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5-HT1A Receptor de serotonina 1A
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BDNF Factor neuronal derivado del cerebro
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cAMP Adenosin mono fosfato ciclico
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CRH Hormona liberadora de corticotropina
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DNA Acido desoxirribonucleico
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Manual de estadistica y diagnostico de enfermedades mentales
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RESUMEN

El trastorno depresivo mayor es una enfermedad que en los ultimos afos se
ha incrementado en jovenes entre los 15 y 24 afios de edad; es un problema de
salud publica debido a que gran porcentaje de los pacientes llegan al suicidio. Los
diversos mecanismos involucrados en este trastorno incluyen estrés
oxidativo/nitrosativo, desbalance del eje hipotdlamo-hipofisiario-adrenal, y
desregulacion de algunos neurotransmisores, tal es el caso de la serotonina. Las
terapias farmacologicas de eleccion, para tratar este padecimiento, no han
resultado lo suficientemente eficaces por lo que se sugiere que exista
desregulacion en los receptores de serotonina en este trastorno. En este trabajo
se estudio la participacion del receptor de serotonina 1A (5-HT1A) en la zona de
hipocampo, utilizando el modelo de bulbectomia olfatoria en rata (OBX) como
modelo de depresion mayor. EI modelo fue caracterizado conductualmente
encontrando signos equiparables con la depresion en humanos como la falta de
aseo. Estos cambios conductuales se presentan tempranamente y persisten hasta
los 45 dias después la cirugia. Se corrobord con la tincion de Nissl que las
caracteristicas de la cito arquitectura del hipocampo no fueran un factor
determinante en los niveles del receptor. En la evaluacion del RNA mensajero del
receptor no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, sin
embargo el principal metabolito sobre el que tiene efecto el receptor: el AMP
ciclico; se encontrd disminuido en ratas OBX, tratadas con vehiculo (OBX+V) o
con fluoxetina (OBX+A); ésta disminucidén es asociada al incremento del receptor
encontrado en la zona CA1 del hipocampo pues al analizar el factor Akt, que forma
parte de la cascada de sefializacion tras la activacion del receptor, se encuentra
incrementado en la misma zona. Este trabajo abre un nuevo panorama sobre la
participacion del receptor 5-HT1A en el trastorno depresivo mayor, aunque se
proponen otros analisis para mejorar el estudio.
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1 ANTECEDENTES

1.1 Depresion, episodio depresivo mayor y trastorno depresivo mayor

El estudio de la conducta humana es un gran reto para todos los
especialistas encargados de analizar los procesos mentales del estado de animo.
Alteraciones en estos procesos pueden desencadenar en diferentes patologias,
una de ellas, que ha tomado relevancia en los Ultimos afios, es la depresion. Esta
es definida como un sindrome caracterizado por una tristeza profunda y por la
inhibicion de las funciones psiquicas, a veces con trastornos neurovegetativos
[RAL, 2001].

La depresion es catalogada como una de las alteraciones del estado de
animo gque tiene como base a la tristeza (figura 1). Cuando la sintomatologia se
prolonga durante dias consecutivos el cuadro es considerado un episodio
depresivo mayor. La caracteristica esencial de un episodio depresivo mayor es un
periodo de al menos 2 semanas durante las cuales el individuo presenta una
pérdida de interés o placer en casi todas las actividades cotidianas. En los nifios y
adolescentes el estado de animo puede ser irritable en lugar de triste. El sujeto
también debe experimentar al menos otros cuatro sintomas de una lista que
incluye cambios en el apetito con pérdida o ganancia de peso, del suefio y de la
actividad psicomotora, falta de energia; sentimientos de infravaloracién o culpa;
dificultad para pensar, concentrarse o tomar decisiones, y pensamientos
recurrentes de muerte o ideacion de planes suicidas. Cabe mencionar que para
gque se declare el estado como episodio depresivo mayor el paciente debe
presentar uno de esos signos como nuevo o bien empeorar notablemente en
comparacion con un estado anterior, permanecer asi la mayor parte del dia y
durante al menos dos semanas, presentando malestar clinico significativo (sujetos
con un episodio depresivo mayor se presentan a menudo con llanto, irritabilidad,
tristeza, rumiaciones obsesivas, ansiedad, fobias, preocupacién excesiva por la
salud fisica y quejas de dolor) y en consecuencia un deterioro laboral y social
notable [Allen y cols., 2000a].
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El curso de un episodio depresivo mayor puede remitir por completo adn sin
tratamiento y dos terceras partes de la poblacion afectada regresaran a un estado
premorbido, en caso contrario, cuando los sintomas no desaparecen o remiten
parcialmente, la persona afectada puede evolucionar al trastorno depresivo mayor
(TDM). Este trastorno es una enfermedad heterogénica cuya etiologia aun no es
comprendida completamente; es un desorden cronico e incapacitante con una alta
tasa de prevalencia a nivel mundial [Chung y cols., 2013; El-Hage y cols., 2013;
Jabbi y cols., 2008; Kupfer y cols., 2012; Schmidt y cols., 2011], actualmente
afecta a personas jévenes (menores a 25 afos) [Pajer y cols., 2012] su impacto es
tan grande que si sigue su incremento actual, para el afio 2030 seréa una de las
primeras y mas costosas enfermedades en el mundo [Andrus y cols., 2012].

Bajo los criterios del manual de estadistica y diagnéstico de enfermedades
mentales IV (DSM 1V), el TDM es una enfermedad del estado de animo catalogada
como unipolar, que se declara cuando el individuo presenta dos o mas episodios
de depresiéon mayor consecutivos (no aislados) junto con otros cuadros tipicos de
depresion (falta de apetito, desinterés, irritabilidad, etc.) [Allen y cols., 2000b;
Villanueva, 2013].

Depresion

(Tristeza)

Episodio
depresivo
mayor

Episodio
melancélico

Figura 1.- Representacion de los principales episodios depresivos.
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Las caracteristicas de personalidad pueden predisponer a un individuo a
sufrir un evento de depresién mayor o modificar la clinica que sigue dicho episodio
[Oba y cols., 2013]. El desarrollo del TDM puede ser progresivo incrementando la
intensidad de la sintomatologia soméatica y desencadenar en pensamientos
suicidas [Allen y cols., 2000b]. A nivel mundial, el suicidio, es considerado un
problema de salud publica, superando los 850,000 individuos anuales [Ganz y
cols., 2010; Ekinci y cols., 2012]. En México, segun datos del INEGI en la ultima
década se han incrementado las muertes por suicidio, especialmente entre el
rango de los 15 a los 24 afos (figura 2), lo que representa no solo un problema de
salud publica sino también un problema econémico debido a que este grupo de
personas se encuentra en una edad laboral importante [INEGI, 2014]. A diferencia
de otros paises como Estados Unidos [Ganz y cols., 2010], la estadistica general
mexicana apunta que el 80% de los casos se presentan en hombres, sin embargo
esto varia entre estados, por ejemplo en Colima en 2012 alcanz6 hasta el 95% de
los casos mientras que en Guerrero tan solo el 68% [INEGI, 2012; INEGI, 2014].

Tasa de suicidios

1990 a 2011
{Por 100 mil habitantes)

14 -
12 A

10 -

(=T T T o B (" T - TR TR - T = T B e I s . (R s DL < B - B~ B = T
EEEEREEREREEERREREREE

=8=Hombres -‘-Muperes

Figura 2.- Comportamiento de suicidios en México. El numero de muertes por suicidio
se ha duplicado en el periodo 1990-2011 y continda incrementandose. Fuente: INEGI,
2014.
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1.2 Neurobiologia de la depresion mayor

Para comprender de manera mas adecuada la depresidbn mayor, es
importante tener una vision que abarque los diversos niveles fisiopatolégicos.
Debido a que se trata de una enfermedad compleja que se manifiesta con una
amplia variedad de sintomas emocionales, ansiosos y sométicos, se sugiere la
participacion de diferentes zonas del cerebro tales como: corteza cingulada

anterior, corteza prefrontal, amigdala e hipocampo.

La corteza cingulada anterior y la corteza prefrontal son estructuras
localizadas en el I6bulo frontal del cerebro implicadas en el aprendizaje temprano
asi como también en la funcidén ejecutiva y la memoria operativa, su alteracion
puede provocar que los pacientes con depresion mayor tengan problemas en toma
decisiones [Ongur y Price, 2000]. La amigdala es una estructura que se encuentra
en la porcién medial del I6bulo temporal, una de sus funciones méas importantes es
el control del desarrollo de la memoria emocional, asi como las respuestas

emocionales a estimulos adversos (miedo, ansiedad, etc.) [Sheline y cols., 2001].

El hipocampo es una estructura ubicada en el interior del I6bulo temporal,
es vital en la formacién, almacenamiento y consolidacién de la memoria, en el
control del aprendizaje y en la regulacién del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal,
esta conectado también a zonas corticales y otras zonas del sistema limbico que
son importantes en el desarrollo de procesos depresivos. La region hipocampal es
un componente prominente del sistema nervioso (tanto en rata como en humano),
asociado a los procesos de memoria emocional en conjunto con la amigdala en
alteraciones del humor y procesos de estrés [Andrus y cols., 2012]; esta
constituido por dos principales regiones: la formacién hipocampal y la region para-
hipocampal. En la formacién hipocampal se pueden diferenciar tres regiones
citoarquitectonicamente distintas: el giro dentado, el hipocampo y el subiculo

(figura 3).
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Se han realizado numerosos estudios en donde se da énfasis al hipocampo
en el transcurso de la depresion mayor y el suicidio, encontrando que en la zona
hipocampal existen disminuciones de factores neurotréficos y sus receptores por
por ejemplo BDNF [Banerjee y cols., 2013] y que por otro lado se ven
incrementados en respuesta a antidepresivos [Schmidt y cols., 2011]; otros
investigadores han detectado el incremento en la expresion de iINOS en pacientes
con desordenes depresivos recurrentes [Talarowska y cols., 2014]; también se ha
dado importancia a los factores epigenéticos que puedan impactar en las distintas

zonas del hipocampo y su relacién con la depresiéon mayor [Na y cols., 2014].

Figura 3.- Localizacion de las zonas del hipocampo. Tincién de Nissl de la zona
hipocampal en rata: giro dentado, e hipocampo conformado por las zonas CAl, CA2 y
CA3.

Las regiones del hipocampo propiamente dicho, anteriormente descritas por
Ramoén y Cajal, fueron posteriormente clasificadas por Lorente de NO en tres
zonas: CAl, CA2 y CAS3. Estas zonas ademas de la diferencia de tamafios
celulares de las neuronas piramidales se diferencian en el tipo de conexiones que
reciben, por ejemplo, la zona CAS3 recibe inervacion del giro dentado mientras que

la zona CA1 no.
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1.3 Teorias moleculares de la depresion mayor

Los pacientes con depresibn mayor presentan una gran variabilidad de
sintomas, asi como la respuesta al tratamiento farmacoldgico, enfatizando asi la
compleja naturaleza de esta enfermedad. La dificultad en la identificacion de
nuevas dianas farmacolégicas radica en la elaborada neurobiologia de este
padecimiento y los factores de predisposicion subyacentes [Bale, 2006].

Aunque los avances en genética molecular y neuroimagen (PET) han
contribuido notablemente a las bases neurobiolégicas de la depresion mayor, no
existen genes individuales asociados a este trastorno, por lo que es importante
seguir profundizando en los mecanismos patolégicos para complementar los
avances descritos por distintos autores [Kupfer y cols., 2012; Smith, 2013]. Se han
desarrollado diversas lineas de investigacion en las que se destacan 4 teorias
importantes, que son: 1) el desarrollo de procesos inflamatorios como factor de
riesgo [Najjar y cols., 2013], 2) la generacién de estrés oxidativo/nitrosativo y el
incremento de citocinas pro inflamatorias [Bouayed y cols., 2009; Chung y cols.,
2013; Galecki y cols., 2010; Kupfer y cols., 2012; Talarowska y cols., 2014], 3)
desbalance en el eje hipotdlamo-hipofisiario-adrenal (HPA), o una mezcla de las
dos anteriores [Anisman, 2009] y 4) alteraciones en los neurotransmisores
monoaminérgicos (dopamina, noradrenalina y serotonina) destacando la
participacion del sistema serotoninérgico [Albert y Francois, 2010; Jabbi y cols.,
2008; Kupfer y cols., 2012; Haleem, 2011; Pytliak y cols., 2011] aunque no se han
encontrado resultados contundentes al respecto por lo que constituye un area de

interés para los investigadores.

1.3.1 Estrés Oxidativo/Nitrosativo y citocinas pro-inflamatorias

El estrés oxidativo esta definido como el desbalance persistente entre las
moléculas antioxidantes y pro-oxidantes. El resultado de ese fendémeno es la
produccion excesiva de radicales libres y especies reactivas de oxigeno [Siwek y
cols., 2013]. El cerebro es uno de los 6rganos mas susceptibles al dafio por

oxidacion [Bouayed y cols., 2009; Talarowska y cols., 2014], debido en gran parte
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a su alta composicion de lipidos factibles de ser atacados por especies reactivas
de oxigeno (ROS), asi como la presencia de iones metélicos que favorecen la
formacién de ROS [Talarowska y cols., 2014].

En concentraciones muy bajas las ROS pueden favorecer procesos
biolégicos como la activacion del sistema inmunolégico, sin embargo cuando
existen niveles altos de ellas y otros radicales libres se favorece la oxidacion de
moléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos [Siwek y cols., 2013] e
impactar en organelos o células completas del sistema nervioso central, tal es el
caso del dafio encontrado en el DNA mitocondrial a causa del estrés oxidativo en
algunas zonas del cerebro, como hipocampo, y que se ha asociado al trastorno
depresivo mayor [Tobe, 2013].

Los factores genéticos pueden favorecer los procesos oxidativos y a su vez
éstos impactar sobre enfermedades mentales como trastornos depresivos
recurrentes; por ejemplo, un polimorfismo en el gen de la sintasa de éxido nitrico
2A (NOS2A) NOS2A -1026C/A encontrado en un estudio sobre depresion
recurrente en la poblacién polaca, sugiere que la etnia, y por ende los factores
genéticos, tienen impacto en el desarrollo de trastornos depresivos [Galecki y
cols., 2010].

Aunque existen diversas terapias antidepresivas, no se ha encontrado una
gue pueda funcionar adecuadamente para contrarrestar los efectos globales de la
depresion mayor, se han realizado, sin embargo, estudios en busca de moléculas
que puedan funcionar como marcadores biolégicos asociados a la depresion
mayor, destacando: factores de crecimiento (BDNF, IGF-1, VEGF, GDNF),
citocinas y marcadores de inflamacién como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), interferon gamma (IFN-y) y diversas interleucinas (IL-18, IL-2, IL-6, IL-8,
IL-10). De manera clinica se han encontrado alteraciones en esos marcadores,
proponiendo diferencias en pacientes con trastorno depresivo mayor, sin embargo
la sensibilidad del método de deteccién influye en los resultados, asi como

también otras patologias asociadas puesto que se han encontrado alteraciones en
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otros padecimientos, lo que los vuelve inespecificos y se requiere profundizar en
los estudios para encontrar (si es posible) escalas adecuadas a cada enfermedad
[Schmidt y cols., 2011].

1.3.2 Desbalance del eje HPA

La desregulacion del eje HPA, evaluada a través del incremento de niveles
de cortisol, se ha asociado con desérdenes mentales ademas de la depresion
mayor [Savitz y cols., 2009; van der Werf-Eldering y cols., 2012]. El incremento en
esta molécula se ha encontrado en estudios pos mortem de personas suicidas asi
como en pacientes con trastorno depresivo mayor. El exceso de liberacién de
cortisol se ha propuesto como uno de los mecanismos potenciadores de estados
depresivos (figura 4) desde hace méas de 30 afios; algunos estudios han mostrado
un fracaso en la disminucion de cortisol ante el tratamiento con dexametasona
[Lopez y cols., 1998]; éste exceso puede asociarse también a los desordenes
cognitivos presentados en pacientes con trastorno bipolar y depresion pues el
cortisol funciona entonces como molécula pro-oxidante [van der Werf-Eldering y
cols., 2012].
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Figura 4.- Resumen esquemético de los mecanismos involucrados en la
depresion mayor. Los factores estresantes y las citocinas promueven cambios y
sensibilizan los neurotransmisores, esto provoca la liberacién de hormonas como CRH
que favorece los cambios en los neurotransmisores y el exceso de la liberacion de
cortisol. Las variaciones de serotonina (5-HT) y otras aminas (DA, NE) pueden inducir
estados depresivos de manera directa o por vias alternativas como el estrés oxidativo y
la apoptosis, que puede ser contrarrestada por el incremento de factores de
crecimiento. Tomado y modificado de Anisman, 2009.

1.4 Sistema serotoninérgico

Desde 1969 se ha asociado al sistema serotoninérgico con los desérdenes
afectivos a través de lo que se conoce como la hipétesis de la indolamina. La
serotonina 6 5-hidroxitriptamina (5-HT) es una de las moléculas mas conocidas y
al mismo tiempo mas intrigante para los investigadores [Bockaert y cols., 2006],
desempeiia diversos e importantes papeles, tal como: regulacion de la
temperatura corporal, control del apetito y estado de vigilia asi como también de
los cambios en el estado de animo [Albert y cols., 2011; Berumen y cols., 2012;
Obay cols., 2013].
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La serotonina es sintetizada en las neuronas serotoninérgicas que se
encuentran en los ndcleos del rafe y que proyectan hacia diferentes zonas del
cerebro como cerebelo, hipotalamo, amigdala, corteza frontal e hipocampo (figura
5), las cuales han sido asociadas a las emociones y también a las alteraciones del
estado del animo [Pierz y Thase, 2014], su sintesis (figura 6) comienza a partir de
la conversion del triptofano en 5-hidroxytriptéfano por la enzima triptéfano
hidroxilasa 2 (encontrada solo en las neuronas serotoninérgicas) y posteriormente
en 5-hidroxitriptamina por la descarboxilasa de aminoécidos aromaticos, es
almacenada en vesiculas hasta su liberacion (figura 7), se encuentra tanto en el
cuerpo neuronal como en las terminales sinapticas en donde al ser liberada puede
actuar sobre sus diferentes receptores, cuenta con un transportador (5-HTT) que
se encarga de recapturar este neurotransmisor para posteriormente ser

metabolizado por la monoaminooxidasa [Pytliak y cols., 2011].

Estriado

Cortsza Prefrontal

Hipotstamo Nuciso Acumbens

| Nuciso gsi rafs ATVECSE
{rostral)

| Nuciso del rate
{caudai)

Figura 5.- Nucleos cerebrales involucrados en sintomas de la depresion. En
rojo se presentan los nlcleos del rafe y las proyecciones de las neuronas
serotoninérgicas. Tomado y modificado de Pierz y Thase, 2014.
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Figura 6.- Sintesis de serotonina a partir de su precursor L-triptéfano. El
triptéfano es convertido en 5-hidroxitriptéfano por la enzima triptéfano hidroxilasa
(enzima limitante de la reaccion), posteriormente la descarboxilasa de aminoacidos
aromaticos convierte el 5-hidroxitriptéfano en 5-hidroxitriptamina. Tomado vy
modificado de Pytliak y cols., 2011.
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Figura 7.- Esquema de neurotransmision de serotonina. Principales componentes que intervienen
en la sintesis, liberacion, recaptura y degradacion de la serotonina. TRP, triptéfano; TPH2,
triptéfano hidroxilasa 2; 5-HTP, 5-hidroxitriptofano; AADC, descarboxilasa de aminoacidos
aromaticos; 5-HT, 5-hidroxitriptamina (serotonina); VMAT2, transportador vesicular de mono
aminas 2; 5-HTT, transportador de serotonina; MAO-B, mono amino oxidasa B; 5-HIIA, acido 5-
hidroxiindolacético. Tomado de Albert y cols., 2011.
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Con base a lo anterior diversas terapéuticas antidepresivas estan disefiadas
para incrementar el tiempo de permanencia de la serotonina ya sea, en el espacio
singptico o en su vida media al impedir que sea metabolizada; estas terapias
incluyen farmacos como: inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAO,
actualmente en desuso por sus complicaciones y efectos adversos),
antidepresivos triciclicos e inhibidores de la recaptura selectiva de serotonina
(IRSS) [Lee y cols., 2010] y algunas otras combinaciones aunque no han resultado
ser totalmente efectivos [Adell y cols., 2005; Jakobsen y cols., 2011]. Dado lo
observado en esos resultados, toman gran importancia la familia de los receptores
5-HT, sugiriendo alteraciones en ellos pues a pesar de que la serotonina se
encuentre disponible en el espacio sinaptico, la terapia no resulta del todo efectiva.

1.5 Receptores de serotonina

De acuerdo a sus caracteristicas, estos receptores se clasifican en 7 grupos
principales (figura 8), hasta la fecha se han encontrado mas de 13 subtipos
distintos, la mayoria de ellos estan acoplados proteinas G [Albert y Francois, 2010;
Dass y Sudandiradoss, 2012; Pytliak y cols., 2011], en la tabla 1 se resumen las

principales vias de sefializacion de cada grupo.

Receptores 5-HT

5-HT1 5-HT2 5-HT3 5-HT4 5-HTS5 5-HT6 5-HT7

{ S-ElA { S-EZA { S-ESA
1 S-ElB { 5-H7TZC - S-ESB
1 5-HT1D

{ 5-HT]?
e

5-HT1F

Pagina 19



Andlisis del receptor 5-HT1A en el trastorno depresivo mayor en rata

Figura 8.- Familia de receptores de serotonina (5-HT).

Los receptores de serotonina se encuentran distribuidos por todo el
organismo, teniendo abundancia en algunas zonas sobre otras. En el sistema
nervioso central pueden encontrarse todos los grupos de receptores; algunos
estudios sugieren la participacion de los receptores 5-HT1A, 5-HT2A y 5-HT2C
(que se encuentran abundantemente en zonas cortico-limbicas) [Albert y Francgois,
2010; Albert, 2012; Gurevich y cols., 2002; Mannoury la Cour y cols., 2006; Oba y
cols., 2013; Pytliak y cols., 2011] en el desarrollo de desérdenes del estado de
animo. Andlisis sobre los receptores 5-HT2A y 5-HT2C que se encuentran de
manera predominante en la corteza frontal no muestran cambios relevantes en los
niveles de mRNA, sin embargo pueden verse afectados bajo el tratamiento con
IRSS [Gurevich y cols., 2002; Oba y cols., 2013]. Otros estudios han demostrado
el papel que juega el receptor 5-HT1A como regulador del sistema serotoninérgico
en general [Albert y cols., 2011], sugiriendo una participacion importante en el

trastorno depresivo mayor [Savitz y cols., 2009].
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Tabla 1.- Principales vias de sefalizacién de los receptores de serotonina.

_ Principal via de R .
Receptor Tipo o Localizacion mayoritaria en CNS
sefializacion

Autorreceptor somatodendritico en

Acoplado a i
5-HT1A i |CAMP nucleos del rafe/ Heterorreceptor
proteinas Gipo . )
postsinaptico en hipocampo.
Autorreceptor terminal/ Receptor
Acoplado a o _ ]
5-HT1B i |CAMP postsinaptico en estriado, nucleo
proteinas Gijpo i
acumbens y area vental-tegmental.
Acoplado a L
) Receptor postsinaptico en corteza
5-HT2A proteinas 1P3
frontal.
Gq11
Acoplado a o
] Receptor postsinéptico en corteza
5-HT2C proteinas IP3
frontal.
Gq11
Canal o o
. Canal i6nico Receptor postsinéptico en corteza 'y
habilitado por . .
_ Na'/K amigdala.
ligando
Acoplado a .
) 1cAMP Receptor postsinaptico.
proteinas Gs
Acoplado a o _ _
. Indefinido Sin caracterizar.
proteinas G;
Acoplado a Receptor postsinaptico en
i T1cAMP _
proteinas Gs hipocampo.
Acoplado a Receptor postsinaptico en ndcleo
, 1CAMP o
proteinas Gs supraquiasmatico y corteza.

Fuente: Modificado de Carr y Lucki., 2011 y Pytliak y cols., 2011.
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1.6 Receptor 5-HT1A

De todos los subtipos de receptores de serotonina, éste receptor es uno de
los mas abundantes en zonas cortico-limbicas que se han asociado a los
trastornos del estado del animo y las emociones [Albert y cols., 2011], como
heterorreceptor en neuronas piramidales en la corteza prefrontal, la amigdala, el
septum, el hipotdlamo, el hipocampo, y como autorreceptor en las neuronas
serotoninérgicas de los nucleos del rafe [Albert y cols., 2011; Berumen y cols.,
2012; Drevets, 1999; Hoyer y cols., 1994].

El gen que codifica para el receptor 5-HT1A esta localizado en el
cromosoma 5 en humanos, 13 en raton y 2 en rata; es altamente conservado entre
éstas y otras especies de mamiferos [Dass y Sudandiradoss, 2012]. Se trata de un
gen que no contiene intrones y codifica para una proteina de 7 dominios
transmembranales acoplada a proteinas G de tipo inhibitorias; en su region
promotora contiene una zona denominada promotor minimo (figura 9); éste
promotor minimo contiene zonas ricas en G/C y un elemento en respuesta al
factor nuclear de las cadenas kappa (NFkB); rio arriba del promotor minimo se
encuentran regiones denominadas elemento represor-1 (RE-1) y elemento
represor dual (DRE) que en condiciones normales al ser activados reprimen la

transcripcion del receptor [Albert y cols., 2011].
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Freud-2

Figura 9.- Localizacién esquematica de los elementos promotores del gen 5-HT1A
de humano. En el promotor minimo (recuadro) se encuentran zonas ricas en G/C (Sp1l
y MAZ), asi como una zona de respuesta al elemento NFkB (NRE) y receptores de
glucocorticoides (GR/MR) que inhiben la transcripcion al bloquear Spl. Rio arriba se
encuentran elementos represores de la transcripcion como nGRE, DRE1/2, RE-1 y un
sitio de represion en la posicién -1019. Se ha encontrado que la unién de Petl puede
favorecer la transcripcion. Tomado de Albert y cols., 2011.

El receptor 5-HT1A esta acoplado a Gy y G; dependiendo de su localizacion,
por ejemplo, en los nucleos del rafe tiene mayor afinidad por la proteina Gai3
[Polter y Li, 2010; Berumen y cols., 2012; Hoyer y cols., 1994], produce la
inhibicion de la adenilato ciclasa y con ello disminuye los niveles de AMP ciclico
(cCAMP), un segundo mensajero que impacta sobre proteinas cinasas
dependientes de cAMP como proteina cinasa A (PKA) y sobre la proteina de union
a elementos de respuesta a cCAMP (CREB) [Li y cols., 2009], esta ruta se conoce
también como ruta candnica del receptor 5-HT1A [Polter y Li, 2010]; actia también
activando los canales de potasio regulados por proteina G (GIRK) modificando el
flujo este i6n, también inhibiendo los canales de Ca®* dependientes de voltaje y en
consecuencia deteniendo la puesta en marcha neuronal; todo lo anterior se ha
observado en los nucleos del rafe (figura 10) [Albert y cols., 2011; Berumen y
cols., 2012]. En otros estudios se ha asociado a las subunidades By de las
proteinas Gp; acopladas a este receptor, en la activacion de la fosfolipasa C
(PLC), asi mismo en las cascadas de sefializacion que implican la activacién de
cinasas de regulacion de sefales extracelulares (ERK) via MAP cinasas (MAPK),

ademas activa también la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) que incide sobre el
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factor Akt (figura 11) [Polter y Li, 2010]. En neuronas corticales este receptor,
mediante la disminucion del cAMP, puede reducir la actividad de CAMKII asi como
los niveles de receptores AMPA,; en hipocampo se ha observado la activacion de
Akt y con ello una disminucion de GSK3B (figura 11), esto puede observarse
también en los nudcleos del rafe (donde el receptor tiene mayor afinidad por la
proteina), sin embargo, de manera contradictoria, parece no tener efecto sobre la
fosoforilacién basal de ERK1/2 [Albert y cols., 2011].

Extracellular ('i\lr\; Aa Ion Channels

Plasma 5-HT1A K* Ca*+
membrane

Intracellular “ QO Y
* Vm

* cAMP *[CE'H']i

Figura 10.- Vias principales activadas por el receptor 5-HT1A. El receptor 5-HT1A se
acopla a proteinas G inhibitorias, provoca la inhibicién de la adenilato ciclasa (AC),
promueve la apertura de canales de potasio regulados por proteinas G (GIRK) y bloquea
los canales de calcio dependientes de voltaje. Fuente: Tomado de Albert y cols., 2011.
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Figura 11.- Vias de sefializacion reguladas por el receptor 5-HT1A. Via candnica: AC,
cAMP, PKA. Otras vias: activacion de GIRK y receptor a factores de crecimiento (GFR)
que inciden sobre MEK1/2, ERK1/2, PI3K, Akt, CREB y FoxO. Tomado de Polter y Li,
2010.

Por su localizacion como autorreceptores se ha asociado a los receptores
del grupo uno con el control de la neurotransmision de serotonina. Se destacan los
receptores 5-HT1A y 5-HT1B, en un estudio sobre éstos, se encontrd que la
actividad de ambos receptores esta regulada por cascadas de sefalizacion de
fosfolipidos aunque de maneras distintas y que depende del agonista que se
emplee; las fosfolipasas A, y C (PLA; y PLC) fueron las enzimas involucradas en
este proceso [Berg y Clarke, 2001], esta desregulacion puede impactar sobre la
activacion de la sintasa de Oxido nitrico inducible (INOS), lo que provoca un
incremento en los niveles de estrés oxidativo/nitrosativo y de este modo

predisponer procesos depresivos.
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1.7 Receptor 5-HT1A y su implicacion en la depresion

Existen diversas investigaciones que buscan evidenciar la participacion del
receptor 5-HT1A en las enfermedades mentales [Berg y Clarke, 2001; Bravo y
cols., 2014; Carabelli y cols., 2014], especialmente en el trastorno depresivo
mayor [Savitz y cols., 2009]; éstas investigaciones incluyen estudios post mortem
en busca de alteraciones del receptor en diferentes areas del cerebro [Albert,
2012], pruebas farmacolégicas (empleando modelos sanos de animales tratados
con antidepresivos), analisis de neuroimagen (PET) y ensayos genéticos [Savitz y
Drevets, 2009].

En estudios de estrés temprano [Bravo y cols., 2014], ansiedad y estrés
cronico [Berumen y cols.,, 2012], enfermedades neurodegenerativas como
Parkinson [Dupre y cols., 2013], desordenes psiquiatricos como trastorno bipolar o
esquizofrenia [Selvaraj y cols., 2014] se han encontrado modificaciones y
tendencia al incremento de éste receptor en zonas como corteza frontal y
amigdala. Su participacion en el trastorno depresivo mayor se asocia por Su
localizacion como autorreceptor, sugiriendo incremento de éste en los nucleos del
rafe (figura 12) [Albert y cols., 2011] a causa del polimorfismo C(-1019)G que
presenta en la regibn promotora que impide la union de represores

transcripcionales [Lemonde y col., 2003].
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HTR1A C/C (-1019)/Normal

5-HT1A
Autorreceptores 5-HT1A Receptores
Postsinapticos

NEURONA 5-HT

HTR1A G/G (-1019)/Depressed
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Figura 12.- Accion propuesta del receptor 5-HT1A en los nlcleos del rafe en
personas con depresion mayor. Participacion del polimorfismo de un solo
nucleétido en el gen del receptor que puede provocar un incremento de los
autorreceptores 5-HT1A e inhibir la liberacién de serotonina (puntos rojos). Tomado y
modificado de Albert y cols., 2011.

Mannoury la Cour y colaboradores en 2006 en un estudio del receptor 5-
HT1A encontraron que se acoplan a varias proteinas G dependiendo de su
localizacion en el cerebro y que bajo la accion de antidepresivos IRSS pueden
tener una respuesta diferente; en hipocampo se ha observado una
desensibilizacion de los receptores bajo el tratamiento prolongado con estos
farmacos y en ratones knockout para el transportador de serotonina [Mannoury la
Cour y cols., 2006].

Se ha encontrado que el tratamiento con IRSS provoca un incremento en
los niveles del receptor en hipocampo, sin embargo también existe una
disminucién en el potencial de union del receptor 5-HT1A [Mgller y cols., 2007]. En
otras investigaciones se ha observado que el receptor 5-HT1A tiene repercusiéon

sobre el eje HPA pues por un lado en hipocampo promueve la expresion de
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receptores de glucocorticoides y por otro lado en el hipotdlamo favorece la
liberacién de la hormona adrenocorticotropina (ACTH) [Jovanovic y cols., 2011],
sin embargo no hay hasta la fecha analisis que relacionen directamente la

participacion del receptor en la zona hipocampal en el trastorno depresivo mayor.

1.8 Modelos depresivos

Para facilitar el estudio de esta y otras patologias el uso de modelos
animales es de gran ayuda. Se han disefiado distintos modelos que mimetizan
algunos procesos de estrés agudo o crénico y que pueden ser equiparados con
sintomas de depresion. Los més utilizados son los murinos y comprenden entre
otros: prueba de nado forzado [Sugimoto y cols., 2010] o algunas variantes y
modificaciones de dicha prueba [Carabelli y cols., 2014; Noseda y cols., 2014] y
prueba de suspension de la cola [McDevitt y cols., 2011; Yang y cols., 2014] que
han servido para analizar el efecto de los antidepresivos sobre las conductas
motoras [Sugimoto y cols., 2010]; existen también otros modelos para analizar
este padecimiento destacando: modelos de exposicion cronica a agentes
estresantes [Haleem, 2011], hipofagia inducida, desamparo aprendido vy
bulbectomia olfatoria bilateral en rata (OBX) [Carr y Lucki., 2011; Pollak y cols.,
2008].

1.8.1 Modelo de bulbectomia olfatoria bilateral

Los seres humanos se distinguen por ser ampliamente visuales, sin
embargo, la mayoria de los animales, especialmente los mamiferos, dependen
mas del sentido del olfato para desarrollarse y reconocer su entorno [Leinwand y
Calasani, 2011]. El sistema olfativo es muy importante en la respuesta y conducta
materno-infantil [Feierstein, 2012], la regulacién neuroenddcrina, el control de
emociones como la respuesta agresiva o predatoria, y otras funciones cotidianas
como el reconocimiento del alimento y su asociacion con el sentido del gusto
[Song y Leonard, 2005].
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Este sistema, como otros es capaz de identificar e intensificar el estimulo
percibido [Leinwand y Chalasani, 2011], se encuentra inervado desde la periferia
hasta el cerebro, el circuito basico del sistema olfatorio (figura 13) comienza con
las neuronas sensoriales olfatorias en el epitelio olfatorio, sus axones proyectan
hacia el bulbo olfatorio (OB), de este nucleo las neuronas proyectan hacia la
region ventro-lateral del telencéfalo formando el tracto lateral olfatorio (LOT), y

éstas hacia distintas zonas del cerebro [De Castro, 2009].

Figura 13.- Esquema general de conexiones del sistema olfatorio y sistema
olfatorio accesorio. En rojo se muestran las proyecciones que empiezan en las
neuronas sensoriales olfatorias. Las neuronas que proyectan del d&rgano
vomeronasal (VNSO) hacia el bulbo olfatorio accesorio (AOB) se muestran en azul.
Las conexiones intercorticales con ndcleos de interés estan marcadas en morado y
celeste. Epitelio olfatorio (EO), bulbo olfatorio (OB), corteza piriforme (PC), corteza
entorrinal (EC), amigdala (A). Fuente: De Castro, 2009.

El modelo OBX es uno de los preferidos para estudiar la depresion y un
buen modelo para el trastorno depresivo mayor, debido a que el hecho de remover
los bulbos olfatorios resulta en cambios conductuales reminiscentes de varios
sintomas de la depresion, incluyendo disfunciones en el aprendizaje y la memoria,
conducta de evasion alterada, anhedonia (caracteristica del trastorno depresivo

mayor) y cambios en la conducta motora en campo abierto como hiperactividad
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gue puede observarse a partir del dia 10 después de la cirugia [Arias-Carrion y
cols., 2007; De Castro, 2009; Carr y Lucki., 2011; Galecki y cols., 2010; Imai y
Sakano, 2011; Kupfer y cols., 2012; Ekinci y cols., 2012; Riezen y cols., 1977;
Roche y cols., 2007; Sanchez-Andrade y Kendrick, 2009; Song y Leonard, 2005;
Wang y cols., 2010].

Con ayuda del modelo OBX Slotkin y colaboradores observaron que la
respuesta ante la bulbectomia olfatoria es dependiente de la edad de la rata y por
lo tanto es un factor importante a considerar para quienes trabajen con este
modelo [Slotkin y cols., 1999; Oba y cols., 2013; Primeaux y cols., 2007].
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2 JUSTIFICACION

El trastorno depresivo mayor (TDM) afecta a una gran cantidad de personas
en el mundo, actualmente se ha incrementado alarmantemente afectando a
jovenes entre 15 y 24 afos. El progreso de esta enfermedad tiene consecuencias
graves y hasta letales pues mas del 16% de los pacientes tienen tendencias
suicidas. Hasta la fecha los mecanismos moleculares implicados en el trastorno
depresivo mayor, que funcionan como blancos terapéuticos no son del todo

conocidos.

Se ha demostrado la participacion del sistema serotoninérgico en este
proceso por lo que las terapias clasicas y alternativas actuales involucran diversos
farmacos, destacando a los inhibidores de la recaptura selectiva de la serotonina
(IRSS) que se han utilizado como terapia de eleccidon en pacientes con TDM, sin
embargo, dado que existen reportes de que la terapia no resulta del todo

funcional, se sugiere una alteracion en los receptores de serotonina.

Debido a su localizacién, amplia distribucion y funcién en el sistema
nervioso central, el principal receptor involucrado en este proceso es el 5-HT1A,
debido a que se encuentra abundantemente en regiones cortico-limbicas, las
cuales se asocian a la conducta, las emociones y los trastornos del humor; este
trabajo se enfoca en la participacion del receptor 5-HT1A en el hipocampo
utilizando el modelo OBX y analizando si existen variaciones en la expresion y su

posible funcién.
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3 HIPOTESIS

El receptor 5-HT1A altera su expresion en el hipocampo en el modelo de

bulbectomia olfatoria bilateral en rata, como proceso depresivo mayor.

4 OBJETIVOS

4.1 General

Analizar al receptor 5-HT1A en el trastorno depresivo mayor en rata

4.2 Particulares

1. Analizar a la discriminacion olfatoria como prueba de anosmia en ratas OBX
respecto de ratas control y cirugia sin extraccion.

2. Analizar los patrones de conducta motora en el modelo de campo abierto
comparando ratas OBX respecto de ratas OBX administradas con
antidepresivos, control y cirugia sin extraccion.

3. Evaluar la respuesta de evitacion a la luz en ratas OBX, OBX tratadas con
antidepresivos, controles y cirugia sin extraccion.

4. Evaluar los niveles del mRNA del receptor 5-HT1A en el hipocampo de los
grupos control, cirugia, OBX y tratados.

5. Estudiar si existen variaciones en los niveles proteicos del receptor 5-HT1A
en el hipocampo de los diferentes grupos estudiados.

6. Analizar vias de sefalizacion implicadas con el receptor 5-HT1A en ratas

control, cirugia, OBX y OBX administradas con antidepresivos.
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5 DIAGRAMA DE TRABAJO
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6 METODOLOGIA

6.1 Animales

Se solicitaron al bioterio Claude Bernard ratas machos de la cepa Wistar
con un peso entre 250 g y 300 g, sin muestras de patologias o alteraciones fisicas.
Fueron clasificadas en cinco grupos: control (C), cirugia (S), OBX, OBX
administrados con vehiculo (OBX+V) y OBX administrado con antidepresivo
(OBX+A); se mantuvieron en condiciones 6ptimas de temperatura y humedad, con
ciclos de luz obscuridad de 12/12 [Obay cols., 2013; Wann y cols., 2009] y acceso
a agua y alimento ad libitum. Se seleccionaron aleatoriamente 15 animales por
grupo. Una vez realizadas las pruebas conductuales de todos los grupos a los
tiempos indicados se procedio al sacrificio de cada animal para la extraccion del
cerebro que se guardd en frascos con formalina al 10% en PBS, o diseccion de
nacleos obtenidos en tubos herméticos de 1.5 ml. Todos los procedimientos
siguieron las normas de acuerdo a la “Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio” de México, aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y
Uso de Animales. Se realizaron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento

de los animales.

6.2 Bulbectomia olfatoria bilateral en ratas de la cepa Wistar

Para el grupo denominado OBX se realizé el siguiente protocolo quirurgico:
se empleé como anestesia una mezcla de Ketamina/Xilazina (0.2 ml por 100g de
peso) proporcionada por los veterinarios del bioterio Claude Bernard; una vez
anestesiado, se rasuro el pelo de la cabeza procurando no arrasar las vibrisas ni
lesionar los 0jos. Se posiciond y sujeté al animal en el aparato estereotaxico,
colocando un colchéon de toallas absorbentes para amortiguar el descenso de
temperatura. Ya posicionado se procedié el embrocado de la piel del craneo con
benzal al 20%, limpiando la zona en una sola direccién. Se hizo una incision justo
en medio de la cabeza, separando la piel para dejar expuesto el periostio que se
retird por friccion con el bisturi. Se agregaron unas gotas de peroxido de hidrégeno
para contrarrestar el sangrado secando con algoddn estéril el exceso de liquido.
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Una vez retirado el periostio, se localizd6 la altura de los bulbos olfatorios,
realizando varias pruebas hasta obtener las coordenadas adecuadas, con base a
lo reportado por Kelly y colaboradores en 1997. Se realizaron dos huecos de
aproximadamente 2 mm de diametro con ayuda de un taladro con fresa; para
extraer los bulbos olfatorios primero se removié el tejido con una pinza de
microcirugia y posteriormente se succiond con una cédnula adaptada. Se utilizé
esponja quirdrgica (Gelfoam) para realizar hemostasia y al mismo tiempo sirviera
para rellenar los huecos; finalmente se procedio a suturar. Terminada la cirugia, se
desmontd a la rata del aparato y administré6 via subcutanea 0.05 ml/100g de
Ketoprofeno (analgésico) y 0.3 ml/100g de solucion salina isoténica, se colocaron
en un colchon calido para su recuperacion. Terminado el efecto del anestésico se
le administré a cada rata 1 ml de solucién glucosada y se mantuvo en vigilancia
constante. Se les administr6 como medida profilactica 40000 Ul/Kg de Penicilina
via intramuscular para evitar infecciones [Oba y cols., 2013; Wann y cols., 2009;
Slotkin y cols., 1999] durante 7 dias posteriores a la cirugia. Los grupos que fueron
administrados con antidepresivos y vehiculo recibieron el mismo proceso
quirargico. Los animales del grupo cirugia fueron sometidos al proceso de
exposicion de los bulbos olfatorios pero sin extraer el tejido, los cuidados
postoperatorios fueron similares al grupo OBX.

6.3 Pruebas conductuales

Tres semanas posteriores al proceso quirdrgico [Slotkin y cols., 1999] se
evaluaron a los animales. Para tener resultados preliminares de que la extracciéon
de los bulbos olfatorios se llevé a cabo de manera exitosa se realiz6 la prueba de
discriminacion olfatoria con un estimulo oloroso (galletas que contenian chispas de
chocolate) [Riezen y cols., 1977] (ver ANEXO 3); se emplearon las ratas OBX que
no respondieron al estimulo o lo hicieron en un periodo tardio respecto a los
controles (datos corroborados por craneotomia al final de las pruebas). Se realizd
también la prueba de evitacion de la luz, colocando al animal en una caja especial
gue contiene una division de tal manera que exista una zona de oscuridad y una

de luz (ANEXO 3). Como parte de la caracterizacion del modelo se realizo la
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prueba de conducta motora en el modelo de campo abierto evaluando
acicalamiento, conducta erguida, conducta inmovil, exploracion interna y externa
(actividad horizontal) [Kelly y cols., 1997; Wang y cols., 2010]. Posterior a estas
pruebas se procedi6 a realizar la administracion de un antidepresivo del tipo IRSS
(fluoxetina 0.8 mg/Kg/dia, via oral) para obtener el grupo OBX+IRSS y el vehiculo
correspondiente (metilcelulosa 1%) para obtener el grupo OBX+V durante tres
semanas mas al final de las cuales se volvieron a realizar las pruebas
conductuales en todos los grupos. Todos los animales fueron monitoreados en la
temperatura corporal, asi como pesados diariamente a partir tres dias antes de la
cirugia y hasta el dia de eutanasia. Los animales incluidos en los analisis
estadisticos corresponden a los seleccionados tras la verificacion final de la

ablacion de bulbos olfatorios en la craneotomia.

6.4 Técnicas moleculares

6.4.1 Aislamiento de RNA total.

Se extrajo el RNA total de 35 mg de hipocampo de cada grupo a analizar
por el método de Quick-RNA MiniPrep de Zymo Research utilizando el protocolo
incluido por el proveedor (ANEXO 4). ElI RNA fue cuantificado por
espectrofotometria a 260 nm, determinando su pureza utilizando las relaciones
260 nm/280 nm.

6.4.2 Retrotranscripcion- qPCR

El RNA total adquirido de cada muestra fue llevado a una dilucion de 100
ng/ul. Para la retrotranscripcién y PCR en tiempo real se utilizé el método de iTaq
Universal SYBR Green One-Step Kit de BIORAD. Se utilizaron 2 pl (200 ng) de
RNA total y oligonucléotidos especificos (ANEXO 8) para cada gen a analizar. En
la tabla 2 se encuentran las caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados y en
la tabla 3 se muestra el resumen de reactivos empleados para la curva estandar y

las muestras.
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Tabla 2.- Disefio de oligonucleétidos para gPCR.

Oligonucleétido ‘ Tipo ‘ Longitud Tm Amplicén
GGTACTGGGCTATCACC
Fw 21 pb 65.3 °C
GACC
5-HT1A 105 pb
TGGAGATGAGAAAGCCA
Rv | 24pb | 65.2°C
ATGAGCC
CAAGGCTGAGAATGGGA

Fw 23 pb 66.6 °C
B- AGCTGG

ciiE88 ATCACCCCATTTGATCTT
GACGGG

88 pb
Rv 24 pb 65.2 °C

Se determiné la expresion relativa del mensajero para el receptor 5-HT1A

2-AACt

por el método [Livak y Schmittgen, 2001] adaptado a las condiciones del

aparato de PCR en tiempo real (Pikoreal software 2.2).

Tabla 3.- Componentes de reaccién de RT-gPCR

Componente Volumen de reaccién

Mezcla de reaccién iTaq Universal SYBR Green 7.5 ul

Transcriptasa inversa iScript 0.2 ul

Oligonucleétidos (sentido y antisentido) 1 pl (clu)

RNA (Diferentes concentraciones) Variable

Agua libre de nucleasas Variable

Volumen de total de reaccion 15 pl

6.5 Inmunohistoquimica

Se seccionaron los cerebros para ser almacenados en una solucion de
formalina al 10% en PBS para fijar el tejido, se cortaron secciones coronales de 3
mm y fueron incluidas en parafina. Se realizaron cortes de 20 micras en el

micrétomo, se recolectaron en portaobjetos con polilisina y se dejaron secar. Se
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seleccionaron laminillas de cada grupo a analizar. La inmunohistoquimica (ANEXO
5) se llevd a cabo de la siguiente manera: se utilizé perdxido de hidrégeno (H.O5)
para inactivar a las peroxidasas enddgenas, para bloquear los sitios inespecificos
se utilizé albamina de suero de bovino libre de IgG al 1%, se utilizaron anticuerpos
primarios especifico para el receptor 5-HT1A y Akt respectivamente; se incubaron
por 48 y 24 h a 4°C, el anticuerpo secundario se incubd por 1 h a temperatura
ambiente después de adicionar Biotina. Para revelar la reaccion colorimétrica se
utilizé di amino bencidina (DAB) durante 1 minuto. Se enjuag0 y contra tifié con
hematoxilina durante 1 minuto. Se montaron las laminillas y se dejo secar la resina

por 48 horas antes de observar al microscopio [Kindt y cols., 2007].

6.6 Determinacion de AMP ciclico

Debido a que una de las enzimas sobre las que ejerce accion el receptor 5-
HT1A es la adenilato ciclasa se realizo la determinacion de los niveles de cAMP
en las muestras de hipocampo para evaluar si existen diferencias respecto a los
controles. Una vez extraido el tejido permanecié en congelacion (-70°C) para
evitar que el AMP ciclico fuera metabolizado. Se pesaron 30 mg de tejido que
fueron pulverizados en nitrégeno liquido, se adicioné 1 ml de diluyente por cada
100 mg de tejido e incub6 durante 10 minutos en hielo. Se centrifugé por 15
minutos a 12000 rpm y obtuvo el sobrenadante, se conservo la muestra en
congelacion hasta su procesamiento. El ensayo se realizé con base a las
especificaciones del protocolo comercial del kit “Direct Cyclic AMP Enzyme

Immunoassay” de Arbor Assays (ANEXO 6).

6.7 Tincion de Nissl

Se seccionaron los cerebros para ser almacenados en una solucion de
formalina al 10% en PBS para fijar el tejido, el cual posteriormente fue cortado en
secciones coronales de 25 micras recolectadas en laminillas gelatinizadas. Se

procedié a la tincion de Nissl (ANEXO 7) para evaluar por microscopia si existe
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cambios en la densidad celular en el area del hipocampo [Chaparro y cols., 2013],
pues al realizar la bulbectomia olfatoria se ven afectadas &reas como corteza
frontal, amigdala, corteza entorrinal e hipocampo, que forman parte de la comisura

anterior como las principales proyecciones intracorticales del sistema olfatorio [De
Castro, 2009].
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7.- RESULTADOS

7.1 Bulbectomia olfatoria bilateral en ratas de la cepa Wistar

Las coordenadas para la zona de lesion fueron optimizadas para ratas de la
cepa Wistar de 250 a 300 gramos de peso. En la tabla 4 se presenta un resumen
de las coordenadas propuestas y el resultado obtenido. En todos los casos se
realizaron trepanaciones de 2 mm de diametro. Las coordenadas exitosas

corresponden al experimento 4.

Tabla 4.- Optimizacién de las coordenadas para la zona de lesion en ratas de
la cepa Wistar.

Estandarizacion AP L P Observaciones
[EStShdarizaciSh| AR P

6 mm (anterior a | 2.5 1 mm | Se lesion6 la corteza

Bregma) mm frontal.

7 mm (anterior a | £2.5 1 mm | Se lesion6é el epitelio

Bregma) mm olfatorio.

6.4 mm (anterior a | £2.5 1 mm | Falté profundidad.

Bregma) mm

6.4 mm (anterior a | £2.5 1.9 Lesion de bulbos

Bregma) mm mm | olfatorios exitosa.

7.2 Peso

Los grupos fueron pesados constantemente y el registro se encuentra en la
figura 14. Los animales a los que se les realiz6 la ablacion de los bulbos olfatorios
presentaron una disminucién de peso respecto del grupo control (C) de
15.24+1.27% para el grupo OBX, 14.66+1.03% para el grupo OBX+V vy
10.51+1.81% para el grupo OBX+A; en comparacion con el grupo cirugia sin
extraccion (S) se encontraron disminuciones de 12.28+1.3%, 11.68+1.06% vy

7.37+£1.87% respectivamente. La maxima diferencia se encontr6 en el dia 15
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posterior a la cirugia con una disminucion global de los animales bulbectomizados

de 18.06+1.24% respecto al grupo C y 14.19+1.3% respecto al grupo S.

400 A
375
350
325
300
275
250

225
~— C —— S —— OBX -+~ OBX+V —— OBX+A

-6 0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo (dias)

Peso (g)

Figura 14.- Efecto de la bulbectomia olfatoria bilateral sobre el peso en ratas de la cepa
Wistar. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V= bulbectomizado méas vehiculo,
OBX+A= bulbectomizado mas fluoxetina. n=10 por grupo. ANOVA de una via, *p<0.001.

7.3 Temperatura

La temperatura corporal fue medida cada dos dias a lo largo de todo el
trabajo. En la figura 15 se muestra el registro de las temperaturas a lo largo del
proyecto. No se encontraron cambios estadisticamente significativos en la

medicién de la temperatura corporal en los distintos grupos analizados.
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Temperatura (°C)

—~— C —— S —— OBX —— OBX+V —— OBX+A
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Figura 15.- Efecto de la bulbectomia olfatoria bilateral sobre la temperatura corporal en ratas
de la cepa Wistar. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V= bulbectomizado mas
vehiculo, OBX+A= bulbectomizado més fluoxetina. n=10 por grupo.

7.4 Discriminacion olfatoria

En la figura 16 se observan las dos fases de evaluacion de la prueba de
discriminacion olfatoria preliminar, en la cual se incluyen los datos de los animales
que fueron incluidos tras la verificacion por craneotomia (ANEXO 8). La primera
fase de prueba (figura 16 A), llevada a cabo 21 dias posteriores a la cirugia mostro
gue no existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos C y S,
también que los animales del grupo OBX presentan un incremento en el tiempo de
reconocimiento del estimulo oloroso de 471.76£73.95% en comparacion con el
grupo C y 451.39£71.39% con el grupo S; el grupo que fue seleccionado para ser
posteriormente OBX+V presentd un incremento de 427.44+61.89% vy
408.65+59.69% respecto a los mismos grupos, mientras que el grupo que seria
OBX+A present6 un incremento de 468.88+61.5% y 448.6+59.31%. Después de la

administracion con fluoxetina (figura 16 B) esta diferencia se mantuvo, mostrando
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un incremento del tiempo de reconocimiento al estimulo oloroso de
451.88+49.54% en el grupo OBX, 387.65+66.14% en el grupo OBX+V y
382.61+61.91% en el grupo OBX+A con respecto al C; en comparacion con el
grupo S el incremento fue de 438.32+48.32% para el grupo OBX, 375.67+64.52%
para el grupo OBX+V y 370.76+60.39% para el grupo OBX+A.
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Figura 16.- Prueba de discriminacién olfatoria. A) Fase uno de seleccion. B) Fase dos, posterior
al tratamiento con fluoxetina. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, *p<0.001. C= control, S=
cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V= bulbectomizado mas vehiculo, OBX+A= bulbectomizado
mas fluoxetina. n=10 por grupo.

7.5 Evitacion a la luz

En esta prueba se evaluo el tiempo de latencia para escapar o evadir un
estimulo adverso moderado. En la primera fase pos grupos C y S tuvieron un
tiempo promedio de 11.6 y 10 segundos respectivamente, lo que no represento
diferencia estadisticamente significativa. El grupo OBX incremento6 el tiempo de
latencia en esta prueba con un aumento de 500.86+111.2% en comparacién con
el grupo C y de 597+129% con el grupo S; el grupo OBX+V presentd un
incremento de 690.51+124.48% y 817+144.4% respectivamente; por su parte el
grupo OBX+A un incremento de 501.72+91.63% y 598+106.3% en comparacion

con los mismos grupos; estos datos se muestran en la figura 17 A.
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Figura 17.- Prueba de evitacién a la luz. A) Fase uno 21 dias post quirirgicos. B) Fase dos,
posterior al tratamiento con fluoxetina. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, *p<0.001. t-Student
OBX+V y OBX+A, #p<0.05. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V=
bulbectomizado mas vehiculo, OBX+A= bulbectomizado mas fluoxetina. n=10 por grupo.

En la segunda fase de la prueba, después de la administracion con
fluoxetina (figura 17 B) el grupo OBX+A no presento diferencias estadisticamente
significativas respecto a los grupos C y S, en cambio se observo una disminucién
de 71.55+3.68% en comparacion con el grupo OBX y 71+£3.75% con el grupo
OBX+V; por su parte el grupo OBX mantuvo un incremento de 551+130% respecto
a C y 506+£121.06% respecto a S; el grupo OBX+V tuvo un incremento de
538.92+50.82% y 495+47.33% en comparacion con los grupos C y S

respectivamente. Estos resultados se muestran en la figura 16 B.
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7.6 Actividad motora en el modelo de campo abierto

7.6.1 Actividad horizontal

La actividad horizontal se cuantificé por el nimero de cuadros visitados en
el aparato de trabajo durante cinco minutos. En la primera fase de la prueba
(figura 18 A) se observé un incremento del nimero de cuadros visitados por todos
los animales que fueron bulbectomizados respecto del control y cirugia. El grupo
OBX incrementd 83.6+10.68% respecto al grupo C y 79.48+10.44% del grupo S; el
grupo OBX+V incrementd en numero de cuadros visitados 99.01+8.89% vy
94.55+8.69% mientras que el grupo OBX+A presentd un incremento de

89.831£10.69% y 85.57+£10.45% en comparacion con los mismos grupos.
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Figura 18.- Actividad horizontal en el modelo OBX antes y después del tratamiento con
antidepresivos. Representada por el nimero de cuadros visitados en un periodo de tiempo. A)
Fase 1. B) Fase 2. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, *p<0.001. t-student OBX+V y OBX+A,
#p<0.05. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V= bulbectomizado mas vehiculo,
OBX+A= bulbectomizado mas fluoxetina. n=10 por grupo.

Después del tratamiento con antidepresivos (figura 18 B) el grupo OBX+A
disminuy6 51.07+4.03% con respecto al grupo OBX+V y 54.33+3.77% con
respecto al OBX; por otro lado no presentd diferencias estadisticamente
significativas con los grupos C y S. Los grupos OBX y OBX+V mantuvieron la
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diferencia encontrando un incremento de 151.01+13.23% y 134.34+20.77%
respecto al grupo Cy 174.58+14.48% y 156.35+22.72% con respecto al grupo S.

7.6 2 Conducta estatica

La conducta estatica estd inversamente relacionada a la actividad
horizontal. En la primera fase se encontr6 un incremento en las ratas con
bulbectomia. El grupo OBX presentd una reducciéon de 45.31+4.68% en
comparacion con el grupo C y 41.66+5% en comparacién con el grupo S; el grupo
OBX+V tuvo una reduccion de 50+4.68% y 45+5% respecto a los mismos grupos,
por su parte, el grupo OBX+A observd una reduccién de 46.87+4.68% en
comparacion con C y 43.33+5% con S. Estos resultados se muestran en la figura
19 A
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Figura 19.- Actividad estatica en el modelo OBX antes y después del tratamiento con
antidepresivos. Representada por el nUmero de periodos estéticos mayores a 3 segundos. A)
Fase 1. B) Fase 2. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, *p<0.001. t-Student OBX+V y OBX+A,
#p<0.05. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V= bulbectomizado mas vehiculo,
OBX+A= bulbectomizado mas fluoxetina. n=10 por grupo.

En la segunda fase de la prueba, tras el tratamiento con fluoxetina (figura

19 B) el grupo OBX+A no presento diferencias estadisticamente significativas con
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los grupos C y S, y presento un aumento de 93.47+£18.07% en comparacion con el
grupo OBX y 117.07+£20.24% en comparacion con el grupo OBX+V. Por su parte
los grupos OBX y OBX+V mantuvieron la diferencia encontrando una reduccion de
60.34+4.22% y 64.65+4.13% respecto al grupo C y 58.92+4.37% y 63.39+4.28%

con respecto al grupo S.

7.6.3 Numero de erguidos

En este rubro de la prueba de campo abierto no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas durante la primera fase de esta prueba, sin
embargo se observO una ligera tendencia al incremento en los animales
bulbectomizados. En la segunda fase de la prueba el grupo OBX+V tiene
diferencia significativa con un aumento de 54.38+9.8% en comparacion con el
grupo control; por su parte el grupo OBX+A, después del tratamiento con
fluoxetina, mostré6 una disminucién respecto al grupo OBX+V de 36.93+6.64%,
mientras que con el grupo OBX se observa una disminucidén que no es significativa

estadisticamente. Los resultados de esta prueba se muestran en la figura 20.
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Figura 20.- Namero de erguidos en el modelo OBX antes y después del tratamiento con
antidepresivos. Representada por el numero de erguidos en un periodo de tiempo. A) Fase 1. B)
Fase 2. ANOVA de una via, post-hoc Dunett, *p<0.05. t-student OBX+V y OBX+A, #p<0.05. C=
control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V= bulbectomizado mas vehiculo, OBX+A=
bulbectomizado mas fluoxetina. n=10 por grupo.
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7.6.4 Acicalamiento

En el modelo de campo abierto se evalta el desempefio conductual de los
animales durante un periodo de tiempo determinado, éstas conductas pueden
alterarse y mostrar patrones especificos en alguna patologia, como es el caso del

acicalamiento. En la figura 21 se encuentran los resultado de esta prueba.
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Figura 21.- Acicalamiento en el modelo OBX antes y después del tratamiento con
antidepresivos. A) Fase 1. B) Fase 2. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, *p<0.001. t-
Student, OBX+V y OBX+A, #p<0.05. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V=
bulbectomizado més vehiculo, OBX+A= bulbectomizado mas fluoxetina. n=10 por grupo.

En la primera fase de pruebas (figura 21 A) se encontré una disminucion en
el nimero de acicalamientos del grupo OBX de 63+£10.2% y 66.36+9.27% respecto
de los grupos C y S; el grupo OBX+V presentd una reduccion de 56+5.2% vy
60+4.72%, mientras que el grupo OBX+A una disminucion de 57+9.3% vy

60.9+8.45% respecto a los mismos grupos.
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Posterior a la administracion de fluoxetina (figura 21 B), el grupo OBX+A no
presentd diferencias estadisticamente significativas respecto de los grupos C y S,
en cambio mostré un aumento con los grupos OBX y OBX+V de 57.89%+13.94%.
Los grupos OBX y OBX+V mantuvieron las diferencias con una disminucion de
60.34+4.22% y 64.65+4.13% respecto al grupo C y 58.92+4.37% y 63.391£4.28%

respecto al grupo S.

7.7 Niveles de RNA mensajero del receptor 5-HT1A

Una vez que recolectaron las muestras de hipocampo en tubos eppendorff
estériles y con RNAsa ZAP se mantuvieron en congelacién a -70°C hasta que se
aislé el RNA total de las muestras. Se procedio a realizar el analisis de los niveles
de mensajero del receptor 5-HT1A por la técnica de PCR en tiempo real (QPCR).
Para determinar la eficiencia de los oligonucledétidos y la concentracion adecuada

de RNA total a utilizar se realiz6 primero una curva de eficiencia.

7.7.1 Curva de eficiencia de los genes B-actinay 5-HT1A

Uno de los métodos mas empleados para el analisis de expresion de un
gen es mediante la expresion relativa de su mensajero; para éste analisis se
utilizan los ciclos umbrales Ct que por caracteristicas del equipo utilizado en este
trabajo se denomina Cq. Se probé la eficiencia de los oligonucle6tidos utilizando
las siguientes concentraciones de RNA total: 50, 100, 200 y 400 ng; se utilizé la
metodologia iTag Universal SYBR Green One-Step y el disefio de oligonucléotidos
proporcionado por T4nanoDX. En la figura 22 se muestran los resultados de la
curva, observando una eficiencia del 96% para ambos genes (figura 22 A) y una
pendiente en la curva ACq de -0.001 (figura 22 B).
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Figura 22.- Curva de eficiencia de oligonucleétidos y [RNA]. A) Curva de eficiencia de los
oligonucledtidos disefiados que muestra los ciclos umbrales (Cq) de cada uno de los productos de
PCR a diferentes concentraciones de RNA total. B) Curva de eficiencia de amplificacién que
muestra el ACq de los genes analizados a diferentes concentraciones de RNA total.

7.9.2 Expresion relativa del receptor 5-HT1A

Se realizaron 5 réplicas biologicas y tres técnicas de cada grupo por cada
gen a analizar obteniendo un total de 150 reacciones de PCR. No se encontrd

diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 23.- Expresion relativa del receptor 5-HT1A. Analisis por el método 225¢ c= control, S=

cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V= bulbectomizado més vehiculo, OBX+A= bulbectomizado
mas fluoxetina. n=5 por grupo.

7.8 Inmunohistoquimicas

Se sabe que el receptor 5-HT1A se encuentra abundantemente en el
sistema limbico; se corroboré su presencia en el hipocampo mediante una
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos para el receptor; para comparar los
resultados obtenidos se analizé el factor Akt que se incrementa por la activacion

del receptor.

7.8.1 Receptor 5-HT1A en el hipocampo

El analisis a la marca del receptor 5-HT1A mostré6 que el 100% de las

células en la zona CALl, CA3 y giro dentado son positivas a esta marca (figura23).
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Se realiz6 un andlisis densitométrico de cada zona encontrando diferencias

estadisticamente significativas en los grupos OBX y OBX+V sélo en la zona CA1.

CA3 GD

0BX

OBX+V

OBX+A

Figura 24.- Inmunohistoquimica del receptor 5-HT1A en el hipocampo. De izquierda a
derecha, zonas CA1, CA3y giro dentado (GD) del hipocampo de rata.

En la zona CAl se observdo un aumento del nimero de pixeles/mm?2
respecto al C de 67.3t14.5% para el grupo OBX y 65.3+13.29% para el grupo
OBX+V; con respecto al grupo S el incremento fue de 43.5£12.48% por parte del
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grupo OBX y 41.79+11.4% por parte del grupo OBX+V. El grupo OBX+A no tiene
diferencias estadisticamente significativas; éstos resultados se observan en la

figura 24.
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Figura 25.- Porcentaje de reactividad del receptor 5-HT1A en la zona CAl de hipocampo.
ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, *p<0.001. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado,
OBX+V= bulbectomizado mas vehiculo, OBX+A= bulbectomizado mas fluoxetina. n=5 por grupo.

7.8.2 Factor Akt en el hipocampo

Se sabe que las fracciones B y y de la proteina G unida al receptor 5-HT1A
pueden incidir en la activacion del factor Akt. En la figura 25 se observan las
fotomicrografias a 20x de la reactividad a la marca del factor Akt, encontrandose

en la mayoria de las células observadas (figura 25).

El andlisis de Inmunohistoquimica arroj6 que existe diferencia
estadisticamente significativa en los grupos OBX y OBX+V con un incremento de
4.13+0.73% y 6.29+0.58% con respecto al control en la zona CAl. No se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas en las zonas CA3 y giro

dentado. Estos resultados se muestran en la figura 26.
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Figura 26.- Inmunohistoquimica factor Akt en hipocampo. De izquierda a derecha, zonas CAl,
CA3 y giro dentado (GD) del hipocampo de rata. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado,
OBX+V= bulbectomizado més vehiculo, OBX+A= bulbectomizado més fluoxetina.
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100+

% Células positivas

Figura 27.- Porcentaje de células positivas a reactividad del factor Akt en la zona CAl de
hipocampo. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, *p<0.001. C= control, S= cirugia, OBX=
bulbectomizado, OBX+V= bulbectomizado mas vehiculo, OBX+A= bulbectomizado mas fluoxetina.
n=5 por grupo.

7.8 Niveles cAMP en el hipocampo

La principal molécula sobre la que tiene efecto el receptor 5-HT1A es el
AMP ciclico. La determinacién por el método de ELISA de este segundo
mensajero mostré en el grupo OBX una reduccién de 89.38+2.32%, en el OBX+V
78.54+1.47% y en el OBX+A 87.17+3.76% con respecto al grupo C; no se
encontré diferencia estadisticamente significativa con el grupo S. Estos datos

encuentran en la figura 27.
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Figura 28.- Niveles de cAMP en la zona de hipocampo. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni,
*p<0.001. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V= bulbectomizado mas vehiculo,
OBX+A= bulbectomizado mas fluoxetina. n=5 por grupo.

7.9 Confluencia neuronal en el hipocampo

Debido a que se ha relacionado al hipocampo con procesos no solo de
memoria-aprendizaje, sino también en la regulacion de los estados de animo, y
tiene estrecha relacién con areas afectadas después de la bulbectomia olfatoria,
se decidié estudiar utilizando la tincion de Nissl para evidenciar la posibilidad de

cambios en la cito arquitectura de éste nucleo.

Se tomaron fotomicrografias a 20x de la zona hipocampal de los grupos, en
la figura 22 se muestran los resultados obtenidos, encontrando que la cito
arquitectura caracteristica de las neuronas piramidales de las zonas CAl y CA3,
asi como de las células granulares en el giro dentado no muestra diferencias

significativas entre grupos.
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Figura 29.- Tincién de Nissl del hipocampo. De izquierda a derecha, zonas CA1l, CA3 vy giro
dentado (GD) del hipocampo de rata. C= control, S= cirugia, OBX= bulbectomizado, OBX+V=
bulbectomizado més vehiculo, OBX+A= bulbectomizado mas fluoxetina.
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8.- DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Caracteristicas fisicas de la bulbectomia olfatoria

La técnica de bulbectomia olfatoria bilateral en rata descrita por Kelly y
colaboradores (1997) fue modificada para ratas de la cepa Wistar con las
siguientes coordenadas: 6.4 mm hacia la parte anterior de Bregma con una
lateralidad de 2.5 mm para cada bulbo olfatorio [Paxinos y Watson, 1998], debido
a que en ese protocolo se utilizaban ratas de la cepa Sprague Dawley (SD) y al
realizar la cirugia en coordenadas anteriores se encontro lesion en la corteza
frontal, por otro lado coordenadas posteriores dafan el epitelio y conducto
olfatorio, que compromete la respiracion adecuada del animal y puede morir por
bronco-aspiracion. A pesar de los cuidados profilacticos algunos animales con
cirugia adquirieron infeccion o6tica que se propagd hacia nucleos cerebrales;
dichos animales presentaron una conducta tipica de giros y fueron descartados del

experimento, quedando una n=10 animales por grupo.

Para valorar la evolucion a la cirugia los animales fueron pesados
constantemente. En la figura 14 se observa una disminucion de peso durante los
primeros dias post operatorios tanto para el grupo cirugia como para el grupo
OBX, esto debido a que el dafio fisico que reciben les impide alimentarse de
manera adecuada. A partir del dia seis el grupo cirugia comenzé a ganar peso y
recuperarse rapidamente, sin embargo el grupo OBX continué disminuyendo de
peso hasta el dia 15 posterior a la cirugia, lo que indica que le cuesta mas trabajo
conseguir su alimento; por esto mismo su recuperacién fue mucho mas lenta que

la del grupo S.

El analisis de varianza de los datos obtenidos arrojo que los grupos Cy S
no tienen diferencia significativa entre si, en cambio se encontré diferencia
estadisticamente significativa con una disminucion marcada en los grupos OBX 'y
OBX+V. Estos resultados eran esperados y concuerdan con lo reportado por Kelly
y colaboradores (1997) y Slotkin y colaboradores (1999) donde mencionan que los

animales bulbectomizados tienen un peso menor respecto al sham (cirugia) y la
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mayor diferencia se encuentra en las primeras dos semanas posterior a la cirugia;
sin embargo existe discrepancia con lo reportado por Aswar y colaboradores
(2012) pues ellos expresan que las ratas que fueron bulbectomizadas tienden a
aumentar de peso en mayor medida que las ratas sham, una probable causa de
esta discrepancia tiene que ver con el acceso al alimento (que dejan al alcance de
los animales en lugar de colocarlo en la rejilla) y otra con la generacién del modelo
depresivo que se aborda en la prueba de discriminacion olfatoria.

Otro parametro fisico que se tomd en cuenta es la temperatura corporal. En
la figura 15 se muestran los datos de la temperatura corporal de los diferentes
grupos en este trabajo, los animales sometidos a cirugia presentaron una
disminucién de la temperatura durante las primeras horas post operatorias que fue
contrarrestada con el colchon calido, en dias posteriores no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas aunque se nota una ligera fluctuacién
de las temperaturas entre cada uno de los grupos; se puede inferir que a nivel
periférico de manera general no existen otros problemas fisiolégicos que
repercutan en el analisis de este modelo. Hasta el momento no se han reportado
suficientes datos que contengan analisis sobre la temperatura corporal de ratas en
este modelo; ha sido descrito, sin embargo, que la temperatura disminuye durante
el proceso quirdrgico y se mantiene baja durante las primeras horas post cirugia
como parte de una respuesta normal en otros procesos quirdrgicos [Lee y cols.,
2014] y en la bulbectomia olfatoria [Vinkers y cols., 2009], en ese mismo estudio
encuentran un incremento de la temperatura corporal persistente a partir del
segundo dia post cirugia y lo asocian con el incremento del ritmo cardiaco, cabe
mencionar que la hiperactividad de las ratas y las variaciones climaticas pueden
influir en este fendbmeno, por lo que se requieren mas datos para confirmar la

presencia de cambios significativos en este parametro.

8.2 La extraccion de los bulbos olfatorios reproduce conductas depresivas

Tres semanas después del dia de la cirugia se evaluaron a los animales en

diferentes pruebas conductuales, éstas consistieron en: prueba de discriminaciéon
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olfatoria (o prueba de anosmia), prueba de evitacion a la luz y andlisis de la
conducta motora en el modelo de campo abierto. Se escogid ese tiempo debido a
que se ha reportado que existen cambios conductuales significativos a partir del
dia 10 [Kelly y cols., 1997; Song y Leonard, 2005] y se ha evaluado a los animales

OBX en periodos cercanos a tres semanas.

El sistema olfatorio de los mamiferos tiene la habilidad de detectar tanto
moléculas volatiles como algunas no volatiles; en los roedores este sentido es vital
pues participa en mdultiples procesos de reconocimiento destacando:
reconocimiento materno, busqueda de alimento y conducta social [Sanchez-
Andrade y Kendrick, 2009]. Slotkin y colaboradores (1999) asi como Slotnick y
colaboradores (2004) realizan el test de anosmia utilizando técnicas en las que se
incentive a los animales con sustancias olorosas; en el primer caso se expone a
los grupos a consumir leche con chocolate mostrando que las ratas OBX no tienen
predileccion entre agua y leche con chocolate a diferencia de las ratas control; en
el segundo caso se ponen a prueba a los animales con sensidiscos impregnados
con diferentes aromas y se valora la cantidad de aciertos que tienen las ratas para
hallar cada sensidisco y se encontré6 una menor cantidad de aciertos en ratas
bulbectomizadas respecto a su control. El estudio de la funcionalidad olfatoria fue
necesario para discernir una cirugia que llevada a cabo de manera exitosa y
continuar con los analisis posteriores, por ello se realizé la prueba de
discriminacion olfatoria, pues sin los bulbos olfatorios se espera que los animales
bulbectomizados no perciban olores. En la figura 16 A se observan los resultados
de dicha prueba; como era esperado el grupo OBX tuvo un periodo mas largo para
encontrar la primera galleta respecto a los grupos C y S. Esta diferencia de tiempo

propone que los animales han sido bulbectomizados exitosamente al dia 21.

El cerebro adulto contiene al menos tres zonas de regeneracion celular, una
de ellas es el bulbo olfatorio [Sui y cols., 2012], por esta razdén era importante
corroborar que no existiera una reconexion que ayudara a los animales a oler. Se
encontré en el dia 45 (figura 16 B) que los animales siguen sin reconocer los

estimulos olorosos, y que esto se observa aun con el tratamiento con fluoxetina.
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En el analisis de la craneotomia se confirmo la extraccion de los bulbos olfatorios,

descartando ablaciones parciales.

Como parte de la caracterizacion del modelo de bulbectomia olfatoria se
propuso evaluar la conducta de evasion a la luz de tipo pasiva. Para esta prueba
se realizo el protocolo tomado de Masuda y colaboradores (2013) que fue utilizado
para ratas normales y que en este experimento fue implementado para todos los
grupos (C, S, OBX, OBX+V y OBX+A). En la figura 17 A se observa que las ratas
bulbectomizadas mostraron un mayor tiempo de latencia para entrar en la zona de
oscuridad incrementando 377.4% + 124% respecto al grupo control y 732% =
216% respecto del grupo cirugia, ademas de que pasaban de una zona a otra
aleatoriamente, incrementando el tiempo de permanencia en la zona de luz. Este
resultado coincide con lo observado por Slotkin y colaboradores (1999); este dato
se asocia a la conducta depresiva que provoca alteraciones en el aprendizaje
propias del modelo. Después de la administracion con fluoxetina el periodo de
latencia para pasar a la zona de oscuridad disminuye drasticamente y de igual
modo el paso de una zona a otra en el aparato de prueba, lo que se correlaciona
con la disminucién de la movilidad del animal, y que es un efecto notorio en los

animales OBX administrados con fluoxetina.

En el andlisis de la conducta motora en el modelo de campo abierto se
evaluaron los siguientes rubros: 1) actividad horizontal, 2) conducta inmévil, 3)
namero de erguidos y 4) acicalamiento [Slotkin y cols., 1999; Wang y cols., 2010].
En la figura 18 A se observa que los grupos OBX, OBX+V y OBX+A en la primer
fase de estudio presentan hiperactividad, esto se denota con el aumento de
ndamero de cuadros visitados [Aswar y cols., 2012; Breuer y cols., 2007; Kelly y
cols., 1997; Morales-Medina y cols., 2013; Slotkin y cols., 1999; Song y Leonard,
2005; Rinwa y cols., 2013; Vinkers y cols., 2009; Wang y cols., 2010], éste cambio
conductual ha sido reportado desde los 14 dias después de realizada la cirugia
[Burke y cols., 2013]; en la figura 18 B se observo que el tratamiento con fluoxetina
disminuye esa hiperactividad y el grupo OBX+A no presenta diferencias

estadisticamente con los grupos C y S; en contra parte a este incremento de la
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actividad ambulatoria se encontrd disminuida la conducta inmdévil (figura 19 A), sin
embargo tras el tratamiento con el antidepresivo el grupo OBX+A, al disminuir su
conducta ambulatoria, incrementé en los periodos estaticos (figura 19 B). El
namero de erguidos no arrojé diferencias estadisticamente significativas en
ninguna de las fases (figura 20), este dato no corresponde a ninguno de los
reportes existentes sobre el modelo de bulbectomia olfatoria, en los que se
menciona el incremento del nimero de erguidos [Morales-Medina y cols., 2013;
Rinwa y cols., 2013; Slotkin y cols., 1999; Song y Leonard, 2005; Yang y cols.,

2014], ésto probablemente tenga relacion con el tipo de cepa que se trabaja.

Una de las caracteristicas de los pacientes con depresion mayor es la falta
de aseo y cuidado personal; los roedores, de manera normal, tienden a acicalarse
constantemente; en este trabajo se encontré cierto nivel de desinterés en el
acicalamiento, al disminuir este parametro notablemente en la primera fase de la
prueba (figura 21 A). Los datos encontrados coinciden con lo reportado por Rinwa
y colaboradores en 2013, pero difieren con otros autores [Aswar y cols., 2012;
Kelly y cols., 1997].

Se sugiere que el estado depresivo promueva desinterés en el
acicalamiento y por ello esta conducta se vea disminuida. A pesar de que los
resultados de la prueba en campo abierto no se han asociado directamente a la
remocion de los bulbos olfatorios [Song y Leonard, 2005], se han asociado en si al
proceso depresivo y se reafirma a éste como modelo para estudiar el trastorno
depresivo mayor. Un aspecto importante es que, a pesar de que como parte de la
caracterizacion del modelo incluye la reversion de la hiperactividad tras la
administracion de antidepresivos [Song y Leonard, 2005], lo que se mide con esas
pruebas es la actividad motora [Sugimoto y cols., 2010], dato que se ha
corroborado en otros estudios utilizando fluoxetina [Marquez-Romero y cols.,
2013] y no otros parametros que puedan equipararse con sintomas de la

depresion.
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8.3 Participacion del receptor 5-HT1A como heterorreceptor en el TDM
en rata

El analisis de la PCR en tiempo real no indica diferencias estadisticamente
significativas en el mensajero del receptor. Esto indicaria que en TDM no hay
diferencias en los niveles de mensajero del receptor en la zona de hipocampo
antes o después de un tratamiento con fluoxetina como antidepresivo, aunque
existe una tendencia al incremento en el grupo OBX+A, lo cual sin embargo,

requiere de un nuevo analisis para corroborar lo observado en este trabajo.

Dado que no se encontraron diferencias en el mensajero, se procedié a
realizar el andlisis de la proteina. La Inmunohistoquimica (figura 23) demostré que
efectivamente el receptor se encuentra abundantemente en el hipocampo
[Berumen y cols., 2012] y de manera particular las neuronas piramidales. En el
andlisis densitométrico se encontraron diferencias estadisticamente significativas
sélo en la zona CA1 (figura 24) y no asi en las zonas CA3 y giro dentado; Morales-
Medina y colaboradores (2013) encuentran que existe una disminucion de la
arborizacion dendritica en esta misma zona en el modelo OBX, probablemente
esta alteracion esté formando parte del incremento del receptor, no obstante se
requieren de otros ensayos para corroborarlo. Por otro lado, estudios en roedores
jovenes tratados con fluoxetina no muestran la existencia de proliferacion celular
en el giro dentado [Oh y cols., 2009] en comparacion con lo observado en el
cerebro adulto [Kohl y cols., 2012] lo que corroboraria la hipotesis de que las
variaciones en los niveles del receptor son debidas al proceso depresivo y no al
incremento celular y explicaria en parte las diferencias encontradas en la eficiencia
del tratamiento antidepresivo, sin embargo existe controversia con lo reportado por
otros autores [Klomp y cols., 2014], diferencias que pueden atribuirse al tipo de
cepa, dosis y tiempo de administracion del antidepresivo. Cabe mencionar que el
tiempo de accién de la fluoxetina (y otros antidepresivos IRSS) para observar
cambios conductuales notables es a partir de la tercera semana, razon por la que

se eligi6 ese tiempo. En ese periodo de tiempo se sugiere que existe un
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incremento de los autorreceptores 5-HT1A y posteriormente una desensibilizacion

de los mismos [Castro y cols., 2003].

La disminucion en el AMP ciclico (figura 26) encontrada, asi como el
incremento del factor Akt en la zona CA1, se relaciona con el incremento del
receptor al ser moléculas implicadas en su via de sefializacion [Polter y Li, 2010];
sin embargo se requieren realizar analisis de la actividad del receptor en éste
nacleo, pues la notable disminucion de cAMP puede deberse también a un
incremento en la actividad del receptor. Un analisis del receptor 5-HT1A en ratas
tratadas con fluoxetina (que no tienen ablacién de los bulbos olfatorios) mostré
que no existen cambios estadisticamente significativos en la densidad de los
receptores a nivel pre sindptico ni post sinaptico y que, contradictoriamente,
parece existir una mayor actividad del receptor a nivel post sinaptico [Castro y
cols., 2003].

Este experimento se llevé a cabo en ratas consideradas adultas jovenes al
momento de realizar la lesion de bulbos olfatorios; para discernir de mejor manera
la presencia o ausencia de proliferacion y/o muerte neuronal en la zona
subgranular del GD se sugiere la marca con BrdU en estudios posteriores a este

trabajo.

8.4 Citoarquitectura del hipocampo en el modelo OBX

Debido a la importancia del hipocampo en el TDM y reportes existentes en
los que se menciona alteraciones de volumen [Hercher y cols., 2009; Serafini,
2012] o de la arborizacion dendritica en esta zona [Morales-Medina y cols., 2013]
se realiz6 la tincion de Nissl. Los resultados (figura 22) muestran que no hay
diferencias estadisticamente significativas en la densidad celular asi como en la
citoarquitectua de las células en las zonas CAl, CA3 y GD; esto puede ser
consistente con lo reportado por Morales-Medina y colaboradores en 2013, donde

mencionan que existe una disminucion de la arborizacion asi como las espinas
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dendriticas en la zona CAl a causa de alteraciones equivalentes en la corteza
entorrinal y no necesariamente una alteracion por muerte neuronal. Por otro lado
no se descarta la posibilidad de la existencia de neurogénesis en el GD pues
existen estudios en ratas jovenes tratadas con fluoxetina durante tres semanas en
las que se ha encontrado un incremento considerable en la neurogénesis tanto en

ratas OBX como Sham [Klomp y cols., 2014].
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8.5 Diagrama hipotético
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Figura 30.-Diagrama hipotético del receptor 5-HT1A post sinaptico. A) Representacion esquematica de la neurotransmisién serotoninérgica y
niveles del receptor en ratas C y S. B) Representacion esquematica del incremento del receptor 5-HT1A en neuronas piramidales de la zona CA1
del hipocampo en ratas OBX de 45 dias. C) Representacion esquematica de la accion de la fluoxetina en ratas OBX, en la presinapsis se postula
una disminucién y posterior regulacion del autorreceptor.

Pagina 66



Andlisis del receptor 5-HT1A en el trastorno depresivo mayor en rata

9 CONCLUSIONES

Las ratas OBX tienen un peso menor, hiperactividad y reduccion en el
nimero de acicalamientos respecto a sus controles. Estas caracteristicas se

presentan a los 21 dias y se mantienen hasta los 45 dias posteriores a la cirugia.

El tratamiento con Fluoxetina en dosis de 0.8 mg/Kg/dia durante tres
semanas mejora las conductas motoras (disminuyendo la hiperactividad) y el peso
de ratas OBX.

La cirugia OBX no causa modificaciones en la cito arquitectura del
hipocampo en las zonas CA1, CA3y giro dentado a los 21 y 45 dias posteriores a

la ablacion.

El receptor 5-HT1A no aumenta los niveles de mensajero pero a nivel
proteico se ve incrementado en la zona CAl del hipocampo, causando la

disminucién de cAMP y el incremento del factor Akt.

Estos resultados sugieren que el modelo OBX es adecuado para simular el
TDM y que el tratamiento so6lo con fluoxetina en dosis 0.8 mg/Kg/dia durante tres

semanas no mejora todos los mecanismos depresivos.
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10 PERSPECTIVAS

Proponer nuevas pruebas experimentales para analizar otras conductas en

el modelo OBX que sean equiparables con sintomas de depresion en humanos.

Realizar tinciéon con BrdU para evaluar la posibilidad de neurogénesis en el

giro dentado y la zona suventricular.

Realizar cuantificacion proteica del receptor por método de ELISA o

Western Blot para confirmar el incremento observado en la Inmunohistoquimica.

Realizar analisis de actividad del receptor para descartar un mal
funcionamiento de la proteina, y en su defecto corroborar con analisis de

modificaciones post traduccionales.

Analizar moléculas que formen parte de la cascada de sefalizacion de AMP

ciclico para visualizar el impacto de la disminucion de éste segundo mensajero.

Correlacionar los resultados de este trabajo con desregulaciones de otros

ndcleos como amigdala o hipotalamo.
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ANEXO 1

MATERIALES UTILIZADOS

Determinacion Material/Aparato Marca Observaciones
o Termometro Sejoy Rango 30-42°C
Mediciones o
. digital
zoometricas
Balanza Royal Rango 1-1500g
Material de vidrio | Pyrex Necesario
de uso en el para cada
laboratorio determinacion
_ Balanza analitica | Precisa Modelo
Reactivos y
_ _ XT220A
soluciones de trabajo : _ :
Parrilla magnética | Kika Werker Modelo RCT
y de basic
calentamiento
Potenciometro Conductronic Modelo 100H
Estereotaxico
Mini taladro Dremel Modelo 7700
Brocas con fresa | Comercial Acero
Esponja Gelfoam 10x8x0.8 cm
quirdargica
Material Variable Necesario
o desechable para cada
Cirugia OBX o . o
(jeringas, bisturi, determinacién
canula, algodén,
toallas de papel,
guantes)
Pinzas y porta Guttek Acero
agujas inoxidable
Sutura de seda American Suture | Seda negra
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33BI1
Caja Campo Tecnologia MEX Material de
Ambierto Triplay 6 mm
Caja PA Tecnologia MEX Disefio y
fabricacion
Pruebas EAA
conductuales Cajas individuales | Material de Medidas
acrilico 35X25X14 cm
Aserrin estéril Comercial Proporcionado

por el bioterio

Claude Bernal

Micropipetas Gilson/Eppendorff | 20, 100, 200,
ELISA 1000
Placa 96 pozos | Arbor Assays Catalogo
p/ELISA K019-H1
Portaobjetos de | Madesa Borde
vidrio esperilado
Vibratomo Leica VT 1000 S
Tincién e Microtomo Microm HM 310
Inmunohistoquimicas | Cuba de tincién Comercial Vicrio y
acrilico
Peliculas Parafilm
adheribles
Termociclador Thermo Scietific Modelo
4PCR P-ikReaI Real-
Time PCR
System
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ANEXO 2

REACTIVOS UTILIZADOS

Determinacién

Reactivos

Observaciones

Mediciones zoometricas

Clorhexidina

Proporcionada por el

bioterio Claude Bernard

Alcohol Etanol 75% Productos
Mena

PBS Stock 10x, Solucion de

_ _ trabajo 1x

Reactivos y soluciones : :
) Formalina 4% en PBS OxiDIAL
de trabajo _

Jabdn neutro DEXTRAN
Agua destilada
Anestésico Proporcionado por el
(Xilazina/Ketamina) Bioterio Claude Bernard
Analgésico Proporcionado por el
(Ketoprofeno) Bioterio Claude Bernard

Cirugia OBX Benzal 20% DermocCleen
SSi

Solucién glucosada 1%

Preparada al momento

Solucién inyectable

Penicilina 1000000 U

Pruebas conductuales

Galletas con chispas

de chocolate

Deliciosas® con

chocochispas LARA

Kit de detecion de

Marca Arbor Assays

ELISA
cAMP
Violeta de cresilo 2%
Tincion e Alcoholes (70, 80, 90,

Inmunohistoquimicas

96, 100%)

Xilol-Alcohol 50-50%
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Xilol (1y 2)

Parafina

H20, 3%

Anticuerpo primario 5- | Santa Cruz
HT1A

Anticuerpo primario | Santa Cruz
Akt

Biotina

DAB

gPCR Kit iTag Sybr Green | BIORAD
One-Step
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ANEXO 3
PRUEBAS CONDUCTUALES

DISCRIMINACION OLFATORIA

Se utilizaron cajas individuales (35 x 25 x 14 cm); en la base de la caja se
colocaron 2 galletas con chispas de chocolate (4 g c/u) en contra esquina; y
se agreg0 una capa aserrin (20 g de aserrin para cubrir el espacio de la
base y las galletas). Los animales se dejaron en ayuno previo de 15 horas
para estimular el apetito e interés en la prueba; se colocé a cada animal en
la caja durante 5 minutos y se cronometré el tiempo que tardaban en
encontrar la primera galleta. Los ensayos fueron llevados a cabo de 7 a 8
de la manana.

EVITACION A LA LUZ

Se tomd en consideracion el protocolo de Masuda y colaboradores (2013)
en el disefio del aparato de prueba, el cual consistié en una camara con dos
cuadrantes iguales (uno oscuro y uno con luz) conectados entre si. Se
aplicé una luz incandescente de 60 watts a la zona de luz y se introdujo al
animal 4 periodos de 4 minutos cada uno separados por un lapso de 2
horas, cronometrando el tiempo de permanencia en la zona de luz. Los
experimentos fueron llevados a cabo entre las 9 y 14 horas, en el ciclo
diurno de los animales.

MODELO DE CAMPO ABIERTO

El aparato de prueba es una caja con medidas 60 x 60 x 60 cm de lado que
en su base esta dividido en cuadros de 20 cm de lado. Se limpié la caja,
previo a cada analisis, con etanol (70%) para eliminar olores y residuos
biolégicos. Se colocdé a cada animal en el centro de la caja y se filmo
durante 5 minutos.

Una vez recolectados los videos, se analiz6 cada rubro (actividad
horizontal, conducta estatica, numero de erguidos y numero de
acicalamientos) por separado y se recolectaron los datos en tablas

individuales para realizar la estadistica.
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ANEXO 4

AISLAMIENTO DE RNA

D
OO  ZR RNA MiniPrep™

ZYMO RESEARCH
The Beauty of Science is to Make Things Simple Catalng NDS. R1 064 & R1 065

Preparacién del Buffer:

Antes de empezar, agregar 96 ml 100% etanol (104 ml de etanol 95%) a 24
ml RNA Wash Buffer concentrado.

Protocol 1

1. Cell homogenization/sample preparation2:

Muestras de tejidos: Agregar 400 pl RNA Lysis Buffer directamente a la
muestra y homogenizar mecanicamente al menos 25 mg de tejido fresco o
congelado.

2. Centrifugar a 212,000 x g por 1 minuto.

3. Transferir el sobrenadante del paso 2 a una columna Zymo-Spin™ |lIC
acoplada a un tubo colector. Centrifugar a 8,000 x g por 30 s. Guardar el
filtrado.

4. Agregar 0.8 de volumen etanol (95-100%) y mezclar.

5. Transferir la mezcla a una columna Zymo-Spin™ [IC 4 conectada a un
tubo colector. Centrifugar a 212,000 x g por 1 minuto. Descartar el filtrado.
6. Agregar 400 ul RNA Prep Buffer a la columna. Centrifugar a 212,000 x g
por 1 minuto.

7. Agregar 800 pul RNA Wash Buffer to the column. Centrifuge at 212,000 x
g por 30 s. Descartar el filtrado y colocar la columna Zymo-Spin™ |IC
nuevamente en el tubo colector. Repetir el paso de lavado con 400 pl RNA
Wash Buffer.

8. Centrifugar la columna Zymo-Spin™ a 212,000 x g por 2 minutos en un

tubo colector vacio para asegurar la salida completa del buffer de lavado.
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9. Colocar la columna Zymo-Spin™ |IC en un tubo libre de RNasas.
Adicionar 225 pl de agua libre de nucleasas directamente a la matriz de la
columna y dejarlo reposar durante un minuto a temperatura ambiente.

10. Centrifuga a 10,000 x g for 30 segundos para eluir el RNA de la
columna. El RNA puede ser utilizado inmediatamente o almacenado a <-
70°C
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ANEXO 5

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA
A) DESPARAFINACION
1.- Xilol 5°
2.- Xilol 5°
3.- Xilol-Alcohol (50-50%) 5’
4.- Alcohol etilico (100%) &
5.- Alcohol etilico (90%) 5°
6.- Alcohol etilico (80%) 5°
7.- H,O destilada 1’
B) PREPARACION ANTICUERPO PRIMARIO
8.- PBS (1x) 5’
9.- H202 (4%) 30’
10.- PBS (1x) 10’ (dos lavados 5’)
11.- Albamina Sérica de Bovino (ABS 1% en PBS) 1 hora
12.- PBS (1x) dos lavados 5’
13.- Tritén (0.1%) 10’
14.- PBS (1x) dos lavados 5’

15.- Anticuerpo primario (solucion en ABS 1%) 18-24 hrs 4°C
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C) REVELACION (ANTICUERPO SECUNDARIO)
16.- PBS (1x) dos lavados 5’
17.- Biotina 1 hora 30’
18.- PBS (1x) 5’
19.- Streptavidina HRP 1 hora
20.- PBS (1x) lavado 71’
21.- DAB (solucién con su diluyente) 1’ a 2’ observando que el tejido se torne café.
22.- Colocar en H,0 destilada.
D) CONTRASTE
23.- Hematoxilina de Harris 1’
24.- Agua corriente 1’
25.- H,O destilada 5’
E) RESINA Y MONTADO
26.- Deshidratar con etanol (80, 90, 100%) 5’ c/u
27.- Xilol 5’
28.- Colocar resina sintética y cubre objetos.

29.- Dejar secar en una superficie plana y horizontal 48 h. Limpiar la laminilla y

observar al microscopio.
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ANEXO 6

DETECCION DE AMP CICLICO

DetectX"®

ARBOR Direct Cyclic AMP
ASSAYS  Enzyme Immunoassay Kit

A) PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR

1.- Rotular 6 tubos (perfectamente limpios y secos, descontaminar con mezcla
croOmica y enjuagar perfectamente con agua destilada hasta que el pH del agua de

lavado sea 7).

2.- Pipetear 270 pl de diluyente (sample diluent) en el tubo #1 y 200 pl en los

demas.

3.- Pipetear 30 pl de cAMP stock en el tubo #1 y mezclarlo en el vortex por cinco

segundos.

4.- Pipetear 100 ul del tubo #1 al tubo #2 y homogenizar 5 segundos en el vortex.

Tomar sucesivamente del tubo #2 al #3 y asi hasta terminar los tubos.

Stdl | Std2 Std3 Std4 Std5 Std6
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B) PROTOCOLO REGULAR (MUESTRAS CON NIVELES ALTOS DE
AMP CICLICO)

1.- Usar el plato de pozos incluido en el Kit (que debe estar almacenado a 4°C.
Hacer un esquema de las muestras y los estandares para marcar los pozos a

utilizar.

2.- Adicionar 25 pl de Plate Primer a los pozos a utilizar. Es muy importarte o falla

todo el ensayo.
3.- Pipetear 75 ul de Sample Diluent en el pozo NBS (unién no especifica/blanco).
4.-Pipetear 50 pl de Sample Diluent en pozo BO (concentracion cero).

5.- Pipetear 50 uyl de muestra o estandar en los pozos marcados para ello (el

diluyente debe virar de naranja a rosa si se agrego6 previamente el Plate Primer).

6.- Agregar 25 pl de Detect X cAMP Conjugate a cada pozo (todos los pozos a

utilizar).

7.- Agregar 25 pl de Detect X cAMP Antibody a cada pozo excepto al NBS (debe
haber 100 pl en cada pozo).

8.- Darle un delicado golpe para eliminar cualquier burbuja, cubrir con la pelicula y
mezclar a temperatura ambiente por 2 horas (si se desea en oscuridad). Nota: la

falta de mezcla puede impactar en un 25% menos de eficacia en las lecturas.

9.- Aspirar la placa y lavar cada pozo 4 veces con 300 ul de Wash Buffer. Tapar

con toallas absorbentes.
Trabajar en oscuridad a partir de este punto.
10.- Agregar 100 ul de TMB substrate a cada pozo.

11.- Incubar sin agitacion por 30 minutos.
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12.- Adicionar 50 ul de Stop Solution a cada pozo.

13.- Leer la densidad Optica generada en un lector de placas a 450 nm.

14.- Usar un software para graficar los datos obtenidos y el calculo de la

concentracion de la muestra.
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ANEXO 7
TINCION DE NISSL
Preparacion del tejido:

Los cerebros deben fijarse en una solucion de formalina 10% en PBS
durante al menos 48 horas. Se cortan secciones (coronales o sagitales) de 25-30
UM que se recolectan en laminillas previamente gelatinizadas (solucion de gelatina
2%).

Protocolo de tincion:

1.- Colocar las laminillas bien secas en una solucidon de Violeta de cresilo 2%

durante 45 minutos.

2.- Lavar con agua corriente.

3.- Dar un pase rapido por alcohol etilico 75%.
4.- Dar un pase rapido por alcohol etilico 90%.
5.- Dar un pase rapido por alcohol etilico 100%.
6.- Sumergir en Xileno 40 minutos.

7.- Pasar a Xileno limpio 1 hora méas o hasta que las laminillas se vean totalmente

limpias.

8.- Colocar resina sintética y cubreobjetos. Dejar secar, limpiar antes de observar

al microscopio.
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