una red
unidireccional con una entrada que surge de la corteza entorrinal formando conexiones
singpticas con el giro dentado (GD) a través de la via perforante (VP). Los axones
provenientes del GD se proyectan hacia las neuronas piramidales CA3 a través de la via
de las fibras musgosas (FM). Los axones de CA3 se proyectan hacia las neuronas
piramidales CALl a través de la via colateral Schaeffer (CS). Estas neuronas de CA1 envian
la informacién de regreso a la corteza entorrinal. Las neuronas CA3 y CA1 también pueden
recibir informacién directamente desde el camino perforante. Tomada y modificada de Ho
y Shen, 2011 6.

1.3. Marcadores de actividad celular en entornos novedosos

El termino de gen de expresion temprana (GET) originalmente fue usado
exclusivamente para genes virales, ya que se ha encontrado que estos genes
después de una infeccién viral son los responsables de la reprogramacion

transcripcional para promover la replicacién viral 47,

Los homodlogos eucariotas de estos protooncogenes retrovirales que se han
descubierto y reconocido son los GET celulares, tales como c-fos, c-jun y c-myc,
que al igual que sus homalogos virales, muestran una expresion rapida y transitoria

en ausencia de sintesis de proteinas novo #’.

Actualmente la expresion de los GET es considerada un marcador del
aumento de la actividad cerebral en respuesta a diversos estimulos, estos genes
son factores de transcripcion que desencadenan la expresién de otros genes

responsables de cambios a largo plazo en las neuronas .
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Se ha demostrado que la novedad en diferentes pruebas induce la expresion
GET, 2. Asimismo, se ha encontrado que ratas expuestas a un laberinto por primera
vez eleva la expresion de c-Fos y c-Jun en varios nucleos del cerebro, incluyendo
el hipocampo, partes del estriado y células granulares del cerebelo en comparacion
con la expresion de estos genes en animales con una exposicion repetida
(habituacion). En otros estudios donde las ratas fueron expuestas a una prueba de
campo abierto se condujo a una expresion del ARNm de c-Fos en hipocampo,

corteza visual y bulbos olfatorios en comparacién con las ratas control °°.

1.3.1. c-Fos un protooncogén de expresién rapida

El gen de c-fos se identificd por primera vez en 1980 y su producto se caracterizé
hasta 1984 como una proteina nuclear con propiedades de activacion génica °1-°3,
La proteina de c-Fos tiene un motivo de cierre (hélices alfa en paralelo) de leucina
modificado que promueve la dimerizacidbn con otros productos oncogénicos,
principalmente con los miembros de la familia c-jun 4. La unién de los dimeros AP-
1 al ADN ocurre en un sitio especifico denominado dominio de unién al ADN. Por lo
tanto, la localizacién inmunohistoquimica de las proteinas c-Fos o Jun produce un
marcaje en el nlcleo celular de las neuronas % En general, la cinética de la
respuesta de c-Fos a los estimulos agudos es transitoria, presentando un pico
maximo de expresion del ARNm de c-Fos de aproximadamente 30 minutos y de la
proteina c-Fos entre los 90-120 minutos °°. La deteccién de c-Fos se ha utilizado
con frecuencia para estudiar los efectos de factores exdégenos en la transcripcion
génica y en la actividad del SNC para mapear las vias neuronales involucradas en
diferentes condiciones fisioldgicas 6. La induccién de c-Fos ocurre a través de una
variedad de diferentes cascadas de transduccion de sefales que incluyen
descomposicion de fosfolipidos, activacion de proteinasas C, liberacion intracelular
de iones de calcio, afluencia de cationes monovalentes, nucledsidos trifosfatos
ciclicos y activacion de los receptores de hormonas esteroides por la union del
ligando (Fig. 6) 57 %8,
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Figura 6. Mecanismos moleculares de la expresion de c-fos y Fos en neuronas activadas.
El glutamato es el principal neurotransmisor excitador que aumenta la actividad neuronal.
La dopamina mejora (flecha roja y signo +) la activacién neuronal mediada por glutamato
de la pequefia proporcién de neuronas que tienen los niveles mas altos de actividad neural.
La actividad neuronal induce la entrada de Ca?* a través de receptores de glutamato tipo
NMDA y canales de calcio sensibles al voltaje (CCSV) a niveles que son suficientes para
fosforilar y activar ERK/MAPK a través de la via Ras-Raf-MEKK. La activacién de
ERK/MAPK conduce a la fosforilacion de Elk-1 que esta asociada con el factor de respuesta
sérica (FRS), asi como a la fosforilacion de CREB a través de la quinasa S6 ribosémica
(RSK). EIk1/FRS y CREB son factores transcripcion que, cuando se fosforilan, pueden
inducir la transcripcion de la secuencia de codificacion para c-fos. EI ARNm de c-fos
transcrito y el producto de la traduccion Fos pueden usarse como marcadores de actividad
neuronal. Tomada y modificada de Cruz y col., 2015 *°.

2. Neurogénesis

La funcién de la neurogénesis durante el desarrollo embrionario es poblar las
diversas regiones del SNC con diferentes tipos de neuronas derivadas de las células

progenitoras neurales (CPN) del tubo neural *.

Originalmente se creia que la generacion de nuevas neuronas funcionales a
partir de células madre y precursoras del SNC ocurre estrictamente durante el
desarrollo embrionario y posnatal temprano en los mamiferos. Sin embargo, a partir
de los trabajos de Joseph Altman en la década de los 60, utilizando la técnica de
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autorradiografia con timidina tritiada (timidina —3 H) para marcar las células en
division, se identifico la existencia de neurogénesis en algunas areas del cerebro
adulto de la ratas y cobayas, especificamente en el bulbo olfatorio y en el GD del
hipocampo 9% 61, No obstante, no fue hasta la década de los 90 que el concepto de
neurogénesis funcional comenzd a surgir a partir de las investigaciones de diversos
grupos donde se demostré que la neurogénesis persiste en mamiferos superiores

como primates y humanos 6265,

En condiciones neurodegenerativas y psiquidtricas se ha descrito una
neurogénesis hipocampal deteriorada 6. Por lo tanto, la neurogénesis en el adulto
y su relevancia funcional ha sido un tema de gran importancia durante las ultimas

décadas.

2.1. Neurogénesis en el cerebro adulto

Se ha demostrado en varias especies que durante la etapa postnatal y a lo largo de
la vida, en el bulbo olfatorio, GD, posiblemente, en areas corticales y en la sustancia
negra se producen nuevas neuronas %% 67.68_Actualmente, se puede especificar que
las areas con mayor actividad neurogénica son la zona subventricular (ZSV),
delimitando los ventriculos y la zona subgranular (ZSG) del GD del hipocampo ©°.
En esas zonas del cerebro adulto de los mamiferos se encuentran dos tipos
de células con actividad mitGtica: células troncales con un ciclo celular superior a 28
dias y CPN con un ciclo celular de 12 horas " 71, Las células troncales tienen la
capacidad de autoregeneracion y generar CPN. Por otra parte, las CPN pierden su
capacidad mitogénica en etapas tempranas y dan origen a neuronas, mientras que

en etapas tardias del desarrollo originan astrocitos y oligodendrocitos 7% 72

La neurogénesis del hipocampo adulto esta conformada por varias fases
consecutivas de desarrollo que dan lugar a neuronas nuevas: una etapa precursora,
supervivencia temprana, maduracion postmitética y supervivencia tardia (Fig. 7) 3.
Durante las etapas precursoras y de expansion, las CPN pasan por tres fases
progenitoras continuas caracterizadas por una alta proliferaciéon, seguidas por la
etapa de supervivencia temprana cuando las CPN salen del ciclo celular y el nUmero

de neuronas recién formadas disminuye significativamente debido a la eliminacion,
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a continuacion, la etapa postmitética se caracteriza por un crecimiento dendritico y
axonal, sinaptogénesis y el establecimiento de conexiones, por ultimo, la etapa de
supervivencia tardia marca la integracibn de nuevas células granulares en los
circuitos existentes y un aumento de la plasticidad sinaptica, actualmente se cree
que el proceso de madurez neuronal dura alrededor de 7 semanas, con una fase

posterior de amplificacion en la plasticidad sinaptica 7376,
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Figura 7. Representacion de las etapas del proceso neurogénico en el hipocampo. Las
células radiales (tipo 1; azul) mantienen su agrupacion mediante la renovacion la
renovacion automatica y dan lugar a células progenitoras que expresan marcadores
similares pero una morfologia diferente (tipo 2; verde). Las células tipo 2 generan
neuroblastos (tipo 3; amarillo). Los neuroblastos entran en la etapa de supervivencia
temprana (células anaranjadas) y extienden los procesos hacia la capa molecular. Durante
la etapa de supervivencia tardia, solo las neuronas que han formado conexiones
funcionales y han madurado morfol6gicamente (células rojas) sobreviven. La barra
codificada por colores en la parte superior ilustra la transicion gradual en la expresién del
marcador a medida que las células progresan a través de las diferentes etapas del proceso
neurogénico. La barra de color gris en la parte inferior representa el cambio de neuronas
recién nacidas de GABA a la entrada glutamatérgica. CM: capa molecular; CCG: capa de
células granulares; ZSG: zona subgranular. Tomada y modificada de Kozarevay col., 2019.
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2.1.1. Células troncales de la zona subventricular (ZSV)

Durante el desarrollo del cerebro de los mamiferos, la zona ventricular es la
encargada de la neurogénesis. Las neuronas que proliferan en la zona ventricular
migran a todas las estructuras del cerebro, a finales del desarrollo embrionario se
origina otra capa germinativa, la ZSV, en el cerebro adulto desaparece la capa
ventricular germinativa y se conserva solamente la proliferaciéon en la ZSV 7. Las
nuevas neuronas generadas en ambas regiones migran a través de la via rostral
migratoria (VRM) hacia el bulbo olfatorio (BO), donde se pueden diferenciar en dos
tipos de interneuronas: células granulares y periglomerulares 8 77. 78, Se estima que
la tasa de neurogénesis en la ZSV del cerebro adulto es de aproximadamente 30
000 neuronas granulares nuevas por BO, lo que representa el 1% de la poblacién

de células granulares olfatorias por dia "°.

Los neuroblastos provenientes de la ZSV entran en la VRM formando una
cadena, a través de un tubo formado por astrocitos, los cuales secretan factores de
crecimiento que favorecen el proceso de migracion 8 8, Después de que las
neuronas llegan al nacleo del BO se pueden diferenciar en distintas interneuronas
80, La mayoria madura en células granulares GABAérgicas, que carecen de axones
y forman sinapsis dendriticas con células mitrales y en penacho, el resto madura en
periglomerulares dopaminérgicas, mientras que algunas son neuronas
yuxtaglomerulares glutamatérgicas 7> 884, Ambos tipos de células solo hacen
contacto de manera local en el bulbo, modulando directa o indirectamente el
procesamiento de la informacion sensorial por las neuronas de proyeccion del BO,

las células mitrales y en penacho 8% 82 85,

2.1.2. Células troncales del hipocampo

Las células troncales del hipocampo se generan en la ZSG y dan origen a las células
gliales y neuronas en la capa granular del GD 76 8, Dentro de las células que
integran a las ZSG se encuentran: astrocitos radiales (células B, GFAP™) localizados
en la parte mas interna de la cara hacia el hilus, células precursoras (células D,
PSA — NCAM™, GFAP™) y nuevas neuronas granulares (células G, PSA — NCAM™)

con caracteristicas electrofisiolégicas de neuronas diferenciales, en estudios
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animales se ha observado que estas neuronas tienen la capacidad para integrarse

a redes neuronales existentes 84 86,

Estas células de la ZSG presentan todas las caracteristicas de las neuronas
maduras del SNC, es decir, sin capacidad mitética, con axones y dendritas,
presentan potencial de accidén en respuesta a estimulos sinapticos excitatorios e
inhibitorios y con capacidad de liberar neurotransmisores en respuesta a

potenciales de accién &7,

En ratas se estima que aproximadamente 250 000 nuevas neuronas se
incorporan cada mes en el GD, equivalente al 6% de la poblacion neuronal de esta
estructura 88, Estudios con marcadores neuronales retrégrados han demostrado que
estas nuevas neuronas granulares envian proyecciones a la region CA3 del

hipocampo, tres semanas después de la mitosis 8 8,

A diferencia de las neuronas generadas en la SZV, las neuronas provenientes
del GD son especializadas, puesto que, las CPN generan células granulares
glutamatérgicas, mientras que en la ZSV, las CPN heterogéneas dan lugar a
diferentes subtipos de neuronas olfativas que posteriormente se integran al BO .
En humanos adultos, la comparacion entre la neurogénesis de la ZSG y ZSC revela

que existe una actividad neurogénica mayor en el GD que en BO 9 °1,

2.2. Factores que regulan la neurogénesis

La neurogénesis es un evento dinamico, por lo tanto, estd modulado y regulado por
diversos factores como el nicho y los factores internos y externos, donde se
encuentran neurotransmisores, factores de crecimiento, neurotréficos, hormonas, la

actividad fisica, factores epigenéticos y el aprendizaje 66: 73 92-94,

Los factores internos incluyen algunos factores de crecimiento como el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), el cual tienen un efecto regulador en la
neurogénesis adulta, la proliferacion y la diferenciacion de los neuroblastos, ademas
de que participa como un protector del dafio neuronal o como inductor durante la
generacion y diferenciacion de nuevas células que reemplazan las lesionadas %>,

Los neurotransmisores que participan en la regulacion de la neurogénesis en el
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cerebro adulto son glutamato, serotonina (5-HT), noradrenalina y dopamina 6 68,
Asimismo, se ha encontrado que el agotamiento de 5-HT y noradrenalina reduce la
proliferacion celular y el nimero de células inmaduras en el hipocampo 101, Por
otra parte, GABA promueve el crecimiento dendritico, la formacion de sinapsis y la

supervivencia de las neuronas recién nacidas a través de la sefializacion de CREB
102

Con respecto a los factores externos, se sabe que la actividad fisica, aumenta
de manera sélida la proliferacion de células precursoras en el hipocampo (pero no
en el BO) 1%, por el contrario estimulos estresantes disminuyen la neurogénesis a
través de un aumento de las concentraciones de glucocorticoides %4, los cuales

pueden influir en la proliferacion, la diferenciacién y la supervivencia neuronal 0%
107

2.3. Marcadores de neurogénesis y supervivencia neuronal

Ante la necesidad de poder comprender el proceso de la neurogénesis se
desarrollaron distintas técnicas que permiten tener un seguimiento de dicho
proceso, uno de los métodos principales para estudiar la neurogénesis ha sido a
través de inyecciones de timidina —3 H o bromo-2-desoxiuridina (BrdU) 1%, El
meétodo consiste en inyecciones intraperitoneales de BrdU seguido de un tiempo
variable para rastrear el destino de las células divididas y su progenie . Al final
del experimento, el animal es sacrificado y sus tejidos son fijados con
paraformaldehido, la deteccién de BrdU se puede hacer mediante anticuerpos
primarios especificos, estos anticuerpos primarios se marcan con un anticuerpo
secundario etiqguetado con un compuesto fluorescente o con un sustrato para
diaminobencidina (DAB) 1% 111 E| BrdU es un analogo de la base timidina, lo que
permite su sustitucién y garantiza el etiquetado Unicamente de las células en division
109 Aunque tiene gran utilidad, el BrdU presenta varias limitaciones como la
posibilidad de producir mutaciones celulares y por consiguiente anormalidades

severas 112,

Debido a estos inconvenientes, se ha propuesto como un método alternativo

el uso de Ki67, una proteina nuclear que esta asociada con la proliferacion de
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células somaticas y que puede localizarse a través de inmunohistoquimica 3.
Durante la mitosis Ki67 ha mostrado tener interaccion con una proteina motora
similar a la cinesina, Hklp2 14, Esta interacciéon contribuye a la formacién y el
mantenimiento del huso mitético convirtiendolo en un excelente marcador para

determinar la proliferacion de una poblacién celular 113 15,

2.4. Neurogénesis en los trastornos del estado de animo

La neurogénesis es importante para algo mas que una funcion fisiologica del
cerebro, alteraciones en la neurogénesis se han asociado a modelos bioldgicos con

varias enfermedades neuropsiquiatricas % 116,

2.4.1. Depresion

El desorden depresivo mayor (DDM) es un trastorno mental grave con un alto riesgo
de suicidio y una prevalencia de por vida de 15 a 18%, que disminuye severamente
la calidad de vida de los pacientes y tiene un gran impacto financiero, como se ha
mencionado anteriormente, el estrés tiene un papel importante en la neurogénesis,
siendo éste uno de los principales factores de riesgo para el DDM > 117, E| DDM se
diagnostica con base a un grupo de sintomas altamente variables (DSM-IV).
Ademas del estado de animo deprimido o irritable, la depresién incluye sintomas
cognitivos (culpa, reflexiones, tendencias suicidas), sintomas emocionales
(anhedonia), sintomas homeostaticos o0 "neurovegetativos" (por ejem.,
anormalidades en el suefio, apetito, peso, energia), incrementos de corticosterona
y agitaciéon psicomotora o retraso 17121, Hay datos clinicos significativos que
demuestran que personas con depresion presentan problemas de aprendizaje,
memoria declarativa y déficits cognitivos, ademas de observarse a través de
resonancia magnética una reduccion en el volumen del hipocampo 1?2124, Estos
cambios volumétricos pueden deberse a aumento en la apoptosis neuronal o0 una
disminuciéon en la neurogénesis ?°. Numerosos antidepresivos, de distintas clases,
entre ellos los inhibidores de la recaptacion de monoamina, los triciclicos, el choque
electroconvulsivo y los inhibidores de la fosfodiesterasa, aumentan especificamente

la neurogénesis del hipocampo en los roedores 126127,
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Entender la fisiopatologia de desordenes del estado de animo se ha vuelto un
reto para la ciencia, aunque casi todos los tratamientos antidepresivos aumentan la
neurogénesis del hipocampo, faltan los sustratos farmacologicos subyacentes a la
regulacion de este proceso. Por lo que se espera que a través del uso de diversos
modelos biolégicos se puedan encontrar alternativas en el desarrollo de

tratamientos mas eficientes para el DDM.

3. Modelos bioldgicos para el estudio de trastornos mentales

En neurobiologia un modelo animal se define como una herramienta util para
investigar el comportamiento normal y anormal de una enfermedad de una
enfermedad relacionada con el sistema nervioso 2. Los modelos animales deben
derivarse de factores de riesgo plausibles o agentes causales de enfermedades
humanas o, de lo contrario, exhibir un grado patolégico neuronal o conductual
significativo que corresponda a una enfermedad humana 28, En 1969 McKinney y
Bunney propusieron cuatro criterios de validez de un modelo animal (la misma
etiologia, los mismos sintomas, la misma respuesta a los tratamientos y la misma
bioquimica), estableciendo que para el desarrollo de un modelo animal de depresion
debia presentarse una conducta similar a los sintomas observados en los pacientes
con depresion, los cambios conductuales en el animal deben medirse objetivamente
y por ultimo, estos cambios conductuales deben revertirse con cualquier tratamiento
efectivo para la depresion (antidepresivos, choque electroconvulsivo, privacion del

suefio, etc.) 1%,

Desde el descubrimiento de los antidepresivos hace 55 afios se ha buscado
desarrollar modelos animales de depresion que permitan evaluar la actividad
antidepresiva de nuevos compuestos y que cumplan con los criterios previamente
establecidos (validez de constructo, aparente y predictiva) 130. A pesar de que se ha
descrito, a traves de estudios de imagenes cerebrales el circuito neuronal del estado
de animo basado en una gran cantidad de trastornos neuroquimicos y
neuroendocrinos en pacientes deprimidos, ninguna anomalia ha demostrado ser lo
suficientemente robusta o consistente para diagnosticar la depresion en humanos o

validar un modelo animal 131,
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3.1. Anatomia del sistema olfatorio de la rata

El sistema olfatorio de los vertebrados estd disefiado para discriminar una gran
variedad de moléculas olorosas de diferentes formas y tamafios que se encuentran
en el medioambiente. La capacidad de discriminacion del sistema olfatorio depende
del procesamiento de la informacion sensorial a través de diferentes estructuras
anatomicas: el epitelio olfativo de la nariz, donde las neuronas sensoriales olfativas
detectan olores; el BO del cerebro, al cual estas neuronas transmiten sefales; y
estructuras de orden superior del cerebro, como la corteza piriforme, que reciben

informacioén del BO y la distribuyen a otras regiones del cerebro 34,

Los BO son extensiones bilaterales del telencéfalo rostral que representan
aproximadamente el 4% de la masa cerebral total en la rata adulta, debido a sus
extensas conexiones eferentes con regiones cerebrales mesocorticales vy
subcorticales 10, Estos albergan dos estructuras separadas: el BO principal y
accesorio, el BO principal recibe informacién de las células receptoras olfativas del
epitelio olfativo que reside en el tercio caudal de la cavidad nasal 3% 133, E|l BO
accesorio tiene aferencias provenientes del 6rgano vomeronasal, una estructura en

forma de tubo que se encuentra en la linea media ventral de la cavidad nasal anterior

132, 133

El BO principal esta compuesto por seis capas de células divididas en una
capa interna y externa. Los glomérulos, las células en penacho y mitrales en los
bulbos olfatorios se comunican a través del tracto olfatorio lateral hacia el nucleo
olfativo anterior, con la corteza (piriforme, entorrinal y parahipocampal), la amigdala
y el ndcleo del lecho del estriado terminal a través de neurotransmisores y
proyecciones 34 133, Por otra parte, el BO accesorio se proyecta a dos regiones
separadas de la amigdala: el nucleo medial y la division posteromedial del nucleo

cortical (Fig. 8) 123,
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Figura 8. Diagrama de las conexiones anatomicas entre los bulbos olfatorios y otras
regiones del cerebro de la rata. NOA, nucleo olfativo anterior; CPir, corteza piriforme; DOT,
tracto olfativo dorsal, CEnt, corteza entorrinal; OVN, 6érgano vomeronasal; me, nicleo
medial del ndcleo amigdaloide; PLCo, nucleo amigdaloide cortical; Pmco, corteza
amigdaloide; OVN, 6rgano vomeronasal. Tomada y modificada de Kelly y col., 1997 34

3.2. La bulbectomia olfatoria bilateral (OBX) como modelo de
depresion
La bulbectomia olfatoria bilateral (OBX) es un modelo ha sido utilizado para la
deteccion de farmacos antidepresivos durante los Ultimos 40 afios 134 135, La OBX
es un procedimiento por el cual se eliminan los BO de la rata sin dafar la CPF a
través de una microcirugia estereotaxica, la ablacién de los BO no solo resulta en
una anosmia, causando una serie de cambios cognitivos y conductuales anormales,
incluyendo reduccion de las interacciones sociales, déficits de la memoria espacial,
hiperlocomocion, anhedonia e irritabilidad, ademas de cambios endocrino, inmunes
y de neurotransmisores, imitando los sintomas observados en los pacientes con

DDM 130136139 Fn |a actualidad, el modelo OBX se utiliza para el entendimiento de
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diversos trastornos mentales. Particularmente, es considerado un modelo ideal para
el estudio de la depresion debido a la validez aparente, de constructo y predictiva
que presenta 3% 140 en comparaciéon con otros modelos, la OBX es un modelo con
gran validez aparente con el trastorno depresivo humano, especialmente la

depresion agitada 13° (Tabla 1).

Capurso y col., 141, describieron que la OBX causa una muerte transinaptica
de aproximadamente 55,000 neuronas en la corteza piriforme (CPir) de las ratas
debido a la desaferentacion transneuronal, esta muerte inicia 14 horas después de
la cirugia y alcanza un pico maximo a las 20 horas. Este proceso de muerte neuronal
desencadena una disminucion de la actividad enzimatica antioxidante llevando a un
incremento de especies reactivas de oxigeno y citoquinas proinflamatorias en las

regiones que tienen un intimo contacto con los BO 138 142,143,

Estas alteraciones provocan una degeneracidon en distintas regiones
involucradas en la depresion, como el hipocampo, la CPF, el locus coeruleus, los
ndcleos dorsales del rafe y la amigdala; cabe mencionar que de forma paralela se
produce un agrandamiento de los ventriculos laterales 34 144 145 estos cambios
degenerativos inducen una disminucién en la densidad dendritica de CA1, CA3, GD
y en la neurogénesis del hipocampo, ademas de bajar la concentracién de los
niveles de noradrenalina y 5-HT en el cerebro 130 137. 146 ng obstante, existe un
aumento de las concentraciones GABA en la amigdala #’; cabe recordar que una
de las estructuras compuesta en su totalidad de neuronas GABAérgicas es el nucleo
reticular talamico (RT), el cual es un derivado del talamo ventral y juega un papel
critico en la modulacion de la transferencia de informaciéon que va a la corteza

cerebral a través del tAlamo 148. 149,
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Validez aparente

Validez de constructo

Modelos
biol6gicos A . Actividad Eje Neurotrofinas y Citogquinas Volumen del
nhedonia Peso : ; . .
motora HPA neurotransmisores proinflamatorias hipocampo
Estrés
crénico T l T l T l
Privacion
materna T T l T l
Indefension
aprendida T T l T l T B
Bulbectomia
olfatoria T T l l T l
Privacién
del suefio T T l T l T l

Tabla 1. Tabla comparativa entre diferentes modelos biol6gicos de depresion. Donde se
muestra la validez aparente y de constructo en cada modelo.

33




3.2.1. Cambios en el sistema limbico de la rata después de la
OBX
La OBX produce la degeneracion de muchas areas, como la CPir, el hipocampo, la
amigdala, el locus coeruleus y los nucleos del Rafe dorsal, provocando un proceso

de reorganizacién en estas areas limbicas y corticales 130 145, 150,

El BO recibe una entrada noradrenérgica del locus coeruleus , serotoninérgica
del nucleo de Rafe e inervacion histaminérgica de regiones magnocelulares del
hipotalamo, por lo que al eliminar los BO da como resultado la axotomia de muchas

neuronas que residen en estas regiones 133

Diversos estudios en los que realizaron lesiones en distintos nucleos
neuronales mostraron similitudes con lo observado en la OBX, por lo que se ha
aceptado una homologia en ambas lesiones. Se considera que el déficit de
aprendizaje observado en las ratas OBX es similar al observado en modelos con
lesiones en BLA 34,

La OBX produce una gran gamma de alteraciones en el cerebro de las ratas,
a nivel celular se ha reportado una reduccién en el nUmero de sinapsis, espinas y

ejes dendriticos en la CPir y CA1 del hipocampo 137 141,

3.2.2. Cambios de la conducta en dos cepas diferentes después
de la OBX

En los animales los sesgos de conducta se han asociado con respuestas fisiologicas
especificas, varios estudios vinculan los rasgos de comportamiento con el estrés
diferencial y los procesos inmunolégicos 151, A través de los afios, los investigadores
han seleccionado una variedad de cepas de roedores bien establecidas (cepas
progenitoras), las cuales se ha criado en funciéon de una variedad de rasgos. Sin
embargo, se sabe que exhiben diferencias de comportamiento y sesgos fisiologicos,
los cuales se han relacionado con la resistencia o susceptibilidad a distintas
patologias 152,

Las diferencias entre cepas no son un descubrimiento reciente, en general
estas diferencias se han estudiado en una variedad de pruebas conductuales,

incluidas las relacionadas con la emocionalidad, el aprendizaje y memoria 152 153,
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Es necesario conocer las caracteristicas de cada cepa. Por ejemplo, las ratas
Wistar exogamicas tienen una vida media de 22-30 y 21-28 meses para machos y
hembras respectivamente %% 155 muestran un fenotipo similar a la ansiedad en
varias pruebas de comportamiento, baja cognicion espacial y bajo comportamiento
social, en pruebas de campo abierto (PCA) comunmente muestran niveles altos de
locomocion y tigmotaxis (movimiento orientado en respuesta a la estimulacion de
objetos solidos), en el laberinto de cruz elevado (LCE) pasan un mayor tiempo en
las porciones cerradas y oscuras . Las ratas Wistar son muy grandes con
frecuencias cardiacas en reposo intermedias y niveles basales de corticosterona

relativamente altos, al igual que glandulas suprarrenales relativamente grandes %
156, 157

Del mismo modo, las ratas Sprague Dawley (SD) son exogamicas, tienen una
vida media 20-29 y 22-30 meses para machos y hembras respectivamente 154 155
158 'una cognicién espacial elevada y presentan un comportamiento relativamente
alto de ansiedad, a pesar de eso, en PCA muestran un nivel intermedio de
locomocién y tigmotaxis *°1. En LCE pasan mucho tiempo en las secciones cerradas
151,159 Fisioldgicamente, las ratas SD tienen bajas frecuencias cardiacas en reposo

y niveles basales de corticosterona de intermedios a bajos.

Watson en 1€ fue uno de los primeros investigadores que describié los
cambios en la conducta (irritabilidad, belicosa) que ocurrian en las ratas después de
la OBX. Dentro de las conductas observadas en las ratas OBX se encuentran la
conducta muricida similar a la observada en modelos con lesiones en el tracto
olfatorio lateral y la comisura anterior, por otra parte, la alteracién en las conductas
de apareamiento han sido vinculadas al hipotdlamo anterior predptico medial,
cuando éste sufre alguna lesion se observa un déficit en la conducta de

apareamiento 134,

Una de las conductas tipicas la OBX es la presencia de hiperactividad
locomotora en PCA, esta conducta es una respuesta al estrés originado por

entornos novedosos, durante los estados de estrés el eje hipotalamico-pituitario-
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adrenal (HPA) es el encargado de mediar una respuesta, la activacion de estas

respuestas va depender del origen del estimulé 62,

Comunmente la actividad locomotora puede ser medida a partir de PCA en la
cual se mide el numero de cuadros visitados (comportamiento horizontal), de
acicalamientos y postura erguida de la rata (comportamiento vertical). Existe
evidencia que la novedad generada por PCA en ratas intactas conduce a una mayor
actividad neuronal en regiones especificas como el cuerpo estriado dorsomedial, la

amigdala y la corteza cingulada 162,

Elincremento de la actividad locomotora/exploratoria en PCA de las ratas OBX
se interpreta como una incapacidad de la rata para adaptarse al estrés por entornos
novedosos 130, A pesar de esto se ha visto que las conductas verticales
(acicalamiento y postura erguida) pueden variar de acuerdo con la cepa utilizada.
Morales y col. 37, observé un incremento en ambas conductas verticales en ratas
SD. Mientras, que Stepanichev y col. 163, describieron un aumento en la postura
erguida y una disminucion en el acicalamiento en ratas Wistar. Estas variaciones
pueden vincularse a las diferencias de circuitos emocionales que subyacen a la

reactividad emocional.
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JUSTIFICACION

La OBX es un modelo ideal que imita los sintomas observados en el DDM, capaz
de alterar la integridad del sistema limbico de las ratas provocando una disminucion
en la neurogénesis en el GD del hipocampo y un aumento en la sensibilidad al estrés
gue se manifiesta en cambios de conducta en entornos novedosos. Sin embargo,
se han observado diferencias entre distintas cepas y en la actualidad se desconoce
la actividad neuronal en las estructuras que participan en el procesamiento de la
novedad en ratas OBX y su correlacion con la hiperlocomocion. Por lo que es
importante analizar y comparar alteraciones y el dafio en regiones neurogénicas

similares en el DDM en distintas cepas.
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HIPOTESIS

La respuesta a estimulos novedosos es distinta entre dos diferentes cepas. Las
ratas con OBX manifiestan diferentes conductas exploratorias en presencia de

entornos novedosos.

El modelo de extraccion de BO produce cambios conductuales, neuroquimicos e
inmunoldgicos. Estos cambios inducen alteraciones en la actividad neuronal (c-Fos)

en distintas areas corticales de la rata en presencia de entornos novedosos.

La pérdida de conexiones neuronales en las ratas OBX provoca alteraciones en la
plasticidad hipocampal, disminuyendo la tasa de neurogénesis en el GD del

hipocampo dorsal.
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OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS
4.  Objetivo general

Evaluar la actividad neuronal en regiones corticales y subcorticales en ratas con
OBX después de exponerlas a entornos novedosos, comparando el efecto de la
desaferentacidon transneuronal ocasionado por lesién en la neurogénesis en ratas
Wistar y SD.

5. Objetivos especificos

Analizar la conducta en presencia de un entorno novedoso.

Medir la actividad neuronal en el procesamiento de estimulos de novedad en
CPF, RT, BLA e hipocampo.

Comparar el efecto de la OBX sobre la proliferacién neuronal en la ZSG del
hipocampo.
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CAPITULO II: DESARROLLO EXPERIMENTAL
6. Materiales y métodos
6.1. Animales

Los experimentos se realizaron en ratas macho Wistar y SD con un peso de 250-
300 g, los animales de cada cepa fueron divididos en dos grupos, el grupo con OBX
y un grupo control con cirugia falsa (Sham), se mantuvieron 4 animales por caja y
en condiciones normales de luz/oscuridad de 12 horas con acceso a alimentos y
agua ad libitum. Todos los animales utilizados en este estudio se tuvieron bajo los
lineamientos de la NOM-062-ZO0-1999 %4, Los experimentos fueron realizados
durante la fase de luz y las ratas se habituaron en el laboratorio durante una hora
previa al experimento, esto con la finalidad de eliminar el ruido por estrés generado

por entornos novedosos.

6.2. Cirugia para generar la OBX

Se perforaron agujeros paralelos (2 mm de diametro) a una distancia de 8 mm por
delante del bregma y 2 mm a cada lado de la linea media en un punto
correspondiente al margen posterior de la 6rbita del ojo. Los bulbos olfatorios se
retiraron por succién, los agujeros se llenaron con una esponja hemostatica para
controlar el sangrado excesivo y se sutur6 el cuero cabelludo. Las ratas operadas
simuladamente se sometieron al mismo procedimiento, incluida la perforacion de la

duramadre, dejando los BO intactos.

Para la anestesia se utilizd un coctel de xilacina (0.75 mL) y Ketamina (0.25
mL) diluidos en 5 mL de solucién salina. Con una dosis de 0.125 mL por cada 20 g

de peso de la rata.

Después de la cirugia, se administraron 2 mL de solucién salina via
subcutanea a cada una de las ratas para compensar la pérdida de sangre durante
la cirugia, las ratas fueron colocadas en jaulas con iluminacion incandescente roja
hasta el momento en que despertaron de la anestesia con la finalidad de ayudar a
controlar su temperatura corporal y se dejaron en parejas en sus respectivas jaulas

para recuperarse durante tres semanas.
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El BO se retir6 completamente sin dafiar el CPF (como se determind por un
examen después de la extraccion del cerebro). Solo se incluyeron en el analisis de
datos los animales que no presentaron ningun dafio a la CPF (n =9 OBXyn =10
Sham).

6.3. Prueba de campo abierto (PCA)

Esta prueba se realizé entre las 9-11 horas de la mafiana en una caja de campo
abierto (90-90-70 cm) de madera con paredes y fondo de color negro, sin tapa
superior y con iluminacién brillante de 60-65 lux, el campo esta dividido en 81
cuadrantes de igual tamafio (10-10 cm). El comportamiento de los animales se
registr6 durante un periodo de 5 minutos, incluyendo la locomocién
(comportamiento horizontal), el nimero de eventos de postura erguida y de
acicalamientos (comportamientos verticales). Después de cada prueba la caja fue
limpiada con una solucion de metanol al 70% para eliminar todo rastro de olor de
cada animal y evitar interferencias entre pruebas. Posterior a la prueba cada rata
fue colocada en cajas individuales durante 120 minutos hasta el momento de la

perfusion.

6.4. Protocolo de inmunohistoquimica para c-Fos

Para la determinacion de c-Fos se realiz6 una inmunohistoquimica, adaptando el
protocolo estandar de avidina-biotina descrito por 1% modificando el uso de una
solucion de citrato de sodio.

En este estudio se analizaron cortes coronales de 40 um de grosor obtenidos
mediante un vibratomo, cada seccion se coloco en series de 4 por cerebro. Las
secciones se lavaron durante 5 minutos (x4) en Buffer de fosfatos (PBS) 1X, se
incubaron con citrato de sodio al 0.001 M durante 48 horas a una temperatura de 4
°C. Una vez transcurridas las 48 horas los tejidos se calentaron en el vaporizador
durante 15 minutos a una temperatura aproximada de 97 °C, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente durante 20 minutos con la caja destapada, y luego se lavaron
tres veces nuevamente durante 5 minutos con agua destilada y una vez mas con
PBS 1X frio. Los tejidos se incubaron con en peroxido de hidrogeno al 1.5% durante

5 minutos, y posteriormente se enjuagaron dos veces durante 5 minutos con PBS
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1X. Luego los tejidos se incubaron con antisuero diluyente (PBS + 3% suero normal
de conejo + 0.3% de Tritdn X-100) durante 2 horas y se transfirieron a la solucién
con anticuerpo primario (Anti c-Fos de cabra policlonal ab156802 de Abcam [1:500])
en antisuero diluyente (PBS + 1% de suero normal de conejo + 0,3% de Triton X-
100) y se incubd durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las secciones se lavaron
en 1X PBS durante 5 min (x3). Las secciones se procesaron usando un kit Goat
Vectastain ABC de Vector Laboratories (PK-4001, Burlingame, CA, EE. UU.) De
acuerdo con las instrucciones del kit (para el anticuerpo secundario y la reaccion del
complejo ABC). Posteriormente, las secciones se incubaron con DAB durante 2
minutos y 15 segundos (kit de sustrato DAB, SK-4100, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EE. UU.)

Finalmente, las secciones se lavaron en PBS 1X durante 5 minutos (2 veces),
se montaron en portaobjetos, se secaron al aire y se cubrieron con un cubreobjetos.
Las células inmunopositivas se contaron con un aumento de 20 x por el mismo
observador. Se uso el software iVision (BioVision Technologies, Exton, PA) para
capturar las imagenes y las células inmunopositivas a c-Fos se contaron
manualmente dentro de cada area neuroanatémica. Al menos cinco secciones por
area se contaron bilateralmente y se promediaron. Las regiones consideradas para
el estudio fueron CA1, CA2, GD del hipocampo dorsal, CPF, RT y BLA.

6.5. Protocolo de inmunohistoquimica para Ki-67

Para la determinacion de Ki67 se realiz6 una inmunohistoquimica, adaptando el
protocolo estandar de avidina-biotina descrito por Morales Medina y col., (2013)
modificando los tiempos de incubacion de la solucion de citrato de sodio.

En este estudio se utilizaron cortes coronales de 40 um de grosor obtenidos
mediante un vibratomo, cada seccion se colocé en series de 4 por cerebro. Las
secciones se lavaron durante 5 minutos (x4) en PBS 1X, se incubaron con citrato
de sodio al 0.001 M durante 48 horas a una temperatura de 4 °C. Una vez
transcurridas las 48 horas los tejidos se calentaron en el vaporizador durante 15
minutos a una temperatura aproximada de 97 °C, se dejé enfriar a temperatura
ambiente durante 20 minutos con la caja destapada, y luego se lavo tres veces

nuevamente durante 5 minutos con agua destilada y una vez mas con PBS 1X frio.
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Los tejidos se incubaron con en peroxido de hidrogeno al 3% durante 10 minutos, y
posteriormente se enjuagaron dos veces durante 5 minutos con PBS 1X. Luego los
tejidos se incubaron con antisuero diluyente (PBS + 2% suero normal de caballo +
0.3% de Tritdbn X-100) durante 30 minutos y se transfirieron a la solucion de
anticuerpo primario (Anti Ki67 de ratbn monoclonal de BD Pharmingen [1:1000]) en
antisuero diluyente (PBS + 2% de suero normal de caballo + 0,3% de Tritdn X-100)
y se incubaron durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las secciones se lavaron
en 1X PBS durante 5 min (x3).

Las secciones se procesaron usando un kit Vectastain ABC de Vector
Laboratories (PK-4001, Burlingame, CA, EE. UU.) De acuerdo con las instrucciones
del kit (para el anticuerpo secundario anti-ratén y la reaccion del complejo ABC).
Posteriormente, las secciones se incubaron con DAB durante 2 minutos con 15
segundos (kit de sustrato DAB, SK-4100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.
UU.). Finalmente, las secciones se lavaron en 1X PBS durante 5 minutos (2 veces),
se montaron en portaobjetos, se secaron al aire y se cubrieron con un cubreobjetos.
Las células inmunopositivas se contaron con un aumento de 20X por el mismo
observador, ciego a los grupos de prueba. Se usé el software iVision (BioVision
Technologies, Exton, PA) para capturar las imagenes y las células inmunopositivas
Ki67 se contaron manualmente dentro de cada area neuroanatémica. Al menos
cinco secciones por area se contaron bilateralmente y se promediaron. Las regiones

gue se considero para el estudio fue el GD del hipocampo dorsal.
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6.6. Disefio y tipo de muestreo

Cuantitativa Numérica Gramos
Cualitativa Nominal Wistar/SD
Cualitativa Nominal OBX/Sham

Cuantitativa Numérica NUmero de eventos

Numero de células

Cuantitativa Numeérica o
positivas
Tabla 2. Tipos de variables experimentales.
7. Disefo experimental
OBX PCA Sacrificio Cortes Inmunohistoquimica Analisis
coronales o-Fos y Ki67 estadistico

H: horas

D: di
3 2 3 S: :éanianas
S H D

Figura 9. Diagrama general de trabajo.
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8. Estadistica

La conducta se analizé mediante una comparacion entre los dos grupos a partir de
una t de Student de dos colas no pareada, la cuantificacion de c-Fos y ki67 se
analizo a través de una prueba U de Mann-Whitney.

9. Resultados

Los resultados de conducta corresponden a las cepas Wistar y SD. Ambas pruebas

fueron tratadas bajo las mismas condiciones.

9.1. Cambios de conducta en ratas sometidas a entornos novedosos

La hiperlocomocién es la caracteristica de conducta mas tipica de las ratas con
OBX, que simula a los pacientes con depresion agitada. Las ratas en este
experimento fueron sometidas a una unica PCA y su conducta fue analizada durante
5 minutos. Para ambas cepas (SD y Wistar) se encontraron alteraciones en la
conducta durante la PCA al ser comparados con el grupo Sham, el analisis de los
datos revelo que la eliminacion de los BO en las ratas Wistar y SD provoc6 un
aumento significativo de la actividad motora/exploratoria cuyos valores de P fueron
P=0.0459 y P=0.0045 respectivamente, los valores correspondientes a la postura
erguida mostraron un incremento en las ratas OBX para ambas cepas Wistar (P=
0.0062) y SD (P=0.004) en comparacién con sus grupos controles. Por ultimo, al
evaluarse el nUmero de acicalamientos de ambos grupos, se encontré que las ratas
Wistar con OBX presentaron una disminucion en niamero de acicalamientos en
comparacién a sus controles (P=0.0139). Mientras que las ratas SD no mostraron

diferencias estadisticamente significativas (P=0.1848) (Fig. 10).
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Figura 10. La bulbectomia olfatoria bilateral (OBX) altera la conducta en la prueba de
campo abierto (PCA). La OBX incrementa el nimero de cuadros visitados en la PCA en las
cepas Wistar y Sprague Dawley (SD) (A 'y D) y el nimero de eventos de postura erguida (B
y E) pero disminuye el nimero de acicalamientos en la cepa Wistar (C) y permanece sin
cambios en la cepa SD (F). Los datos de conducta fueron analizados mediante una t de
Student de dos colas no pareada. Los resultados son expresados como la media + S.E.M
con OBX n=9 y Sham n=10 animales por grupo, * p<0.05 y ** p<0.005.
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9.2. La OBX modificé la expresiéon de c-Fos en el GD del hipocampo
dorsal en ratas Wistar, pero no en ratas de la cepa SD

Después de la PCA se evalu6 la actividad neuronal en las subregiones del
hipocampo dorsal en las cepas Wistar (Imagen 1) y SD (Imagen 2) a través de
una cuantificamos de las células c-Fos positivas. Los datos fueron analizados
mediante una prueba de U de Mann-Whitney y se encontré6 aumento de la
actividad neuronal en el GD de la rata OBX de la cepa Wistar (Fig. 11C,
p=0.0459), sin embargo, no se encontraron diferencias en la expresion de c-Fos
en las demas subregiones CA1, CA2 del hipocampo dorsal de las ratas Wistar,
por otra parte, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
ninguna de las subregiones del hipocampo dorsal de las ratas de la cepa SD al

compararlas con su grupo control después de PCA (Fig. 11D-F p>0.05).

GD CA1 CA2

SHAM

OBX

Imagen 1. Microfotografia de la inmunohistoquimica de c-Fos de las subregiones del giro
dentado (GD), CAl y CA2 del hipocampo dorsal de la cepa Wistar (20x).
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CA1 CA2

GD
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OBX

Imagen 2. Microfotografia de la inmunohistoquimica de c-Fos de las subregiones del giro

dentado (GD), CA1 y CA2 del hipocampo dorsal de la cepa SD (20x).
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Figura 11. Actividad neuronal de las subregiones del hipocampo dorsal de las ratas con
OBX de las cepas Wistar y SD. La OBX incrementa la expresion de c-Fos en el giro dentado
(GD) de las ratas Wistar en comparacion con las ratas Sham (C). Sin embargo, la expresion
de c-Fos en las demas subregiones del hipocampo dorsal de la cepa Wistar y todas las
subregiones del hipocampo dorsal en la cepa SD no mostraron diferencias estadisticamente
significativas. Los resultados son expresados como la media £ S.E.M con OBX n=9 y Sham
n=10 animales por grupo, * p<0.05.

49



9.3. La OBX modificé la expresion de c-Fos en CPF en la cepa Wistar,

pero no en la cepa SD y no mostré diferencias en BLAy RT
La cuantificacion de las células c-Fos positivas en regiones del sistema limbico
como la CPF, BLA y el RT de la cepa Wistar (Imagen 3) y de la cepa SD (Imagen
4) fueron analizadas mediante una prueba de U de Mann-Whitney y se encontré un
aumento de la actividad neuronal en la CPF de la rata con OBX en la cepa Wistar
(Fig. 12C p<0.05), sin embargo, no se encontraron diferencias en la expresion de c-
Fos en BLA, RT en la cepa Wistar en comparacion con las ratas Sham después de
la PCA (Fig. 12A-B). Por otra parte, las ratas de la cepa SD no mostraron diferencias
estadisticamente significativas al compararlas con su respectivo grupo control (Fig.
12D-F).

CPF BLA RT

SHAM

OBX

100 pm

Imagen 3. Microfotografia de la inmunohistoquimica de c-Fos de corteza prefrontal (CPF),
amigdala basolateral (BLA) y nucleo reticular (RT) de la cepa Wistar (20x).



RT

BLA

Imagen 4. Microfotografia de la inmunohistoquimica de c-Fos de corteza prefrontal (CPF),
amigdala basolateral (BLA) y nucleo reticular (RT) de la cepa SD (20x).
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Figura 12. Actividad neuronal de las regiones del sistema limbico de las ratas con OBX de
las cepas Wistar y SD. La OBX incrementa la expresion de c-Fos en la corteza prefrontal
(CPF) so6lo en las ratas Wistar en comparacion con las ratas Sham (C) y no mostro cambios
en las ratas SD (F). Sin embargo, la expresion de c-Fos en BLA y RT en ambas cepas no
mostro diferencias estadisticamente significativas (Wistar: A-B y SD: D-E). Los resultados
son expresados como la media = S.E.M con OBX n=9 y Sham n=10 animales por grupo, *
p<0.05.
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9.4. La OBX disminuye la proliferacién celular en el GD del hipocampo
dorsal en ambas cepas

La OBX disminuyo significativamente el namero de las células ki67 positivas en el
GD del hipocampo dorsal en ambas cepas (p<0.05) a los 21 dias después de la
extraccion del BO o la cirugia Sham (Imagen. 5), lo que indica una reduccion en la
neurogénesis. El analisis de c-Fos, los datos de Ki67 fueron analizados mediante
una prueba de U de Mann-Whitney y se encontrdé una disminucién en la tasa de
neurogénesis del GD en ambas cepas (p<0.05) Wistar (Fig. 13A-C) y SD (Fig. 13D-
F).

Wistar Sprague Dawley

Imagen 5. Microfotografia de la inmunohistoquimica de Ki67 del GD del hipocampo dorsal
de las cepas Wistar y SD (10x).

53




A) Expresién de Ki-67 en GD del
hipocampo dorsal de ratas Wistar

80 1
Il sham n=10
]
o OBX n=8
5 601
‘O
o *kk
(] e p—
T 401
°
(]
€ 20+
S
z
0 -
B) Expresion de Ki-67 en GD del
hipocampo dorsal de ratas SD
801
Il sham n=9
2]
= OBX n=9
5 601
N *
o _l_
(]
T 401
2
()
€ 204
S=
z

0

Figura 13. Cuantificacion de la proliferacion celular en las neuronas del GD de ratas con
OBX adultas en las cepas Wistar y SD. Las ratas con OBX presentaron una disminucion en
la cuantificacion de las células Ki67 positivas en la zona subgranular del GD. Los resultados
son expresados como la media + S.E.M con OBX n=8 y Sham n=10 (Wistar) y OBX n=9 y
Sham n=9 (SD) animales por grupo, * p<0.05 y *** p<0.0005.
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Discusion

En la presente tesis se analizo el efecto de la OBX sobre la actividad neuronal que
regula la capacidad de adaptarse a entornos novedosos, de igual manera, se busco
evaluar los procesos de neurogénesis alterados que presenta el modelo. En la
presente discusion de resultados, se presenta los antecedentes e hipotesis
relacionados con los resultados obtenidos sobre la alteracion de la actividad

neuronal en entornos novedosos y la neurogénesis en el GD del hipocampo dorsal.

9.5. LaOBX induce una hiper-respuesta a entornos novedosos

La depresion agitada estad caracterizada por presentar irritabilidad, agitacion
psicomotora y un alto riesgo al suicidio, pérdida de apetito y culpa exacerbada 16,
Las caracteristicas de la conducta de las ratas con OBX como la hiperactividad a
entornos novedosos y los déficits de memoria, lo convierten en el modelo ideal para
el estudio del DDM.

La OBX induce un proceso de reorganizacion en areas limbicas y corticales
que parece ser responsable de las anomalias en la conducta, aumentando la
susceptibilidad y la capacidad de respuesta al estrés inducido por la novedad 130 145
150 El hipocampo es una de las regiones cerebrales esenciales para diversos
procesos de comportamiento y fisiologia, como la navegacién espacial, la
regulacion del eje HPA, la memoria declarativa y el control emocional %7, El BO
puede enviar conexiones de manera directa e indirecta a través de la CPiry la CEnt
hacia el hipocampo, por la tanto la ablacion de los BO va mas all4 de una anosmia,
conduciendo a alteraciones funcionales y estructurales del hipocampo. Debido al
papel que juega el hipocampo en la deteccién de la novedad, el dafio ocasionado
por la lesiébn es fundamental en las conductas exploratorias alteradas en este

modelo.

En el presente estudio, la OBX en ratas macho de la cepa Wistar y SD
mediante la aspiracion de los BO y 21 dias después mostré un incremento
sustancial en la conducta locomotora/exploratoria cuando fueron colocadas en la

arena de campo abierto, lo que podria confirmar un dafo directo en el hipocampo.
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La PCA es una prueba clasica utilizada para la evaluacion de la actividad
locomotora y exploratoria. Al evaluar las conductas verticales de las ratas con OBX
encontramos que ambas cepas mostraron un aumento de la postura erguida. Todas
las acciones conductuales tienen como objeto mapear el entorno y, como tales, son
indispensables para la habituacion de los animales. La funcién principal de la
“postura erguida” es hacer que las fuentes alternativas de informacion sensorial
multimodal (es decir, el contexto) sean accesibles para el animal, permitiendo el
reconocimiento de la novedad, las discriminacion de diferentes entornos y, en ultima
instancia el refinamiento del mapa espacial en formacién, Barth y col., 168
descubrieron que el GD es el lugar principal del cambio de patrones de entrada
acoplados a la postura erguida, lo que sugiere que la informacion contextual,
muestreada durante los eventos de postura erguida se transmiten principalmente a
través de la via perforante medial a la formacién del hipocampo través del GD. El
incremento de esta conducta en ambas cepas sugiere que los animales poseen un
alto grado de ansiedad por el entorno novedoso, por otra parte, esta hiperactividad
se puede relacionar directamente al dafio ocasionado en el hipocampo de las ratas
con OBX.

Respecto al niumero de acicalamientos entre ambas cepas. El acicalamiento
es una conducta innata que esté involucrado en el mantenimiento de la higiene y
otros procesos fisioldgicos importantes, como la termorregulacion, la comunicacion
social y la excitacion 6% 170 Esta conducta implica una serie de movimientos
individuales que forman secuencias funcionales, incluyendo patrones altamente
estereotipados, ademas, puede ser utilizada para imitar los fenotipos en un amplio
rango de condiciones humanas 9. Asimismo el acicalamiento esta ligado a una
amplia red neuronal, en la que se encuentra el cerebelo, la neocorteza, el estriado,
el tronco encefdlico, el hipotdlamo y la amigdala 7. No obstante, la evidencia
encontrada por diversos autores ha mostrado que lesiones dentro de esta red
neuronal alteran la ejecucién del acicalamiento, por ejemplo, lesiones del cuerpo
estriado provocan un déficit permanente en la capacidad de completar cadenas
secuenciales de acicalamiento sintacticas ’!. Por otro lado, las lesiones en la

neocorteza o en el cerebelo producen déficits de tiempo y anomalidades en los
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movimientos individuales de acicalamiento sin afectar el patrén secuencial de las
cadenas de aseo 72, Por lo tanto, podemos inferir que la disminucién de
acicalamientos en las ratas Wistar se encuentra correlacionado al dafio neuronal de
la OBX en el circuito limbico, del mismo modo, a pesar de que Morales y col. %7
reportaron que en ratas SD el numero de acicalamientos aumenta, los resultados
en este estudio permanecieron sin cambios, esto podria ser a causa de las
diferentes condiciones (luz, temperatura, ruido y humedad) empleadas durante la
PCA.

La hiperactividad observada en las ratas con OBX como respuesta al estres,
se interpreta como una incapacidad de la rata para adaptarse a entornos
novedosos. Al evaluar las dos cepas se pudieron observar diferencias en los valores
gue presentan cada una en la PCA, esto podria ser debido a las caracteristicas que
tiene cada cepa, aunque ambas cepas presentan una conducta similar a la
ansiedad, Wistar destaca por presentar altos niveles de union al receptor de
dopamina D1y D2 en los ganglios basales y el caudado putamen respectivamente
en comparacion con las ratas SD, lo que puede ser la base de las diferencias en la

locomocién entre ambas cepas 3.

Estos resultados confirman los hallazgos encontrados en la literatura,
mostrando alteraciones conductuales tipicas del modelo de OBX, con lo que se
puede afirmar que el fenotipo obtenido corresponde al de los modelos de depresion

previamente descritos.

9.6. La OBX modificé la expresién de c-Fos en GD del hipocampo
dorsal en ratas Wistar
La deteccién temprana de la novedad constituye una ventaja evolutiva que garantiza
una evaluacion rapida y precisa de la informacion novedosa, su potencial relevancia
y la posible amenaza que puede presentar. La rapidez de la discriminacion entre
estimulos novedosos (estimulos visuales) y conocidos nos sugiere que el
procesamiento de la informacion novedosa puede estar sujeta a un sistema de
evaluacion de novedad rapido y altamente especializado, estudios de resonancia

magnética han identificado que estos estimulos se procesan en areas occipitales
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medias, la circunvalacion fusiforme, que conduce a las cortezas parahipocampal,

perirrinal y finalmente al hipocampo 12,

Como se menciond previamente, la OBX presenta una serie de cambios
fisioldgicos, neuroldgicos y endocrinos, cabe recordar que una de las principales
estructuras afectadas por la OBX es el hipocampo. Se ha demostrado que las
lesiones en las estructuras y vias del hipocampo reducen la capacidad para detectar
o responder a la novedad ©. El GD es el principal punto de entrada de la red clasica
del hipocampo trisinaptica, que comprende un conjunto laminar de conexiones
unidireccionales que conectan la CEnt al GD, el GD a CA3, el CA3 al CAly el CAl1
a la CEnt. Sin embargo, cabe recordar que la red trisinaptica no es completamente
lineal y que la via perforante también incide directamente en las células piramidales
de CAS3, evitando asi el GD. Las entradas del GD traen informacion sensorial de la
corteza que finalmente conducira a la produccién de recuerdos episddicos 6. Por lo
regular, un incremento agudo de la conducta locomotora/exploratoria es
directamente proporcional a la habituacion que pueden presentar los roedores, la
cual suele disminuir una vez que el roedor se adapta al entorno novedoso, lo
observado en este experimento confirma lo propuesto por diversos autores,
concluyendo que las ratas con OBX no son capaces de adaptarse a entornos
novedosos Yy la hiperactividad es un intento fallido por adaptarse al entorno

novedoso.

En este estudio se propone que el incremento de c-Fos en el GD de la rata
Wistar es causado por una disrupcion en la red del hipocampo trisinaptica y de la
via perforante, a causa del dafio recibido por la bulbectomia, posiblemente como un
efecto compensatorio del GD para mandar la informacién proveniente de la CEnt a
la region CA3 del hipocampo. El no encontrar este efecto en las ratas de la cepa SD
sugiere que la entrada de informacién del entorno novedoso a través de la via

perforante se mantiene intacta aun después de la bulbectomia.

9.7. La expresion de c-Fos en CPF aumenta en ratas con OBX

La depresion esta asociada a varias regiones del cerebro, como la CPF, el cuerpo

estriado y el hipocampo, y las lesiones en estas regiones inducen conductas
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depresivas en los roedores. Actualmente se sabe que en las ratas sometidas a un
ambiente estresante aumenta la expresién de c-Fos en areas corticales (prefrontal
medial, cingulado, orbital, parietal), bulbo olfatorio, tabique lateral, amigdala,

hipocampo, talamo, caudado e hipotalamo 162 174-177,

La CPF juega un papel en la memoria, la atencion, la emocion, el control
auténomo e inicio de respuesta 1’8 17°, En ratas se ha observado que una lesién en
CPF genera conductas similares a la ansiedad . Ademas, se sabe que la DA
prefrontal participa en la modulacibn de la ansiedad, aumentando durante
situaciones estresantes '8!, Por otra parte, se ha demostrado que en la OBX
disminuyen los niveles extracelulares de dopamina, 5-HT y noradrenalina en la CPF
182-184 | a disminuciéon de estas monoaminas estéa relacionada con las conductas
tipicas (anhedonia, hiperlocomocion, déficit de evitacion pasiva, reduccion de
actividad sexual, incremento de la conducta exploratoria) de las ratas con OBX, y
pueden ser resultado de la perdida de aferencias entre los BO-hipocampo-CPF
resultando en una falla para poder adaptarse a entornos novedoso, cabe destacar
que durante la OBX ocurre un proceso de necrosis neuronal en las regiones que
tienen intimo contacto con los BO, afectando primeramente a la CPir y el circuito
que va hasta el hipocampo 370 141 Estudios recientes han reportado que la
administracion de farmacos antidepresivos de accion rapida puede aumentar las
concentraciones de dopamina y 5-HT en hipocampo y CPF, y paralelamente la

expresion de c-Fos en estas regiones 1,

En este estudio se propone que el incremento de c-Fos observado en las ratas
Wistar con OBX corresponde a una activacién dopaminérgica compensatoria de esa
estructura, con la finalidad de alcanzar un estado de habituacién en el roedor. Es
posible, que debido al dafio generado por la lesiébn no se logra llegar a alcanzar
satisfactoriamente ese estado.

9.8. La OBX disminuye la proliferacion celular en el GD del
hipocampo dorsal
Debido a la estrecha relacion entre los BO y el hipocampo, es inevitable que la OBX

conduzca a cambios en el hipocampo. La OBX redujo la neurogénesis en el GD,
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disminuyo la potenciacion a largo plazo en CA1 y GD y diminuy6 la arborizaciéon

dendritica 137 186

El rasgo conductual de la reactividad a la novedad se ha relacionado con la
neurogénesis del hipocampo 187, Existe evidencia donde se ha observado que la
neurogénesis es menor en aquellas ratas que mostraron una mayor reactividad
locomotora en presencia de entornos novedosos en comparacion con las ratas que
mostraron una menor reactividad locomotora, lo que sigiere que la plasticidad del
hipocampo puede predecirse por el rasgo de reactividad a la novedad 8’. Como ya
se ha mencionado, OBX genera procesos de neuroinflamacion y disminucion en la
tasa de neurogénesis, por lo que los resultados en este estudio son consistentes

con lo encontrado previamente en la literatura.

10. Conclusién

Nuestros resultados muestran un aumento en la actividad motora y en la tasa de
postura erguida durante la PCA en las ratas con OBX para ambas cepas, esto
sugiere que las ratas se encuentran en un proceso exploratorio elevado a causa de

la incapacidad de adaptarse a entornos novedosos.

Por otra parte, el nimero de acicalamiento fue menor en las ratas Wistar, esto
podria deberse al dafio producido por la OBX en las regiones neuronales (cerebelo,
neocortex, estriado, tronco encefalico, hipotdlamo y amigdala) encargadas de esta
conducta.

El no encontrar cambios en el nimero de acicalamientos en las ratas SD
similares a otros estudios podria deberse a las condiciones empleadas durante la
PCA, es importante tener en cuenta que factores como luz y temperatura influyen

directamente en las conductas exploratorias durante la PCA.

Los valores de c-Fos revelan que el GD y la CPF de las ratas Wistar con OBX
reacciona con una activacion elevada a PCA, lo que indica que la
neurodegeneracién ocasionada por la OBX y la supresion de la neurogénesis del

hipocampo modifican la actividad neuronal de las regiones cerebrales relacionadas
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con la cognicién y la emocion, afectando la capacidad de la rata para procesar la

informacion del entorno novedoso llevandola a un estado de hiperlocomocion.

La diferencia entre ambas cepas podria relacionarse con la susceptibilidad a
la lesion, principalmente para la cepa Wistar. Nuestros resultados nos llevan a la
perspectiva de evaluar ambas cepas con una bateria de pruebas mas grande y
extender la cuantificacion de c-Fos a otras regiones importantes que estan ligadas
a procesos como la ansiedad, miedo y recompensa para obtener informacion

relevante y poder elucidar las diferencias neuronales entre ambas cepas.
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