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Resumen

Anadlisis post mortem de pacientes diagnosticados con depresion han demostrado alteraciones
de astrocitos en diferentes areas neuronales fronto-limbicas. La bulbectomia olfatoria (OBX) es
un modelo animal de depresion que genera cambios en el nimero y morfologia de astrocitos en
areas neuronales de roedores, asi como una adaptacion deficiente a entornos nuevos y
comportamiento similar a la ansiedad en la prueba de campo abierto. Nuestra hipétesis es que
la OBX induce alteraciones en el numero y morfologia de los astrocitos en la corteza prefrontal,
amigdala basolateral y las subregiones CAl, CA3 y GD del hipocampo que se manifiestan de
manera diferencial a lo largo del periodo postcirugia afectando la conducta. Por lo que,
investigamos los cambios temporales de astrocitos y conductuales ocasionados por la OBX
utilizando 3 grupos de ratas Wistar macho con periodos de 7, 28 y 105 dias de recuperacion.
Nuestros resultados conductuales indican que la OBX ocasiona una adaptacion deficiente a un
entorno nuevo desde el dia 7 y persiste hasta el dia 28 postcirugia acompafiado de un
comportamiento similar a la ansiedad, por ultimo, estas alteraciones son extinguidas en el dia
105 postcirugia. En conjunto, en ratas con OBX 7 y 28 dias postcirugia sefialamos un aumento
del numero de astrocitos en la corteza prefrontal y en el dia 105 postcirugia presentan astrocitos
hipertroficos en la amigdala basolateral y la subregion CA1 del hipocampo. En conclusion, la
OBX ocasiona conductas alteradas asociadas con gliosis reactiva en la corteza prefrontal en
periodos especificos postcirugia.

Vi
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l. INTRODUCCION

I.I  Depresion

La depresion es un trastorno mental emocional, que afecta a las personas independientemente
de su edad, raza, etnia, sexo y clase social, por lo cual, mundialmente es el principal motivo de
discapacidad laboral y social (WHO, 2018). Ademas, existe un vinculo establecido entre el
suicidio y la depresion, cada afio, completan el suicidio cerca de 800,000 personas en el mundo,
siendo la segunda causa de muerte de personas entre 15 a 29 afios de edad (WHO, 2018). En
efecto, Castaneda et al., (2008), refiere que la incidencia de trastornos mentales aumenta desde
la infancia y presenta picos en la adolescencia tardia, siendo este el grupo etario que completa

el suicidio.

Segun la American Psychiatric Association (APA), el término depresion se usa para describir
condiciones transitorias leves de bajo estado de &nimo hasta trastornos psiquiatricos graves. En
este sentido, la depresion menor y los episodios depresivos mayores son consideradas como
respuestas a eventos importantes de la vida. Sin embargo, el trastorno depresivo mayor (TDM),
esta influenciado por factores genéticos y bioldgicos (APA, 2013). EI TDM, se caracteriza por
1 0 mas episodios depresivos mayores, en los que hay presencia de estado de &nimo deprimido
y/o pérdida de interés durante al menos 2 semanas, con 4 sintomas acompariantes de la depresion
(APA, 2013). EI TDM es la forma mas prevalente de la depresion, convirtiéndose en una
afeccion psiquiatrica recurrente y duradera, donde los pacientes presentan: anhedonia,
desesperanza, inutilidad, culpa, fatiga, tristeza, pérdida de interés, baja autoestima, sensacién de
cansancio y falta de concentracion (Kaufmann & Menard, 2018; WHO, 2018). Ademas, los
pacientes sefialan diversos grados sintomatoldgicos y consecuente a esto, pueden presentar
sintomas adicionales, como: planes e intentos suicidas o pensamientos de muerte, inapetencia,

insomnio y baja actividad psicomotora (Jesulola et al., 2018).

A pesar de que la investigacion clinica y preclinica ha aumentado la comprension de la
fisiopatologia del TDM, el fracaso de los tratamientos antidepresivos actuales es evidente. Ya
que, los tratamientos farmacoldgicos disponibles son efectivos solo para el 30% al 50% de los
pacientes con TDM (Hodes et al., 2015; Krishnan & Nestler, 2011). Este fracaso terapéutico

aboga por una comprension mas integral del proceso fisiopatolégico de la enfermedad, no
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obstante, el principal reto para entender los mecanismos fisiopatoldgicos que subyacen a la
depresion es que no existe una hipotesis Unica que explique todos los aspectos de los signos y
sintomas. De hecho, Jesulola et al., (2018) reconoce 6 hipotesis: 1) deficiencia de aminas
biogénicas 2) factores genéticos, 3) ambientales, 4) inmunolégicos, 5) endocrinos y 6)
alteraciones de la neurogénesis adulta, incluso, se describe que puede existir una interaccion y

vinculacion de estos factores, que contribuyen al desarrollo del TDM.

El diagnostico del TDM se realiza mediante entrevistas clinicas estandar y usualmente suelen
utilizar el electroencefalograma (EEG), sin embargo, el EEG es incapaz de proporcionar la
informacion espacial y tiene una especificidad relativamente baja, por lo que el valor
diagnostico por este método es limitado (Dai et al., 2019). Hasta ahora, los estudios de
neuroimagen han proporcionado informacion espacial, localizando areas cerebrales anormales
en pacientes con TDM, generado evidencia de que los sintomas psicolégicos y los déficits
conductuales estan relacionados con anomalias estructurales y funcionales en areas especificas
del cerebro (Dai et al., 2019). Por ejemplo, en pacientes con TDM se describe que hay una
reduccion del volumen del hipocampo especialmente en la subregion del giro dentado (GD)
(Roddy et al., 2019). Atrofia de la amigdala, corteza prefrontal (CPF) (PFC por sus siglas en
ingles) CPF medial (mCPF) y dorsolateral (dICPF) (Bludau et al., 2016; Zhang et al., 2016), lo
cual se correlaciona con la intensidad de los sintomas (Dai et al., 2019). Ademas, al estudiar el
TDM se utilizan muestras de cerebro post-mortem, sin embargo, existen variables incontrolables
que pueden influir profundamente en el resultado, como: el historial de medicacion, edad,
tiempo de recoleccion del tejido y las condiciones de vida del individuo (Wang et al., 2017). En
este sentido, los modelos animales para estudiar al TDM pueden proporcionar un entorno

controlado de estas variables.

Vale la pena mencionar que los trastornos olfativos son comunes en la poblacion, Croy et al.,
(2014) menciona que la pérdida olfativa impacta alrededor del 20% de la poblacion general y
pueden provocar diversas afecciones que afectan su calidad de vida. Entre las afecciones
ocasionadas por los trastornos olfativos destaca el TDM (Glezer & Malnic, 2019). Asimismo,
en pacientes deprimidos, se ha demostrado un volumen reducido del bulbo olfatorio (BO) y una

sensibilidad olfativa disminuida (Croy et al., 2013; Negoias et al., 2010).
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I.Il Regiones cerebrales afectadas en el TDM

Como he mencionado, la depresion es un trastorno heterogéneo donde las caracteristicas de las
multiples regiones cerebrales que subyacen a la depresion atin no se conocen por completo. Otro
factor importante es, que gran parte de los estudios previos han analizado una sola region
cerebral y su relaciéon con la depresion. El circuito fronto-limbico que incluye a la PFC, la
corteza cingulada, el hipocampo, la amigdala, las estructuras inferiores del tronco encefalico y
los ganglios basales estan involucrados en la mediacion del procesamiento de las emociones, y
estas regiones se alteran estructural y funcionalmente en pacientes con depresion (Ongur, 2000).
Por lo tanto, el TDM puede ser impulsado por una funcién anormal simultanea de multiples
regiones cerebrales. En la presente tesis, analizamos la PFC, hipocampo y amigdala en un

modelo de depresion.

LILLI PFC

La PFC se ha descrito como una de las regiones mas afectadas en el TDM (Pizzagalli & Roberts,
2022). En el humano, la neuroanatomia mas ampliamente aceptada de la PFC basada en la
conectividad anatomica del cerebro y la especializacion funcional, es entre los sectores dIPFC
y ventromedial (vmPFC) (Zald, 2007). Donde, la dIPFC, tiene interconexiones densas con areas
premotoras, los campos oculares frontales y la corteza parietal lateral, por lo que, se asocia con
funciones cognitivas y ejecutivas (Koenigs & Grafman, 2009). Por otro lado, las proyecciones
de la vmPFC incluyen al hipotdlamo y el gris periacueductal, que median la actividad
autonomica visceral asociada con la emocién, y el estriado ventral, que indica recompensa y
valor motivacional, por lo que, se le atribuye funciones emocionales y afectivas (Koenigs &
Grafman, 2009). Ademas, la PFC tiene amplias conexiones con todas las estructuras y areas
limbicas (Ongur, 2000; Koenigs & Grafman, 2009).

LLILII  Hipocampo
El hipocampo presenta una conectividad interrelacionada denominada “bucle trisinaptico”, ya
que, la primera y principal entrada sinaptica hacia el hipocampo la proporciona la corteza
entorrinal, con sus proyecciones a través de la ruta perforante a la region del GD (Knierim,
2015). La segunda conexion sinaptica se proyecta desde el GD a la region CA3 a través de la

via de la fibra musgosa; y la tercera conexion sinaptica conecta la region CA3 que se proyecta
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a la region CA1 por la via Schaffer Colateral (Knierim, 2015). Finalmente, CAl proyecta
conexiones sinapticas hacia la corteza entorrinal, completando el bucle sinaptico (Knierim,
2015). Ademas de las principales entradas de la corteza entorrinal, el hipocampo recibe entradas
directas de la amigdala, y la regién CAL del hipocampo se proyecta hacia la amigdala y la PFC
(Knierim, 2015). Asi pues, el hipocampo juega un papel en la codificacion de contextos

espaciales y o temporales (Kaplan et al., 2014).

LILIIT  Amigdala

La amigdala consiste en una division denominada, “region cortico-medial” que esta asociada
con el sistema olfativo, esta region incluye los nucleos cortical, medial y central; y una division
denominada, “la region basolateral” que esta asociada con la neocorteza y consiste en los
nucleos basal, lateral y accesorio (LeDoux, 2007). La amigdala, participa en la deteccion de
amenazas Y el condicionamiento del miedo y el estrés (Ongur, 2000). En especifico, la amigdala
basolateral (BLA) es el sitio principal que recibe entradas de los sistemas sensoriales: el sistema
visual, auditivo, somatosensorial, olfativo y gustativo (LeDoux, 2007). Asimismo, estudios en
roedores confirman la participacion de BLA en comportamientos similar a la ansiedad, puesto
que, se ha demostrado que la inactivacion de BLA interrumpe la conducta ansiogénica, ademas,
en estudios de neuroimagen se ha demostrado su participacion en los trastornos de ansiedad
(Sah, 2017).

LIl Sistema olfativo

El sistema olfativo es una modalidad sensorial crucial para los comportamientos de
supervivencia y adaptacion del comportamiento (Su et al., 2009). Dentro de la cavidad nasal, en
el epitelio olfativo (OE) se encuentran las neuronas sensoriales olfatorias (OSNSs) y se proyectan
a la capa glomerular del BO; donde el olor es percibido y las OSNs establecen sinapsis con las
células mitrales y en penacho del BO (Hasegawa et al., 2022). Las células mitrales y en penacho
posteriormente envian informacion sensorial olfativa a las regiones corticales olfatorias
primarias: el ndcleo olfatorio anterior (AON) y la corteza piriforme (PirC) (Hasegawa et al.,
2022). Se han descubierto conexiones de circuitos neuronales entre el sistema olfativo y la
mPFC vy la corteza orbitofrontal (OFC), que estan asociadas con la cognicién, la memoria, la

motivacion y la emocion, es decir, las vias BO-AON-mPFC y BO-PirC-OFC (figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica del OE, bulbo olfatorio (OB por sus siglas en ingles) y la conexion
neural entre el sistema olfativo y las regiones prefrontales. Tomado de Hasegawa et al., 2022.

I.IV Modelo de la bulbectomia olfatoria

Los modelos animales de depresion son clave para elucidar los mecanismos subyacentes a la
condicion humana, ya que, son utilizados para investigar diversos aspectos de la neurobiologia
de la enfermedad y para el disefio de nuevos tratamientos (Willner & Mitchell, 2002). Ademas,
un modelo animal confiable debe representar a una enfermedad en tres niveles: 1) validez de
constructo: reproducir factores inductores que subyacen a la enfermedad, 2) validez aparente:
imitar la fenomenologia, como sintomas caracteristicos y 3) validez predictiva: predecir la

respuesta a tratamientos farmacoldgicos disponibles (Lipska, 2000).

La bulbectomia olfatoria bilateral (OBX) es un modelo animal de depresion con validez
predictiva, aparente y de constructo (tabla 1) (Willner & Mitchell, 2002). Ya que, conduce a una
variedad de cambios, los cuales son: neuroquimicos, por ejemplo, reduccién de noradrenalina,

serotonina, acetilcolina y alteraciones de glutamato; endocrinos, por ejemplo, hipersecrecion del
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glucocorticoide corticosterona; inmunoldgicos, por ejemplo, reduccion de leucocitos y
linfocitos; semejantes a los cambios observados en pacientes deprimidos (Kelly et al., 1997).
Lo cual se relaciona con 3 de las hipotesis contempladas en la etiologia del TDM segun Jesulola
et al., (2018). Ademas, la OBX induce cambios de comportamientos caracteristicos de
conductas tipo depresivas, como una disminucion del tiempo de nado y un aumento del tiempo
de inmovilidad en la prueba de nado forzado, interpretado como un estado de desesperanza al
escape (Morales-Medina et al., 2013). Por lo que, este modelo permite la investigacion de

variables importantes consideradas en el TDM.

Validity Evaluation

Predictive Face Construct Sum Depression Dysthymia

Genetic models

Congenital learned helplessness + + + 3 + 0
Muscarinic hypersensitivity (FLS) + ++ 0 3 + +
Roman high-avoidance 0 0 0 0 0 0
Fawn hooded + + 0 2 + +
Genomic models

HPA transgenic + 0 + 2 + +
5-HT transporter knockout 0 0 0 0 0 0
CRH receptor subtypes knockouts 0 0 0 0 0 0
Tachykinin receptor knockout 0 + 0 1 + +
Developmental models

Neonatal antidepressant treatment 0 ++ + 3 + +
Prenatal/neonatal stress 0 + 0 1 0 0
Lesion model

Olfatory bulbectomy ++ + + 4 ++ +

Tabla 1. Evaluacion de modelos animales de depresidn. 0 sin evidencia positiva, o sin exceso de
evidencia positiva sobre la negativa; + pequefia cantidad de evidencia positiva, 0 pequefio exceso de
evidencia positiva sobre la negativa; ++ cantidad moderada de evidencia positiva, 0 gran exceso de
evidencia positiva sobre la negativa; +++ gran cantidad de pruebas positivas, con poca 0 ninguna
evidencia negativa. Modificado de Willner & Mitchell, (2002).
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La OBX consiste en eliminar por succién los OB que son estructuras alargadas bilaterales que
derivan del telencéfalo rostral, por lo que, la OBX destruye aproximadamente el 4% de la masa
encefalica total en la rata adulta, privando completamente a la rata de sefiales olfativas (Cain,
1974). El sistema olfativo, se considera una modalidad sensorial que transmite informacion al
sistema nervioso central (SNC), especificamente, al sistema limbico (Lombion-Pouthier et al.,
2006). Donde, los BO son la primera estacion de procesamiento de informacion olfativa. Ya
que, las fibras centripetas de los BO conectan a diversas estructuras, como el area paraolfatoria,
el uncus, la amigdala, los nucleos habenulares, el hipotalamo, el hipocampo, la formacion
reticular y entorrinal, parahipocampo y PirC, asimismo, mediante fibras centrifugas retornan a
los BO (van Riezen & Leonard, 1990). Por lo que, la OBX genera un deterioro de las neuronas

que se proyectan hacia y desde los BO (van Riezen & Leonard, 1990).

.V Actividad locomotora en la prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto (PCA) se desarroll6 en 1934 inicialmente llamado aparato de Hall,
convirtiéndose en uno de los experimentos mas famosos en la psicologia animal (Hall, 1934).
En esta prueba, el roedor se coloca en el centro del campo y se registra la locomocion, siendo el
numero de los cuadrantes recorridos en los que esté dividido el campo (Kelly et al., 1997).
Ademas, otros pardmetros evaluados dentro de la PCA bien definidos son, la frecuencia de

erguidos y acicalamientos del roedor (Prut & Belzung, 2003).

En este caso, un aumento de la locomocion en la rata con OBX es interpretada como una falta
de adaptacion a la novedad ambiental (Kelly et al., 1997; Song and Leonard, 2005; Morales-
Medina et al, 2013). El aumento de la locomocion en la PCA es una de las conductas alteradas
més tempranas y ampliamente aceptadas relacionados con la OBX (van Riezen & Leonard,
1990). Los acicalamientos y erguidos representan formas diferentes de actividad motora en las
ratas (Sousa et al., 2006). Por ejemplo, los erguidos (siendo cuando un mamifero de 4 patas se
para en sus extremidades traseras levantando las delanteras) representan funcionalmente
comportamientos exploratorios, ya que, recopila informacién visual, auditiva, olfativa y
somatosensorial cuando se apoya en las paredes (Kozler et al., 2017; Lever et al., 2006). Sin
embargo, los erguidos estan modulados con el comportamiento emocional, ya que, en

condiciones de ansiedad las ratas aumentan la frecuencia de erguidos en la PCA (C. Lever et al.,
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2006; Sturman et al., 2018). En cambio, los acicalamientos son considerados comportamientos
de confort, ya que esta dirigida al mantenimiento de la higiene del roedor (Kozler et al., 2017).
El acicalamiento es una transicion progresiva en orden de 7 estadios: lamido de la extremidad
delantera, lavado de la nariz, de la cara, de la cabeza, del cuerpo y lamido del pelo, de la
extremidad inferior, lamido y lavado de la cola y los genitales (Kalueff & Tuohimaa, 2004). Sin
embargo, en condiciones estresantes los roedores demuestran un aumento de la frecuencia de
acicalamientos, incompletos o invertidos (Kalueff & Tuohimaa, 2004). Las alteraciones de las
conductas en la PCA pueden ser indicativos de procesos neurolégicos alterados y, por lo tanto,
pueden reflejar una funcion cerebral anormal (Kraeuter et al., 2019).

En la rata, la via corticoespinal apoyada por los sistemas motores extrapiramidales es esencial
para la locomocion, ademas, los erguidos se generan desde la mPFC, laamigdala y el hipocampo
y los acicalamientos son generados en el estriado junto con el tronco encefélico (Kozler et al.,
2017). El hipocampo humano es una regién involucrada en la codificacion de la novedad, ya
que, mediante el uso de resonancia magnética funcional, se muestra un aumento de su actividad
(Kaplan et al., 2014). En particular, el hipocampo anterior se activa principalmente después de
la presentacion de estimulos nuevos, mientras que el hipocampo posterior se activa después de
la presentacion de estimulos familiares (Kaplan et al., 2014). Puesto que, el modelo de la OBX
induce atrofia dendritica y disminucién de la proliferacion celular en neuronas del hipocampo
(Morales-Medina et al., 2013), es de esperarse alteraciones en la PCA. Ademas, se ha reportado

que la habituacion a la PCA no se desarrolla en ratas con lesiones en la PFC (Sousa et al., 2006).

I.VI Neurogliay TDM

La neuroglia del SNC puede clasificarse en cuatro tipos: astrocitos, oligodendrocitos, microglia
y células ependimarias; y en el sistema nervioso periférico (SNP) se clasifican en: las células de
Schwann y las células satélite (Tortora & Defrickson, 2013). Los astrocitos son las células
gliales mas numerosas y se reconocen dos subtipos: astrocitos protoplasmaticos y fibrosos que
residen en la materia gris y blanca, respectivamente (Zubieta et al., 2002). Los astrocitos son
células multitarea y se denota por el hecho de que pueden envolver de 100 mil a 2 millones de
sinapsis en roedores y humanos (Jurga et al., 2021). Los astrocitos estan involucrados en

numerosas funciones, como la respuesta a una lesion, la participacion en la defensa inmune, la
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transferencia de nutrientes a neuronas, homeostasis idnica del neuropilo y apoyo al metabolismo
cerebral de la glucosa (Coyle & Schwarcz, 2000). Los astrocitos son los encargados de mantener
la homeostasis sinaptica eliminando el exceso de glutamato, mediante el transportador 2 de
amino&cidos excitadores (EAAT2), conocido como transportador de glutamato 1 (GLT1) en
roedores, que se encuentra exclusivamente en los astrocitos (Blackburn et al., 2009). En
resumen, la captacion de glutamato por astrocitos sucede tras la entrada de 3 iones de sodio y 1
proton, con la salida de 1 ion de potasio, finalmente, el glutamato se recicla en glutamina y se
libera para ser reutilizada por las neuronas como glutamato (Blackburn et al., 2009). Ademas,
participan en la regulacion del liquido extracelular del SNC gracias a la formacion de la barrera
hematoencefalica, junto con las células endoteliales y los pericitos (Jurga et al., 2021).
Asimismo, los astrocitos apoyan la neurogénesis mediante la liberacion de neurotrofinas y
ayudan en la diferenciacion e integracion de neuronas nuevas en el hipocampo de los mamiferos
adultos, en conjunto, pueden servir como células progenitoras despues de una lesion traumatica
del SNC (Cope & Gould, 2019; Jurga et al., 2021). En este sentido, los astrocitos son

responsables de la remodelacion estructural y de la integridad de los circuitos neuronales.

La disfuncion de los astrocitos se ha relacionado con enfermedades neurodegenerativas (Cope
& Gould, 2019). Ya que, los astrocitos pueden responder con cambios funcionales y
morfoldgicos a las alteraciones en los sistemas de neurotransmisores implicados tanto en los
trastornos del estado de animo como en la respuesta terapéutica a los medicamentos
psicotropicos (Miguel-Hidalgo et al., 2000). En condiciones patoldgicas, los astrocitos muestran
hipertrofia del cuerpo y de sus prolongaciones, con una sobreexpresion de la proteina acida
fibrilar glial (GFAP) (Escartin et al., 2019). También, la inmunoreactividad de GFAP se regula
mediante la activacion de los receptores adrenérgicos y serotoninérgicos, que desempefian un
papel crucial en los trastornos del estado de animo (Potter, 1996). En efecto, investigaciones
neuroanatomicas de los circuitos corticales fronto-limbicos han sugerido densidades y patrones
de distribucion de astrocitos alterados en el TDM (Coyle & Schwarcz, 2000; Hercher et al.,
2009).

De este modo, los astrocitos pueden actuar de forma citotdxica o citoprotectora, dependiendo

de su fenotipo de activacion actual (Jurga et al., 2021). Por lo que, es importante reconocer sus
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estados fenotipicos a través de marcadores especificos como la GFAP. Por tanto, los astrocitos
representan un objetivo para estudiar la etiologia del TDM, sin embargo, los mecanismos y el
posible papel de los astrocitos en la patogénesis del TDM siguen siendo en gran parte
desconocido. Por lo que, evaluaremos la evolucion del comportamiento motor y su asociacion
con lamorfologia y presencia de astrocitos en la rata con OBX a tres tiempos criticos postcirugia

en grupos independientes.

I.VII GFAP

La GFAP es una proteina del filamento Il intermedio que se encuentra en los astrocitos del
SNC, las células de Schwann no mielinizantes del SNP y las células gliales entéricas (Yang &
Wang, 2015). En el SNC, la GFAP se expresa predominantemente en astrocitos, sin embargo,
su progenitor primario es la glia radial, la cual también genera neuronas, a pesar de esto, a
medida que se diferencian los astrocitos aumenta la expresion de GFAP completando su
maduracién (Messing & Brenner, 2020). Por lo que es importante mencionar que, las neuronas
y las células madre neurogeénicas de la zona subgranular en el hipocampo no pueden expresar
ningun GFAP detectable (Bradley et al., 2019). Es asi, que desde su descubrimiento la GFAP
fue utilizada como biomarcador proteico de astrocitos en el SNC (Messing & Brenner, 2020).
Una de las ventajas de la GFAP como biomarcador es que muestra una fuerte especificidad y
altos niveles de expresion en el cerebro (Yang & Wang, 2015). Ademas, la GFAP marca
astrocitos de ramificacion extensa y ligeramente su cuerpo celular, por lo que, es el mejor
marcador para estudiar la morfologia de los astrocitos complejos (Jurga et al., 2021). La
similitud a nivel de proteinas entre humanos, ratones y ratas es de un 90%, por lo que, se

investiga en los niveles clinicos y preclinicos (Brenner et al., 1994; Messing & Brenner, 2020).

La GFAP es la responsable de la estructura del citoesqueleto citoplasmatico y brinda soporte
estructural, deteccion mecéanica del entorno extracelular y el andamiaje de enzimas y organulos
(Lowery et al., 2015), asi como de apoyar a neuronas cercanas y la barrera hematoencefalica
(Yang & Wang, 2015). En condiciones normales, la GFAP muestra variacion en sus niveles de
expresion unicelular in vivo e in vitro, sin embargo, durante lesiones o enfermedades los
astrocitos entran en un estado de "gliosis reactiva" generando hiper expresion de GFAP (Potter,

1996). Ademas, los astrocitos experimentan hipertrofia celular y proliferacion, es decir,
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aumentan su tamafio (procesos engrosados y alargados) y el nimero de células (Yang & Wang,
2015) a traves de la participacion de GFAP en la red de filamentos intermedios. Por lo tanto, la
expresion de GFAP es un indicador de gliosis asociada con una lesion o enfermedad cerebral
(Messing & Brenner, 2020). La gliosis reactiva posterior a la lesion cerebral puede ser
beneficiosa para el proceso de recuperacion, mientras que la gliosis excesiva tendra un impacto

negativo en la recuperacion estructural y funcional del cerebro (Yang & Wang, 2015).

I.VIII Sinapsis de los astrocitos

Ademas del clasico flujo de informacion “sinapsis bipartita” solo entre neuronas presinapticas
y postsinapticas, los astrocitos, se comunican por sinapsis con otras células y vasos sanguineos
(Jurga et al., 2021). Por lo que el término “sinapsis tripartita” se refiere a la comunicacién
bidireccional entre un proceso de astrocito y membranas neuronales presinapticas y
postsinapticas (Perea et al., 2009). Las prolongaciones de los astrocitos envuelven las sinapsis
aferentes y eferentes de las neuronas, por lo que, se sugiere que los astrocitos regulan la
sefializacion sinaptica (Cope & Gould, 2019). Es importante aclarar que no todas las sinapsis
son funcionalmente tripartitas, sin embargo, en el hipocampo hasta el 40% de las sinapsis
excitadoras estan cubiertas por prolongaciones de astrocitos (Perea et al., 2009). Ademas, Jurga
et al., (2021) menciona dos sinapsis mas especificas: la “cuatripartita” para terminales
neuronales presinapticas, postsinapticas, procesos de astrocitos y microglia y la “tetrapartita”
incluyendo a lo anterior una matriz extracelular. Por lo que, las neuronas, la glia y su entorno

son socios en la sinapsis.

Perea et al., (2009) menciona que los astrocitos en el comportamiento animal representan el
Gltimo desafio para el concepto de sinapsis tripartita. En este aspecto, el papel de los astrocitos
en areas cognitivas como el hipocampo, la amigdala y la PFC asociado a conductas codificantes
de esta region pueden mejorar nuestra comprension y en un futuro sirva a nuevas oportunidades

terapéuticas contribuyendo a la literatura sobre la etiologia de la depresion.
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. ANTECEDENTES

En una investigacion post mortem realizado en muestras de corteza cingulada anterior (CAA)
de pacientes humanos deprimidos que completaron el suicidio, los astrocitos fibrosos tenian
cuerpos celulares significativamente méas grandes y mas ramificados que los controles (Torres-
Platas et al., 2011). Igualmente, Torres-Platas et al., (2011) reportd que el nimero de espinas a
lo largo de las prolongaciones fueron casi dos veces mas altos que los controles. En efecto, la
presencia de astrocitos hipertréficos en la CAA es consistente con los informes que sugieren
alteraciones de la materia blanca en el TDM (Maes et al., 2009), por lo que, proporciona un
apoyo adicional a la teoria neuro inflamatoria de la depresion. Asimismo, en otro estudio post
mortem en secciones de la dIPFC de adultos jévenes y mayores diagnosticados con TDM, se
encontrd que los pacientes mas jovenes tienden a exhibir hipertrofia de astrocitos en
comparacion con adultos mayores, evaluados por el marcador GFAP (Miguel-Hidalgo et al.,
2000). Lo que sugiere que la patologia de astrocitos podria ser un contribuyente temprano a la
patogénesis subyacente del TDM. En conjunto, las observaciones histoldgicas y de imagenes en
cerebros humanos indican que los trastornos depresivos clinicos estan asociados con cambios
de actividad, volumen y nimero de células gliales en la CPF orbital y medial, que incluyen a la
CAA (Ongur, 2000).

Dos estudios que utilizaron un metaanalisis en pacientes con multiples episodios de TDM o con
una duracién de al menos 2 afios, demostraron que existe una reduccién en el volumen vy el
numero de astrocitos en el hipocampo (Kempton et al., 2011; McKinnon et al., 2009). Por lo
que, en conjunto, el volumen y el nimero de astrocitos del hipocampo se correlaciona con la
enfermedad (Cobb et al., 2016; Roddy et al., 2019). Por otro lado, en muestras de amigdala de
pacientes post mortem diagnosticados con TDM marcadas con GFAP, Altshuler et al., (2010)
observo reduccion del numero de astrocitos comparando pacientes con el trastorno bipolar,
esquizofrenia y muestras post mortem de control normal (humanos sin enfermedades

diagnosticadas).
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Especie  Tiempo Estudio Region Morfologia  NuUmero Referencia

Humano - Post mortem CAA 1 - (Torres-Platas et
al., 2011).
Humano - Post mortem dIPFC 1 - (Miguel-Hidalgo
et al., 2000).
Humano >2afos Metaandlisis Hipocampo - ! (Cobb et al.,
2013; Kempton et
al., 2011;
McKinnon et al.,
2009).
Humano - Resonancia GD - ! (Roddy et al.,
magnética 2019).
Humano - Resonancia CAl - ! (Roddy et al.,
magnética 2019).
Humano - Post mortem  Amigdala - ! (Altshuler et al.,
2010).

Tabla 2. Antecedentes de cambios diferenciales en la morfologia y el nimero de astrocitos en humanos.

De forma semejante, en ratén macho utilizando el modelo de estrés cronico leve e impredecible
(CUMS) que induce un estado depresivo, se reportd, que el nimero de astrocitos se redujo
significativamente en la subregion del GD, el hilio y CA3 (Virmani et al., 2021). Ademas, la
ramificacion de las prolongaciones, el radio y el area total de los astrocitos marcados con GFAP
se encontraba disminuida en la subregion del GD y en mucho menor medida en el hilio, CA3 'y
CAL (Virmani et al., 2021). Por otro lado, en un modelo de depresion por estrés inmdvil crénico
(CIS) en ratas macho Sprague Dawley, observaron en la BLA una reduccion del niamero de
astrocitos, volumen del neuropilo y en contraste el nimero de prolongaciones aumentd (Naskar
& Chattarji, 2019). Por el contrario, en la subregién CA3 del hipocampo no hubo modificaciones
(Naskar & Chattarji, 2019). (Tabla 3).

Utilizando el modelo OBX en rata macho, Burke et al., (2013) reporté una mayor expresion de
acido ribonucleico mensajero (ARNm) de la GFAP en la amigdala exclusivamente 41 dias
después de la cirugia. Del mismo modo, han demostrado que las ratas Wistar con OBX exhiben
aumentos del numero de astrocitos inmunorreactivos a GFAP asi como una caracteristica
hipertrofica en la PFC 2 meses después de la cirugia (Cizkova D et al., 1997). De forma
semejante, 42 dias después de la OBX en raton macho de la cepa ddY, Takahashi et al., (2018)
reportd que el nimero de astrocitos y los niveles de GFAP aumentaron en el hipocampo,

asimismo, los astrocitos mostraban cuerpos celulares y prolongaciones méas grandes en
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comparacion con sus controles. Por lo que puede haber efectos morfoldgicos divergentes en

astrocitos dependiendo del area neuronal o subregion del hipocampo, asi como del tiempo.

Ademas, el modelo de la OBX incrementa la actividad locomotora en la PCA 14 dias (Burke et
al., 2013), 27 dias (Morales-Medina et al., 2013) y 29 dias (Mar et al., 2002) después de la
cirugia en ratas macho. Ademés, Morales-Medina et al., (2013) report6 un amento en la
frecuencia de los acicalamientos y postura erguida, en la PCA 27 dias después de la cirugia en

ratas macho con OBX.

Especie  Tiempo Modelo Region Morfologia GFAP - Referencia
Astrocito
Ratas &  1l1dias CIS Amigdala ! ! (Naskar &
Sprague Chattarji, 2019).
Dawley
Ratas &  11dias CIS CA3 - - (Naskar &
Sprague Chattarji, 2019).
Dawley
Ratén 4 23 dias CUMS GD/hilio ! ! (Virmani et al.,
C57BL / 2021).
6J
Raton 4 23 dias CUMS CA3 ! ! (Virmani et al.,
C57BL / 2021).
6J

Ratas &  41ldias OBX Amigdala - 0 (Burke et al.,
Sprague 2013).
Dawley
Raton 4 42 dias OBX GD 1 0 (Takahashi et al.,

ddy (2018).
Ratas 4 56 dias OBX PFC ) 0 (Cizkova D et al.,
Wistar 1997).

Tabla 3. Antecedentes de cambios en el niimero y morfologia de astrocitos en diferentes periodos.

Especie Tiempo Modelo Conducta Referencia

Ratas & 14 dias  OBX 1 Locomocion (Burke et al., 2013).
Sprague Dawley

Ratas & 27 dias  OBX 1 Locomocién, erguidos y (Morales-Medina et
Sprague Dawley acicalamientos al., 2013).

Ratas J& 29dias  OBX 1 Locomocion (Mar, 2002).

Sprague Dawley

Tabla 4. Antecedentes de cambios de la conducta motora en la prueba de campo abierto (PCA) en el
modelo OBX en diferentes periodos.
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M. JUSTIFICACION

La literatura sefiala a los astrocitos como posibles actores principales en la fisiopatologia del
TDM (Virmani et al., 2021). Ya que, los pacientes humanos con TDM presentan astrocitos
hipertroficos en varias regiones del sistema limbico (Torres-Platas et al., 2011; Miguel-Hidalgo
et al., 2000). Por lo que, estos hallazgos indican alteraciones morfoldgicas de astrocitos en el
TDM.

Del mismo modo que en los humanos deprimidos, en el modelo OBX, han reportado astrocitos
hipertroficos en el hipocampo (Takahashi et al., 2018) y la PFC (Cizkova D et al., 1997) y un
aumento de ARNm de GFAP en la amigdala (Burke et al., 2013). Ademas, han reportado un
aumento de la conducta motora en la PCA a diversas etapas de recuperacién (Burke et al., 2013;
Mar, 2002; Morales-Medina et al., 2013). Esta alteracion conductual es asociada con cambios
en areas neuronales involucradas en la codificacion de la novedad y efectos ansiogénicos
(Kalueff & Tuohimaa, 2004; Kaplan et al., 2014; Kozler et al., 2017; Lever et al., 2006). Sin
embargo, utilizando el modelo OBX, los cambios neuroconductuales se han reportado en
diferentes periodos postcirugia y especies, por lo que, la morfologia de astrocitos y la conducta

puede depender de estas variables.

Los efectos contrastantes en modelos de depresion por estrés en comparacion con el modelo
OBX podrian estar dependiendo del tiempo y del grado de desarrollo de la enfermedad. Por lo
que, se propone utilizar el modelo OBX para estudiar la relacion entre el nimero y morfologia
de astrocitos en las subregiones CA1, CA3 y GD del hipocampo, CPF y BLA en presencia de
un andlisis conductual, utilizando la PCA en tres grupos independientes postcirugia. Ya que, las
investigaciones sobre los cambios ocasionados por la OBX en un periodo corto son escasos 0
nulos y los posibles cambios pueden indicar una reorganizacion astroglial casi inmediata.
Ademas, una perspectiva con respecto a dos periodos diferentes después de la cirugia, nos
pueden aclarar como la evolucién de un estado depresivo afecta a los astrocitos de las
subregiones del hipocampo, CPF y BLA de manera diferente y su asociacion con la conducta
codificante de estas regiones. Por lo tanto, la presente investigacion surge de tratar de colaborar
a ladilucidacion del TDM vy asi ofrecer una mayor comprension de los sustratos neurobioldgicos

que puedan contribuir al diagnostico y tratamiento oportuno de este trastorno animico.
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V. HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion (Hi)

La OBX en la rata Wistar macho adulta influye diferencialmente en las conductas motoras, el
namero y la morfologia de astrocitos en la CPF, BLA vy las subregiones CA1, CA3 'y GD del

hipocampo con el curso del tiempo.

Hipotesis nula (HO)
La OBX en la rata Wistar macho adulta no influye diferencialmente en las conductas motoras,
el nimero y la morfologia de astrocitos en la CPF, BLA y las subregiones CA1, CA3 'y GD del

hipocampo con el curso del tiempo.

V. OBJETIVOS

A) Obijetivo general
Evaluar el efecto de la OBX en la conducta motora y su asociacion con la morfologia y presencia
de astrocitos positivos a GFAP en la CPF, BLA 'y el hipocampo con respecto al curso del tiempo.

B) Objetivos particulares
Después de 7, 28 y 105 dias de realizar la OBX o cirugia Sham en grupos independientes se
evaluaran los siguientes objetivos:

e Evaluar la conducta locomotora.

e Analizar la frecuencia de erguidos y acicalamientos.

e Cuantificar los astrocitos positivos a GFAP de las subregiones CAl, CA3 y GD del

hipocampo.

e Examinar la morfologia de los astrocitos en el hipocampo subregiones CA1, CA3y GD.

e Cuantificar los astrocitos positivos a GFAP en la CPF.

e Examinar la morfologia de los astrocitos en la CPF.

e Cuantificar los astrocitos positivos a GFAP en la BLA.

e Examinar la morfologia de los astrocitos en la BLA.

e Identificar el efecto temporal conductual

e Distinguir el efecto temporal de los astrocitos positivos a GFAP

e Determinar la correlacion conductual - astrocitos
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VI. METODOLOGIA
VI.I  Material bioldgico

Se utilizaron 52 ratas macho de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de dos meses de edad,
proporcionadas por el bioterio del CIRA CINVESTAV-UATYX, las cuales se mantuvieron a una
temperatura de 22°C +/- 2°C, con ciclos de luz oscuridad de 12 horas (12am — 12pm) y libre
acceso a alimento y agua. Se formaron tres grupos: el primer grupo cont6 con 7 dias, el segundo
grupo 28 dias y el tercer grupo 105 dias de recuperacion postcirugia OBX o Sham; a
continuacion, se llevd a cabo la PCA para inmediatamente después perfundir de forma
intracardiaca. El cuidado y el manejo de las ratas fue aprobado por un comité de cuidado animal
del CIRA CINVESTAV-UATX de acuerdo con la norma oficial mexicana (NOM) (NOM-062-
Z00-1999). Se hicieron todos los esfuerzos para reducir el nimero de animales utilizando el
principio de las “3R” (Lee et al., 2020).

Grupo 1:
7 dias
postcirugia

* Sham
» OBX

52 ratas &

cepa Wistar Grupo 2: 1\ ', gham
28 dias . OBX
‘_ postcirugia
Grupo 3: \ . gham Figura 2: Representacion
105 dias « OBX esquematica de los grupos
postcirugla independientes  sham 'y
OoBX.
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VL1l Cirugia de la OBX

Se anestesio a las ratas con una mezcla ketamina/xilazina (ketamina 0.75 ml + xilazina 0.25 ml
+ 5 ml de solucion Hartmann) y se administro por via intraperitoneal (IP) en dosis de 0.125
ml/20 g de peso corporal; una vez anestesiadas se afeito la cabeza y se realiz6 asepsia mediante
cloruro de benzalconio y yodopovidona, luego se hizo una incision sobre la linea media del
craneo desde la frente hasta el dorso de la nariz (1 cm), posteriormente, se descubri6 aponeurosis
y periostio para llegar al hueso; después, se perforaron dos orificios de 2 mm de diametro
utilizando un micro motor, ubicAndose a 8 mm anterior a bregmay 2 mm de la linea media del
hueso frontal; los BO se pueden visualizar a través de estos orificios; aspirar los BO por medio
de una canula unida a una bomba de agua destilada, teniendo cuidado de no causar dafio a la
CPF; las ratas Sham fueron operadas de manera similar, excepto que no se extraen los BO;
luego, llenar los orificios con esponja hemostatica, suturar de forma continua y cubrir con
yodopovidona; por ultimo se administrd por via subcutdnea 4 ml de solucién Hartmann (Kelly
etal., 1997; van Riezen & Leonard, 1990).

VI.I11 PCA

Esta prueba se realizo en una arena cuadrada negra brillante (90x90x90 cm) sin tapa superior,
en un campo dividido en 25 cuadrados de igual tamafio, con 300-400 LUX de iluminacién.
Después de 1 hora de habituacién en el laboratorio, se coloco a la rata en el centro del campo y
se le permiti6 explorar durante 5 minutos. A continuacion, se retiré del campo y se colocé en
una caja nueva separada de su grupo. Se limpid la caja por la base y paredes con alcohol al 70%
para eliminar sefiales olfativas (Morales-Medina et al., 2012). Durante la exploracion de la rata
en la PCA el experimentador salié del laboratorio, ademas, para controlar los posibles efectos
debidos a los ciclos circadianos, todas las pruebas se video grabaron y realizaron a la misma
hora del dia entre las 7:00 am y las 12:00 pm. Se cuantifico el nimero de cuadros visitados
dentro de la PCA (locomocidn), la frecuencia de acicalamientos (lavado de la nariz, cara, y
cabeza) y la frecuencia de erguidos (cuando la rata se apoya en sus extremidades traseras

levantando las delanteras) (Morales-Medina et al., 2012).
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V1.1V Perfusion intracardiaca

VLIV.l Cirugia
Al término de la PCA, se anestesio a las ratas con el coctel anestésico ketamina/xilazina antes
mencionado, via IP. Una vez anestesiadas las ratas, se hizo una incision de 5-6 cm lateral a
través del tegumento y la pared abdominal justo debajo de la caja toracica y se realiz6 un corte
a través de la caja toréacica hasta la clavicula, de manera similar en el lado contralateral,
posteriormente; se recortd cuidadosamente cualquier tejido que conecta el corazon y se sujeto
la punta del esternén con una pinza hemostéatica y se colocé la pinza sobre la cabeza, entonces,
el timo se levanto desde el corazon junto con el esterndn, que proporciona una vision clara de
los ventriculos; se insertd una aguja de calibre 15 a través del ventriculo izquierdo y se corto la
aorta ascendente; se utilizé una pinza hemostatica para asegurar la aguja y evitar movimientos

y fuga, modificado de Gage et al., (2012).

VLIV.Il  Perfusion
Con ayuda de una bomba de perfusion, se administré 300 ml de solucién buffer de fosfatos 1x
(PBS 1x) de manera uniforme; una vez terminada la administracion de PBS 1x, se administrd
350 ml de paraformaldehido (PFA) al 4% (Monfil et al.,, 2018). Una vez concluida la
administracion de PFA, se cerrd la valvula de salida y se recogié el PFA para su correcta

eliminacion.

VLIV.II1  Diseccién de cerebro

Se retird la cabeza con tijeras, posteriormente, se hizo una incision a lo largo del tegumento
desde el cuello hasta la nariz para exponer el craneo, se removié el masculo del cuello que queda
para que la base del craneo quede expuesta. A continuacion, se utilizaron gubias quirargicas
para despejar el craneo por el cerebelo y la superficie dorsal; se cortaron las conexiones
nerviosas a lo largo de la superficie ventral del cerebro y suavemente se separd el cerebro del
craneo; se obtuvo el cerebro y fue colocado en un tubo Falcon de 50 ml con PFA al 4%,
modificado de Gage et al., (2012).

- Cualquier rata con la extraccion incompleta de los BO o dafio en CPF, se excluyé del

estudio.
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V1.V Corte del cerebro

Con ayuda de un vibratomo manual Leica VT1000S (Leica microsystem, USA), se llevaron a
cabo cortes coronales de 40 um de grosor utilizando las coordenadas de Paxinos, G. and Watson,
(1997) del hipocampo subregiones CA1, CA3y GD (figuras 27-30), CPF (figuras 7-10) y BLA
(figuras 27-30). Los cortes se recogieron de forma secuencial en pocillos de cuatro filas,

cubiertos de crioprotector, para almacenar a 4°C (Monfil et al., 2018).

VILVI Inmunohistoquimica

En el dia 1, las secciones fueron lavadas en solucion PBS 1x, 2 veces durante 5 minutos si el
tejido es fresco. Sin embargo, si las secciones se encuentran en agente crioprotector se lavaron
2 veces mas. Posteriormente, las secciones fueron incubadas en perdxido de hidrégeno (H202)
al 1.5% disuelto en PBS 1x, durante 5 minutos. Después, las secciones se enjuagaron en PBS
1x frio 2 veces durante 5 minutos. A continuacion, las secciones fueron incubadas con el
antisuero diluyente (PBS 1x + 0.3 % triton x — 100 + 3% de suero normal de conejo) durante 2
horas. Finalmente, se agreg0 a las secciones el anticuerpo (Ac) primario (anti-GFAP de cabra
(ab53554) [1:500]) en antisuero diluyente (PBS 1x + 0.3 tritdn x — 100 + 1% de suero normal

de conejo) por un tiempo de 24 horas a temperatura ambiente (Chavez et al., 2019).

En el dia 2, se lavaron las secciones en PBS 1x frio 3 veces durante 5 minutos. Posteriormente
las secciones se incubaron en el Ac secundario (anti cabra hecho en burro [1:250]) disuelto en
el antisuero diluyente (PBS 1x + 0.3 triton x — 100 + 1 % de suero normal de conejo) durante 1
hora a temperatura ambiente. Después de la incubacidn las secciones se lavaron 3 veces en PBS
1x durante 5 minutos. Posteriormente, las secciones se incubaron en complejo avidina-biotina
(ABC) durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, las secciones se incubaron con
3-3’-diaminobenzidina (DAB) con intensificacion de niquel por un tiempo de 2:30 min. Por
ultimo las secciones fueron lavadas en PBS 1x 2 veces durante 5 minutos y una vez en agua
destilada, para después ser montadas en las laminillas gelatinizadas para su posterior conteo y
analisis morfoldgico de astrocitos marcados con la GFAP en las zonas cerebrales tomando como
referencia el atlas.

- El protocolo detallado de la inmunohistoquimica con GFAP se encuentra en el anexo

XIILI.
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VI.VII Criterios de inclusion

Se seleccionaron los astrocitos que cumplan los siguientes criterios: 1) ubicacion del cuerpo
celular del astrocito en la region de la CPF, BLA e hipocampo subregiones CA1, CA3y GD; 2)
impregnacion completa del cuerpo celular y sus prolongaciones; 3) procesos del astrocito no
oscurecidos por tincion de fondo o por otras células; y 4) morfologia caracteristica para

astrocitos.

VIVIII Analisis morfoldgico de astrocitos

Después de trazar los astrocitos con ayuda de un microscopio manual Leica (modelo DM200,
microsystems, Deerfield, IL, USA) con cdmara lucida, para cada astrocito se midio, la longitud,
la arborizacion y el orden de las prolongaciones mediante el anélisis de Sholl (Torres-Platas et
al., 2011). Por cada cerebro, fueron analizados 5 astrocitos por hemisferio, de las regiones CPF
(figuras 7-10), subregiones del hipocampo CA1, CA3y GD (figuras 27-30) y BLA (figuras 27-

30) utilizando las coordenadas de Paxinos, G. and Watson, (1997).

VLVIILT Andlisis de Sholl
Utilizando una plantilla transparente con anillos concéntricos equidistantes equivalentesa 5 pum,
la cual se centra sobre los trazados del astrocito, manteniendo en el centro el cuerpo celular. Se
contd el ndmero de intersecciones por cada orden de las prolongaciones en los circulos
concéntricos para estimar la longitud de ramificacién, el orden y el diametro total de cada

astrocito (Torres-Platas et al., 2011).

VLVIILII  Cuantificacion de astrocitos
Para medir el nimero de astrocitos, se cuantificaron 4 secciones por cada hemisferio y regién
CPF (figuras 7-10), subregiones del hipocampo CA1, CA3, GD (figuras 27-30) y BLA (figuras
27-30) (Paxinos, G. and Watson, 1997) con un aumento de 40x, equivalente a un area de 1,958.5
n2. Calculamos el nimero de astrocitos marcados con GFAP y lo dividimos por el area de la

region de interés, usando “Image J” (Virmani et al., 2021).
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VLIX Plan de analisis estadistico

Para evaluar la conducta exploratoria, acicalamientos y erguidos en la PCA, asi como la longitud
total de las prolongaciones y el nimero total de astrocitos se utiliz6 una prueba “t student” para
datos no apareados. Para comparar la conducta exploratoria, acicalamientos y erguidos de la
PCA, asi como el nimero total de astrocitos, la longitud total, la arborizacion y el orden de las
prolongaciones, se utiliz6 un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguida de una prueba
post hoc de Sidak para comparaciones con respecto al curso del tiempo y distancia al cuerpo
celular. Para el analisis de correlacion, después de una prueba de normalidad se utiliz6 un
andlisis de Pearson o Spearman. Para cada grupo de datos, los resultados se expresan como
media * error estandar (SEM). Se uso0 el software GraphPad Prism (version 8) y se fijé un valor

de *p < 0.05 para ser considerado significativo.
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VII. RESULTADOS

VIIL.I  Andlisis conductual y morfoldgico del grupo con 7 dias de recuperacion
VILI.I  Actividad motora

En nuestro primer grupo postcirugia (figura 2A), demostramos un aumento de la actividad
locomotora en ratas con OBX (grafica 2B). Por otro lado, la OBX no altero el nimero de

erguidos (gréfica 2C) y acicalamientos (gréafica 2D), utilizando la PCA.
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Figura 2. Grafica B) Se observé una diferencia estadistica significativa p= 0.0154. Gréficas C y D)
No se observo una diferencia estadistica significativa. Segun el analisis “t student” con diferencias entre
las ratas Sham y OBX n=10 ratas por grupo. Se consider6 una probabilidad de (*p<0.05) para
considerarse significativo. Todos los datos son expresados como la media £ SEM.
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VILILII  Analisis morfoldgico de la CPF

La OBX aumentd el nimero de astrocitos totales (grafica 3A). La OBX no alteré la arborizacion

(gréfica 3B), la longitud (gréfica 3C) y el orden (grafica 3D) de las prolongaciones de los

astrocitos.
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Figura 3. Grafica A) Se observo una diferencia estadistica significativa en el nimero de astrocitos
totales seguin el andlisis “t student” p= 0.0197. Graficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas
significativas segin el ANOVA de dos vias. Grafica C) No se observé diferencias estadisticas segtn el
analisis “t student”. n=10 ratas por grupo. Se consider una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse
significativo. Todos los datos son expresados como la media + SEM.
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VILLIIT  Andlisis morfolégico de BLA

La OBX no ocasiono cambios en el numero de astrocitos (grafica 4A), ni en la arborizacion

(gréfica 4B), longitud (gréfica 4C) y orden (grafica 4D) de sus prolongaciones.
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Figura 4. Gréficas Ay C) No se observo una diferencia estadistica significativa segun el anélisis “t
student”. Gréficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas significativas segiin el ANOVA de
dos vias. n=9-10 ratas por grupo. Se consider6 una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse
significativo. Todos los datos son expresados como la media + SEM.
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VILILIV  Analisis morfoldgico de la subregion CA1 del hipocampo

La OBX no ocasioné cambios en el nimero de astrocitos (grafica 5A) ni en la arborizacion

(gréfica 5B), longitud (gréfica 5C) y orden (grafica 5D) de sus prolongaciones.
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Figura 5. Graficas A y C) No se observo una diferencia estadistica segiin el andlisis “t student”.
Graficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas significativas segiin el ANOVA de dos vias.
n=10 ratas por grupo. Se considerd una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos
los datos son expresados como la media + SEM.

Pagina | 26



VILLV  Analisis morfologico de la subregién CA3 del hipocampo

La OBX no ocasion6 cambios en el nimero de astrocitos (grafica 6A), ni en la arborizacion

(gréfica 6B), longitud (gréfica 6C) y orden (grafica 6D) de sus prolongaciones.
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Figura 6. Graficas A y C) No se observd una diferencia estadistica seglin el analisis “t student”.
Gréficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas significativas segin el ANOVA de dos vias.
n=10 ratas por grupo. Se considerd una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos
los datos son expresados como la media + SEM.
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VILLVI  Analisis morfoldgico de la subregion del GD del hipocampo

La OBX no ocasion6 cambios en el niamero de astrocitos (grafica 7A), ni en la arborizacion

(gréfica 7B), longitud (gréfica 7C) y orden (grafica 7D) de sus prolongaciones.
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Figura 7. Gréaficas A y C) No se observd una diferencia estadistica segin €l analisis “t student”.
Graficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas significativas segiin el ANOVA de dos vias.
n=10 ratas por grupo. Se considerd una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos
los datos son expresados como la media + SEM.
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VILLVII  Microfotografias representativas 7 dias postcirugia

CPF

BLA

CAl

CA3

GD

Taray

A NPT T AR % A -
, BLA e hipocampo, marcados con anti-GFAP. Los paneles A, C,
E, G e | tienen un aumento de 4X y se amplian en los paneles A’, C’, E’, G’ ¢ I’ con un aumento de 40X.
B, D, F, Hy Jtienen un aumento de 40X. La barra de escala para | equivale a 500 um e I’ y J equivale a
50 pm.

Figura 8. Subgiones de la CPF
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VIL11  Andlisis conductual y morfoldgico del grupo con 28 dias de recuperacion

VILILI

Actividad motora

En nuestro segundo grupo postcirugia (figura 9A), demostramos un aumento de la actividad

locomotora (gréafica 9B) semejante al primer grupo, ademas, del nimero de erguidos (grafica

9C) en ratas con OBX. Los acicalamientos no se alteraron (grafica 9D), utilizando la PCA.
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Figura 9. Gréaficas B y C) Se observd una diferencia estadistica significativa p= 0.0051 y p= 0.0100
respectivamente. Gréafica D) No se observé una diferencia estadistica significativa. Segun el analisis “t
student” con diferencias entre las ratas Sham y OBX, n=9-10 ratas por grupo. Se consider6 una
probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos los datos son expresados como la media
+ SEM. **p<0.01
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VILILII  Andlisis morfolégico de CPF

La OBX aumento el numero de astrocitos (grafica 10A) de igual forma que en nuestro primer
grupo postcirugia. Sin alteraciones de los astrocitos en la arborizacion (grafica 10B), longitud
(gréfica 10C) y orden (grafica 10D) de sus prolongaciones.
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Figura 10. Gréfica A) Se observé una diferencia estadistica significativa en el nimero de astrocitos
totales seglin el analisis “t student” p= 0.0238. Graficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas
segun el ANOVA de dos vias. Gréfica C) No se observaron diferencias estadisticas segun el analisis “t
student”. n=10-9 ratas por grupo. Se consider6 una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse
significativo. Todos los datos son expresados como la media £ SEM.
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VILILIIT  Andlisis morfoldgico de la BLA

La OBX no ocasion6 cambios en el nimero de astrocitos (grafica 11A), arborizacion (grafica
11B) y longitud (gréfica 11C) de las prolongaciones de astrocitos. Se observé una disminucion

de la longitud del tercer orden de los astrocitos en ratas con OBX (gréafica 11D).
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Figura 11. Gréficas A y C) No se observo una diferencia estadistica significativa segun el analisis “t
student”. Graficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas significativas segun el ANOVA de
dos vias. El andlisis post hoc de Sidak para comparaciones con los subgrupos SHAM — OBX, revelé una
diferencia estadistica significativa en el nimero de orden 3 de p=0.0415 (gréafica D). n= 8 ratas por grupo.
Se considerd una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos los datos son
expresados como la media + SEM.
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VILILIV  Andlisis morfolégico de la subregion CAL del hipocampo

La OBX no ocasion6 cambios en el nimero de astrocitos (grafica 12A), ni en la arborizacion

(gréafica 12B), longitud (grafica 12C) y orden (gréafica 12D) de sus prolongaciones, semejante al

primer grupo postcirugia.
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Figura 12. Gréficas Ay C) No se observo diferencia estadistica significativa segtin el analisis “t student™.
Graficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas segiin el ANOVA de dos vias. n= 8 ratas por
grupo. Se consider6 una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos los datos son

expresados como la media + SEM.
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VILILV  Analisis morfoldgico de la subregion CA3 del hipocampo

La OBX no ocasion6 cambios en el nimero de astrocitos (grafica 13A), ni en la arborizacion

(gréfica 13B), longitud (grafica 13C) y orden (gréfica 13D) de sus prolongaciones, semejante al

primer grupo postcirugia.
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Figura 13. Gréficas Ay C) No se observo una diferencia estadistica significativa seglin el analisis “t
student”. Gréficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas segin el ANOVA de dos vias. n=8
ratas por grupo. Se considerd una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos los

datos son expresados como la media £ SEM.
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VILILVI  Andlisis morfolégico de la subregion GD del hipocampo

La OBX no ocasion6 cambios en el nimero de astrocitos (grafica 14A), ni en la arborizacion
(gréfica 14B), longitud (grafica 14C) y orden (grafica 14D) de sus prolongaciones, semejante al

primer grupo postcirugia.
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Figura 14. Gréficas A y C) No se observé una diferencia estadistica significativa seglin el analisis “t
student”. Gréficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas segun el ANOVA de dos vias. n=
6-8 ratas por grupo. Se consider6 una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos
los datos son expresados como la media + SEM.
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VILILVII  Microfotografias representativas 28 dias postcirugia

CPF

- P & 2\ y d»‘{ﬂ(‘\' E A}- 2is NeiJ# — : v i
Figura 15. Subregiones de la CPF, BLA e hipocampo, marcados con anti-GFAP. Los paneles A, C,
E, G e | tienen un aumento de 4X y se amplian en los paneles A’, C*, E’, G’ ¢ I’ con un aumento de 40X.
B, D, F, H y J tienen un aumento de 40X. La barra de escala para I equivale a 500 pm e I’ y J equivale a

50 pm.
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VILII Andlisis conductual y morfolédgico del grupo con 105 dias de recuperacion
VILIILT  Actividad motora
En nuestro tercer grupo postcirugia (figura 16A), las ratas con OBX demostraron una regulacion

de la actividad locomotora (grafica 16B) y del nimero de erguidos (grafica 16C) en comparacién

con el primer y segundo grupo. Los acicalamientos no se alteraron (grafica 16D).
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Figura 16. Graficas B, C y D) No se observo una diferencia estadistica significativa. Segun el analisis
“t student” con diferencias entre las ratas OBX y Sham, n=8 ratas por grupo. Utilizando la prueba de
campo abierto (PCA). Se considerd una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos
los datos son expresados como la media + SEM.
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VILITLI

Analisis morfolégico de la CPF

Observamos una regulacion del nimero de astrocitos de las ratas con OBX (grafica 17A) en

contraste con el primer y segundo grupo postcirugia. De igual forma que en el primer y segundo

grupo postcirugia, los astrocitos no presentan alteraciones de la arborizacién (grafica 17B),

longitud (grafica 17C) y orden (grafica 17D) de sus prolongaciones.
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Figura 17. Gréaficas Ay C) No se observo una diferencia estadistica significativa seglin el analisis “t
student”. Gréficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas segun el ANOVA de dos vias. n=8
ratas por grupo. Se considerd una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos los

datos son expresados como la media £ SEM.
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VILIILIIT  Andlisis morfoldgico de la BLA

La OBX no ocasioné cambios en el nUmero de astrocitos (grafica 18A). A diferencia del primer
y segundo grupo, la OBX aumento en los astrocitos la arborizacion (grafica 18B), longitud
(gréfica 18C) y orden (grafica 18D) de sus prolongaciones.
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Figura 18. Gréfica A) No se observo una diferencia estadistica significativa seglin el andlisis “t student”.
Grafica B) Se presentaron diferencias estadisticas significativas, segin el ANOVA de dos vias
[Distancia al cuerpo del astrocito F (1, 154) = 36.78, P<0.0001; Cirugia F (10, 154) = 686.5, P<0.0001;
Interaccion F (10, 154) = 6.236, P<0.0001]; el anélisis post hoc de Sidak comparando los subgrupos
SHAM — OBX, revel6 diferencias a una distancia al cuerpo astrocito de 30, 35 y 40 um con una p=
<0.0001; <0.0001 y 0.0047 respectivamente. Grafica C) Se observé una diferencia estadistica
significativa segtin el analisis “t student” p= 0.0006. Gréafica D) Se presentaron diferencias estadisticas
significativas, segun el ANOVA de dos vias [Distancia al cuerpo del astrocito F (1, 70) = 24.84,
P<0.0001; Cirugia F (4, 70) = 1242, P<0.0001; Interaccion F (4, 70) = 2.245, P=0.0729]; el anélisis post
hoc de Sidak comparando los subgrupos SHAM — OBX, revel6 diferencias en el nimero de orden 2y 3
con una p= 0.0007 y 0.0210 respectivamente. n= 8 ratas por grupo. Se consider6é una probabilidad de
(*p<0.05) para considerarse significativo. Todos los datos son expresados como la media + SEM.
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VILIILIV  Andlisis morfoldgico de la subregion CA1 del hipocampo

La OBX no alter6 el nimero de astrocitos (grafica 19A). A diferencia del primer y segundo
grupo postcirugia, la OBX aumento en los astrocitos la arborizacion (grafica 19B), longitud
(gréfica 19C) y orden (grafica 19D) de sus prolongaciones.
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Figura 19. Gréafica A) No se observo una diferencia estadistica significativa segtin el analisis “t student”.
Gréfica B) Se presentaron diferencias estadisticas, segun el ANOVA de dos vias [Distancia al cuerpo
del astrocito F (1, 168) = 23.86, P<0.0001; Cirugia F (11, 168) = 727.7, P<0.0001; Interaccién F (11,
168) = 1.629, P=0.0946]; el analisis post hoc de Sidak para comparaciones con los subgrupos SHAM —
OBX, revel¢ diferencias a una distancia del cuerpo del astrocito de 30, 35 y 40 um con una p= 0.0097;
0.0051 y 0.0385 respectivamente. Grafica C) Se observo una diferencia estadistica significativa segun el
andlisis “t student” p= 0.0011. Gréafica D) Se presentaron diferencias estadisticas significativas, segln el
ANOVA de dos vias [Distancia al cuerpo del astrocito F (1, 70) = 14.76, P=0.0003; Cirugia F (4, 70) =
862.3, P<0.0001; Interaccion F (4, 70) = 1.519, P=0.2061]; el analisis post hoc de Sidak para
comparaciones con los subgrupos SHAM — OBX, revel6 diferencias en el nimero de orden 3 con una
p= 0.0086. n= 8 ratas por grupo. Se considerd una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse
significativo. Todos los datos son expresados como la media + SEM.
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VILIILY  Andlisis morfolégico de la subregion CA3 del hipocampo

La OBX no ocasion6 cambios en el nimero de astrocitos (grafica 20A), ni en la arborizacion
(gréfica 20B), longitud (gréafica 20C) y orden (gréafica 20D) de sus prolongaciones. Semejante
al primer y segundo grupo postcirugia.
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Figura 20. Gréaficas A 'y C) No se observo una diferencia estadistica significativa seglin el analisis “t
student”. Gréficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas segin el ANOVA de dos vias. n=8
ratas por grupo. Se consider6 una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos los
datos son expresados como la media £ SEM.
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VILITLVI  Analisis morfologico de la subregién GD del hipocampo

La OBX no ocasion6 cambios en el nimero de astrocitos (grafica 21A), ni en la arborizacion
(gréfica 21B), longitud (grafica 21C) y orden (gréafica 21D) de sus prolongaciones. Semejante

al primer y segundo grupo postcirugia.
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Figura 21. Gréficas A y C) No se observo una diferencia estadistica significativa seglin el analisis “t
student”. Graficas B y D) No se presentaron diferencias estadisticas segin el ANOVA de dos vias. n=8
ratas por grupo. Se consider6 una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos los
datos son expresados como la media £ SEM.
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VILITLVII  Microfotografias representativas 105 dias postcirugia

Figura 22. Subreglones dela CPF BLA e hipocampo, marcados con anti-GFAP. Los paneles A, C,
E, G e I tienen un aumento de 4X y se amplian en los paneles A’, C’, E’, G’ ¢ I’ con un aumento de 40X.
B, D, F, H y ] tienen un aumento de 40X. La barra de escala para I equivale a 500 um, I’ y J equivale a
50 pm.
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VIL.IV Andlisis temporal conductual de las ratas SHAM y OBX

El andlisis temporal demuestra una regulacion del aumento de la locomocion (grafica 23A) y de

la frecuencia de erguidos (gréafica 23B) 105 dias postcirugia de las ratas con OBX en la PCA.
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Figura 23 A) El aumento de la actividad locomotora en ratas con OBX es revertida a los 105 dias.
Se presentaron diferencias estadisticas significativas, segun el ANOVA de dos vias [Cirugia F (2, 49) =
5.344, P=0.0080; Tiempo F (1, 49) = 9.000, P=0.0042; Interaccion F (2, 49) = 2.866, P=0.0665].

El analisis post hoc de Sidak para comparaciones con respecto al tiempo SHAM — SHAM, no revel6
diferencias estadisticas significativas en los grupos de 7 vs. 28, 7 vs. 105 y 28 vs 105 dias postcirugia.

El andlisis post hoc de Sidak para comparaciones con respecto al tiempo OBX — OBX, revel6
diferencias estadisticas significativas en los grupos de 7 vs. 105 (p= 0.0029) y 28 vs 105 (p= 0.0028)
dias postcirugia. (#p<0.05).

Figura 23 B) El aumento del nimero de erguidos en ratas con OBX es revertido a los 105 dias. Se
presentaron diferencias estadisticas significativas, segun el ANOVA de dos vias [Cirugia F (2, 49) =
14.24, P<0.0001; Tiempo F (1, 49) =9.011, P=0.0042; Interaccion F (2, 49) = 2.001, P=P=0.1461].

El andlisis post hoc de Sidak para comparaciones con respecto al tiempo SHAM — SHAM, revel6
diferencia estadistica significativa en el grupo de 7 vs. 105 dias postcirugia (p= 0.0208). (#p<0.05).

El analisis post hoc de Sidak para comparaciones con respecto al tiempo OBX — OBX, revelo
diferencias estadisticas significativas en los grupos de 7 vs. 105 (p= 0.0008) y 28 vs 105 (p= <0.0001)
dias postcirugia. (#p<0.05).

Figura 23 C). La OBX no altera el nimero de acicalamientos con respecto al tiempo. No se
presentaron diferencias estadisticas significativas, segin el ANOVA de dos vias [Cirugia F (2, 49) =
1.231, P=0.3008; Tiempo F (1, 49) = 1.900, P=0.1743; Interaccion F (2, 49) = 0.4177, P=0.6609].

El analisis post hoc de Sidak para comparaciones con respecto al tiempo SHAM — SHAM, no revel6
diferencias estadisticas significativas.

El analisis post hoc de Sidak para comparaciones con respecto al tiempo OBX — OBX, no revel6
diferencias estadisticas significativas.
n=8-10 ratas por grupo. (*p<0.05) para diferencias entre Sham y OBX en cada grupo postcirugia. Todos
los datos son expresados como la media + SEM.
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VIV Andlisis temporal de astrocitos de la CPF

El analisis temporal del numero de astrocitos positivos a GFAP demuestra una regulacion

celular de las ratas con OBX 105 dias postcirugia.
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Figura 24) El aumento del nimero de astrocitos totales +GFAP a los 7 y 28 dias es revertido a los
105 dias postcirugia. Se presentaron diferencias estadisticas significativas, segun el ANOVA de dos
vias [Cirugia F (2, 49) = 2.157, P=0.1265; Tiempo F (1, 49) = 9.642, P=0.0032; Interaccion F (2, 49) =
1.633, P=0.2058].

El anélisis post hoc de Sidak para comparaciones con los subgrupos SHAM — OBX, revel6
diferencias estadisticas significativas en el grupo de 7 dias (p=0.0447) y 28 dias postcirugia (p= 0.0241).

El analisis post hoc de Sidak para comparaciones con respecto al tiempo SHAM — SHAM no revel6
diferencias estadisticas significativas.

El analisis post hoc de Sidak para comparaciones con respecto al tiempo OBX — OBX, revel6
diferencias estadisticas significativas en el grupo de 28 vs 105 (p= 0.0391) dias postcirugia. (#p<0.05).

n=8-10 ratas por grupo. (*p<0.05) para diferencias entre Sham y OBX en cada grupo postcirugia.
Todos los datos son expresados como la media £ SEM.
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VILVI Microfotografia de astrocitos de la CPF

Figura 25. Astrocitos de la CPF marcados con anti-GFAP. Los paneles A, C y E tienen un aumento
de 4X y se amplian en los paneles A’, C’ y E’ con un aumento de 40X. B, D y F tienen un aumento de
40X. La barra de escala para E equivale a 500 um, E’ y F equivale a 50 um. 7 dias (7D), 28 dias (28D)
y 105 dias (105D).
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VIL.VII Analisis de correlacion

Evaluamos la asociacion entre el nimero de astrocitos en la CPF y la locomocion en la PCA, 7

y 28 dias postcirugia. En las figuras 26 y 27 indicamos la asociacion y la variacion que hay entre
las variables.

VILVILI  Grupo con 7 dias de recuperacion
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Figura 26. El analisis de correlacion indica una asociacion fuerte (r=0.9173 gréafica A) y (r= 0.9970
gréafica B). La regresion lineal indica una variacion entre la variable X de Y de (r>= 0.8415 gréfica A) y
(r?= 0.6500 gréfica B); una pendiente de (0.3109 gréafica A) y de (0.1727 gréfica B); un Y-intercepto de
(28.18 gréfica A) y (41.37 gréfica B); un X-intercepto de (-90.63 gréfica A) y (-239.5 gréafica B). La
ecuacion indica que la pendiente es significativamente distinta de cero (p= 0.0002 gréfica A) y (p=
0.0048 grafica B). n=10 ratas por grupo.

VILVILIT  Grupo con 28 dias de recuperacion
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Figura 27. El andlisis de correlacién indica una asociacion fuerte (r=0.8963 grafica A) y (r=0.9741
gréafica B). La regresion lineal indica una variacion entre la variable X de Y de (r>= 0.8033 gréfica A) y
(r?=0.9489 gréfica B); una pendiente de (0.2601 grafica A) y de (0.3284 gréafica B); un Y-intercepto de
(33.45 gréfica A) y (25.11 gréfica B); un X-intercepto de (-128.6 gréfica A) y (-76.45 gréafica B). La

ecuacion indica que la pendiente es significativamente distinta de cero (p= 0.0004 grafica A) y (p=
<0.0001 grafica B). n=9-10 ratas por grupo.
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VILVIII Recapitulacién de cambios

El modelo OBX genera un aumento de la locomocién en periodos de 7 y 28 dias postcirugia,
ademas, en el dia 28 genera un aumento de la postura erguida en la PCA, coincidente con un
aumento del nimero de astrocitos en la CPF. Ademaés, en un periodo de 105 dias postcirugia las
alteraciones en la PCA y CPF se encuentran extinguidas; a pesar de la regulacion conductual,

los astrocitos de la BLA 'y la subregién CA1 del hipocampo demuestran procesos alargados.

7 dias post-OBX 28 dias post-OBX 105 dias post-OBX
Conducta [1] Locomocion [1] Locomocion y Sin cambios
postura erguida
CPF [1] Ndimero de [1] Ndimero de Sin cambios
astrocitos astrocitos

CAl Sin cambios Sin cambios [1] Procesos de
astrocitos

BLA Sin cambios Sin cambios [1] Procesos de
astrocitos

Tabla 5) Resumen de cambios conductuales en la PCA y de astrocitos ocasionados por el modelo
OBX. [1]: aumento.

VL. DISCUSION

Utilizamos ratas Wistar macho y formamos tres grupos independientes de 7, 28 y 105 dias
postcirugia respectivamente, esto, hizo posible evaluar el efecto temporal de la OBX en la
conducta motora, la morfologia y nimero de astrocitos en la CPF, BLA y el hipocampo dorsal
(subregiones CA1, CA3 y GD). Los resultados conductuales demuestran que la rata con OBX
presenta un aumento de la locomocion desde el dia 7 y persiste hasta el dia 28 postcirugia
acompafiado de un incremento de la frecuencia de erguidos, por ultimo, las alteraciones
conductuales son extinguidas en el dia 105 postcirugia. En conjunto, en el dia 7 y 28 postcirugia
sefialamos un aumento del nimero de astrocitos sin alteraciones morfoldgicas en la CPF, sin
embargo, los astrocitos no presentan cambios en el nimero y en su morfologiaen laBLA y las
subregiones CA1, CA3 y GD del hipocampo. De forma contrastante, en el dia 105 postcirugia,
las ratas con OBX presentan astrocitos hipertroficos en la BLA y la subregion CAL del
hipocampo sin afectar el nimero de astrocitos, ademas, no hubo alteraciones morfoldgicas y en

el nimero de astrocitos en la CPF, CA3 y GD del hipocampo.
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VIII.1  Alteraciones conductuales de la rata con OBX

En roedores, un aumento de la frecuencia de erguidos o acicalamientos en la PCA es interpretado
como un comportamiento similar a la ansiedad (Kalueff & Tuohimaa, 2004; Prut & Belzung,
2003). Estos comportamientos alterados son repetitivos, invariables y aparentemente sin
propdsito o funcion. Ademas, un aumento de la locomocion de las ratas con OBX en la PCA es
interpretada como una falta de adaptacion a un entorno nuevo (Kelly et al., 1997; Morales-
Medina et al., 2017; Song & Leonard, 2005). Sin embargo, hasta ahora no hay literatura
publicada acerca del aumento de la locomocion de la rata con OBX en la PCA durante un
periodo de 7 dias. Por lo que, somos los primeros en describir que la rata Wistar macho con

OBX tiene una adaptacién deficiente a un entorno nuevo desde un periodo corto.

A su vez, en ratas con OBX 28 dias postcirugia reportamos un aumento de la locomocién y
postura erguida en la PCA. De forma semejante, en ratas con OBX 27 dias postcirugia existe un
aumento de la locomocidn, postura erguida y acicalamientos en la PCA durante un periodo de
10 minutos (Morales-Medina et al., 2013). De igual forma, en ratas con OBX 29 dias postcirugia
han reportado un aumento de la locomocion en la PCA durante un periodo de 5 minutos (Mar
et al., 2002). Sin embargo, el grupo anterior administro agua desionizada por via IP antes de la
PCA durante 21 dias, ademas, no se analizd la frecuencia de erguidos y acicalamientos. En
definitiva, la rata con OBX presenta mayores alteraciones conductuales dentro de la PCA en un
periodo aproximado de 4 semanas, sin embargo, las conductas analizadas pueden ser sensibles
a las condiciones de la prueba (Kelly et al., 1997; Mar et al., 2002) manipulacion y la cepa
utilizada. Ya que, Morales-Medina et al., (2013) y Mar et al., (2002) utilizaron la cepa Sprague-
Dawley. Por lo que, nuestro estudio unifica las condiciones y las posibles variaciones de la PCA

en la rata Wistar macho con OBX, en tres periodos postcirugia.

Nuestros resultados sugieren que las ratas con OBX expuestas a la PCA durante un periodo de
7'y 28 dias postcirugia demuestran una adaptacion deficiente a un entorno nuevo y un aumento
del comportamiento similar a la ansiedad. Se ha reportado que la habituacion a la PCA no se
desarrolla en ratas con lesiones en la CPF (Sousa et al., 2006). Ademas, la OBX induce atrofia
dendritica en neuronas piramidales de la PirC y disminucion de la proliferacion celular en

neuronas del GD del hipocampo (Morales-Medina et al., 2013), una region clave para la
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codificacion de la novedad (Kaplan et al., 2014). Actualmente, los mecanismos neuronales
involucrados no estan claros, sin embargo, nuestros resultados sefialan que la alteracion
conductual puede estar relacionada con las alteraciones de los astrocitos en la CPF, pero no
parece tener relacion con los astrocitos de la BLA y la subregion CA1, CA3 y GD del
hipocampo.

Dentro de otros factores involucrados en la falta de adaptacion a la novedad se encuentra el
sistema glutamatérgico. Existen proyecciones glutamatérgicas desde la CPF hacia el hipocampo
y estas regiones estan involucradas en las funciones motoras (Ho et al., 2000; Zhou et al., 2020).
La transmisién glutamatérgica por el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) parece alterarse
después de la OBX, lo que puede contribuir a la hiperactividad conductual (Harkin et al., 2003).
De hecho, las ratas Wistar macho con OBX 15 dias postcirugia aumentan transitoriamente los
niveles de glutamato extracelular en el cuerpo estriado simultdneamente con un aumento de la
locomocidn dentro de un ambiente nuevo, después de 10 minutos, las respuestas glutamatérgica
y locomotora son progresivamente atenuadas (Ho et al., 2000). En concreto, estos hallazgos
sefialan que la exposicion a un entorno nuevo induce la activacion rapida del sistema
glutamatérgico con una duracion relativamente corta. Es posible que el modelo OBX involucre
alteraciones del glutamato 7 y 28 dias postcirugia.

Por otro lado, una explicacion que puede aclarar estas alteraciones del comportamiento similar
a la ansiedad en la PCA son las respuestas fisiologicas, debido a la hipersecrecion de
corticosterona en condiciones normales de la rata con OBX (Kelly et al., 1997). Segun Harkin
et al.,, (2003) las ratas con OBX presentan una mayor concentracion plasmatica de
corticosterona, pero no de la hormona adrenocorticétropa (ACTH) en condiciones basales, y
mayores concentraciones de corticosterona y ACTH tras el estrés. En conjunto, existe un
aumento de corticosterona plasmatica desencadenada tras el estrés de la novedad (Weinstock et
al., 1998).

La mayor liberacion de glutamato de ratas con OBX durante la exposicion a un entorno nuevo
puede atribuirse parcialmente a la elevacion de los niveles plasmaticos de corticosterona que

induce el mismo modelo (Harkin et al., 2003; Kelly et al., 1997). Debido a que la corticosterona
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afecta las concentraciones de glutamato extracelular en el cerebro y segin Lowy et al., (1993)
puede contribuir a los efectos deletéreos en neuronas del hipocampo. Ademas, los astrocitos son
los encargados de mantener la homeostasis sindptica eliminando el exceso de glutamato,
mediante el GLT1 (Blackburn et al., 2009). En conclusién, estas modificaciones fisiologicas en
el modelo OBX sefialan la hip6tesis endocrina y de la amina biogénica sobre la etiologia de la

depresion en la condicion humana (Jesulola et al., 2018).

Nuestros resultados demuestran que el aumento de la locomocién y la frecuencia de erguidos
dentro de la PCA son extinguidos a los 105 dias postcirugia. De igual forma, este es el primer
trabajo que realiza un andlisis conductual durante un periodo largo, por lo que, nuestros

resultados serviran para contemplar a los periodos postcirugia en futuras investigaciones.

VIIIL11 Alteraciones morfoldgicas y del nimero de astrocitos en la rata con OBX

Actualmente no existe el marcador universal para revelar todos los astrocitos del sistema
nervioso, ya que, la heterogeneidad morfoldgica de los astrocitos coincide con una diversidad
de expresién de moléculas, sin embargo, la expresién de GFAP esta regulada positivamente en
los astrocitos reactivos (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Desde el descubrimiento de la
GFAP se observo su uso como biomarcador exclusivo del citoesqueleto de los astrocitos
(Messing & Brenner, 2020; Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Vale la pena mencionar que, la
eliminacién genética de GFAP en ratones produce atrofia de los astrocitos (es decir los astrocitos
eran de menor tamafio) (Verkhratsky & Nedergaard, 2018). Por lo que, la inmunohistoguimica

con GFAP es considerada la mejor técnica para evaluar el fenotipo de los astrocitos.

Nuestros resultados sefialan un aumento del nimero de astrocitos sin alteraciones morfol6gicas
en la CPF de ratas con OBX en un periodo de 7 y 28 dias postcirugia. El astrocito es considerado
la célula méas importante en la formacion de cicatrices después del dafio en el SNC, aunque, el
mecanismo de formacion de la cicatriz glial ain no se conoce, se supone que esta involucrada
la activacion y migracion de los astrocitos (Lee et al., 2015). Posiblemente, los astrocitos
activados se diferencien de las células progenitoras multipotenciales y migran al sitio de la lesién
y alternativamente, los astrocitos existentes en el area que rodea el sitio de la lesion pueden

activarse y proliferar (Lee et al., 2015).
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La mPFC es una region que desempefia papeles esenciales en el proceso cognitivo, la regulacion
de la emocion, motivacion y sociabilidad, por lo que, su disfuncion en los sistemas:
glutamatérgico, GABAEérgico, colinérgico y serotoninérgico (5-HT) se ha encontrado en la
depresion y trastornos de ansiedad (Xu et al., 2019). Por ejemplo, en estudios post mortem de
pacientes que completaron el suicidio y con trastorno bipolar revelan una reduccién de 5-HT en
la PFC (Takahashi et al., 2018). Después de la OBX aumentan la expresion de los receptores 5-
HT2 y se producen niveles bajos de 5-HT en la CPF junto con un aumento de la densidad de los
transportadores de 5-HT y de las concentraciones de triptofano hidroxilasa (Harkin et al., 2003).
Ademas, en ratones macho de la cepa ddY con OBX el tratamiento con aripiprazol, un agonista
parcial de los receptores 5-HT1, mejord los comportamientos tipo depresivos en la prueba de
nado forzado (Takahashi et al., 2018). Esto demuestra que la OBX induce una disminucion de

serotonina y un aumento en la distribucion de los receptores a 5-HT en la CPF.

Después de 7 y 28 dias de recuperacion de la cirugia OBX o Sham, las ratas no mostraron
alteraciones morfoldgicas y del nimero de los astrocitos en las subregiones CA1, CA3 'y GD
del hipocampo y BLA. De forma semejante, utilizando el modelo de depresion CUMS Naskar
& Chattarji, (2019) no sefialan alteraciones morfologicas de los astrocitos en la subregion CA3
del hipocampo durante un periodo de 11 dias. En contraste, Virmani et al., (2021) en el modelo
de depresion por CIS, identificaron atrofia de los astrocitos en la subregion del GD y CA3
durante un periodo de 23 dias. Estos resultados contradictorios pueden deberse a diferentes

factores estresantes.

En un periodo de 105 dias postcirugia OBX reportamos que los astrocitos de la BLA y la
subregion CA1 del hipocampo tienen un aumento de la arborizacion, la longitud y el orden de
sus prolongaciones. Tanto el hipocampo como la amigdala son importantes para el control de
las emociones y la regulacion de la ansiedad, por lo que, son areas altamente estudiadas en el
TDM. Como mencionamos anteriormente, somos los primeros en evaluar la morfologia de los
astrocitos del hipocampo y la BLA en un periodo de 105 dias postcirugia OBX. Sin embargo,
en un periodo previo a 105 dias postcirugia, Takahashi et al., (2018) reportaron que en ratén
macho de la cepa ddY, 42 dias post-OBX hay un aumento del nimero de astrocitos positivos a

GFAP con procesos alargados en comparacion con los controles en el GD del hipocampo. Por
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lo que puede haber efectos morfoldgicos divergentes en astrocitos dependiendo del tiempo y de

la especie.

Ademas, la eliminacion de los receptores a glucocorticoides en los astrocitos de BLA reduce el
comportamiento similar a la ansiedad en la PCA; y la activacion de los receptores acoplados a
proteina G en el hipocampo dorsal atentan el aprendizaje del miedo potenciado por el estrés
(Lyon & Allen, 2022). Por lo que, valdria la pena realizar otras pruebas conductuales 105 dias
postcirugia OBX, como el laberinto elevado, que se utiliza para evaluar el comportamiento

similar a la ansiedad en roedores.

Se ha informado que en ratas macho Wistar con OBX presentan un aumento de neuronas
inmunorreactivas a c-Jun (marcador de activacion neuronal) en la BLA desde el dia 8 y persisten
hasta el dia 64 después de la lesién (Wrynn et al., 2000). Aungue ya no se siguié evaluando por
mas tiempo la presencia de c-Jun, el grupo de investigacion de Wrynn et al., (2000) menciona
que esta inmunorreactividad prolongada de c-Jun esta relacionada con cierta capacidad de
regeneracion, remodelacion o supervivencia neuronal en BLA y sirve como posible indicador
de hiperactividad. Harkin et al., (2003) mencionan que, después de la OBX existe un aumento
de la actividad electrica y de la captacion de 2-desoxi-D-glucosa junto con alteraciones en la
transmision de serotonina y noradrenalina en la BLA. Por lo tanto, después de la OBX se

producen alteraciones a corto y largo plazo en la BLA.

Nuestro estudio respalda la idea de que la neuro inflamacion puede desempefiar un papel
fundamental en la etiologia del TDM. Ya que, estudios previos en pacientes deprimidos han
informado niveles elevados de citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-ao) y la interleucina 6 (IL-6) (Rahimian et al., 2022). EI TNF-a también ejerce
funciones homeostaticas y es producido en el SNC por astrocitos, neuronas, microglia y células
endoteliales, sin embargo, en condiciones patoldgicas, la microglia libera grandes cantidades de
esta citoquina (Olmos & Lladd, 2014). De hecho, el TNF-o facilita la comunicacion
bidireccional entre la microglia y los astrocitos para promover la liberacion de glutamato de los
astrocitos, la formacion de sinapsis excitatorias y la liberacion de méas TNF-a por la microglia

(Olmos & Lladd, 2014). Igualmente, la IL-6 es producida por astrocitos, microglia, neuronas,
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células endoteliales y epiteliales, sin embargo, dependiendo de la presencia del receptor de IL-
6 o de la glicoproteina 130 (gp130) unida a la membrana, utilizada como transductor de sefial,
tiene propiedades proinflamatorias o antiinflamatorias (Rahimian et al., 2022). La IL-6 se
encuentra elevada de manera constante en la sangre de pacientes con TDM y los niveles
periféricos de IL-6 se correlacionan con la gravedad de los sintomas de los pacientes que no
responden a los antidepresivos (Lanquillon et al., 2000). Por lo tanto, las vias mediadas por
TNF-a en astrocitos-microglia puede potenciar la citotoxicidad mediada por glutamato y la
hipersecrecion de IL-6 puede conducir a una inflamacion contribuyente al empeoramiento del
TDM.

Como se ha mencionado el TDM es heterogéneo, es decir, varios factores, solos o en
combinacidn, pueden predisponer al trastorno (Jesulola et al., 2018). En este caso el modelo de
la OBX es una herramienta que nos permite investigar factores neuronales, endocrinos,
inmunoldgicos y neurotransmisores contemplados en la fisiopatologia de la depresion humana.
Ademas, los cambios inducidos después de la OBX parecen relacionarse con un proceso neuro-
degenerativo progresivo que produce disfuncién en las areas limbicas que involucra una
variedad de cambios neurobioldgicos y conductuales, lo que propone un buen modelo animal
de depresion. Como he mencionado, el sentimiento de la ansiedad es un factor de riesgo
importante en individuos susceptibles para la depresién. Por lo que este trabajo, abona a la
informacion sobre la regulacion de los astrocitos qué determina el umbral entre las respuestas
desadaptativas y adaptativas dentro de la PCA. Por lo que, en un futuro, estos hallazgos que
sefialan la modificacion conductual y de astrocitos en la CPF, BLA y la subregién CA1 de
hipocampo en la rata pueden aplicarse al humano con el objetivo de prevenir, diagnosticar y
dirigir un tratamiento eficaz al TDM. Sin embargo, la falta de conocimiento pragmatico del
aumento del tamafio de orden de las prolongaciones de los astrocitos demuestra que nuestro
conocimiento de su funcionalidad esta muy por detras de nuestra comprension y se necesitan

estudios adicionales.

IX. CONCLUSION
La rata Wistar macho con OBX demuestra conducta alterada asociada con gliosis reactiva en la

CPF en periodos especificos postcirugia.
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X.

PERSPECTIVAS

Analizar agentes farmacologicos especificos inhibidores a GFAP 7'y 28 dias postcirugia
OBX.

Estudiar el mecanismo funcional del orden y tamafio de las prolongaciones de los
astrocitos.

Realizar nuevos paradigmas relacionados con el comportamiento similar a la ansiedad
105 dias postcirugia OBX.
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XII. ABREVIATURAS

ABC - Complejo avidina-biotina

Ac - Anticuerpo

ANOVA - Andlisis de varianza

APA - American Psychiatric Association
ARNmM - Acido ribonucleico mensajero
BLA - Amigdala basolateral

CAL - Subregion del hipocampo

CA3 - Subregion del hipocampo

CAA - Corteza anterior cingulada

CIRA - Centro de Investigacion en
Reproduccion Animal

CPF — Corteza prefrontal

IP - Intraperitoneal

LUX — Lumen

mPFC - Corteza prefrontal medial

GFAP - Proteina acido fibrilar glial
H202 - Perdxido de hidrogeno

NMDA - N-metil-D-aspartato

NOM - Norma oficial mexicana

OB - Bulbos olfatorios

EEG - Electroencefalograma

GD - Giro dentado

OBX - Bulbectomia olfatoria bilateral
PBS 1x - Solucion buffer de fosfatos 1x
PCA - Prueba de campo abierto

CUMS - Estrés crénico leve e impredecible
DAB - 3-3’-diaminobenzidina

dIPFC - Corteza prefrontal dorsolateral

CIS - Estrés inmdvil crénico

PFA - Paraformaldehido

PFC - Corteza prefrontal

PirC - Corteza piriforme

SEM - Media + error estandar

SNC - Sistema nervioso central

SNP - Sistema nervioso periférico

TDM - Trastorno depresivo mayor
vMCPF - Corteza prefrontal ventromedial
WHO - World Health Organization
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XII. ANEXOS

XIIL.1  Protocolo de inmunohistoquimica de GFAP

Cortes coronales de 40 um de grosor en vibratomo, cada seccion se colocara en series de 4 por
cerebro.

Dial

Las secciones seran lavadas en solucion PBS 1x (2x5) min si el tejido es fresco. Sin embargo,
si las secciones se encuentran en agente crioprotector se lavaran 2 veces mas. Es importante que
las secciones sean agitadas en todo momento durante la incubacion.

PBS 4 x 5 min

Las secciones serdn incubadas en H2O> fresco al 1.5% disuelto en PBS 1x recién preparado
durante 5 minutos.

H,0, x5 min

Posteriormente las secciones se deberan enjuagar en PBS 1x frio 2x5 min.

PBS 1x frio 2 x 5 min L

Después de los enjuagues las secciones deberan ser incubadas con el agente bloqueador (PBS

1x + 0.3 % tritdn X — 100 + 3 % de suero normal de conejo) durante 2 horas.

Incubacion 2 h

- Regresar el agente bloqueador a su recipiente original y almacenar a 4° C.
Una vez transcurridas las 2 horas se agregara a las secciones el anticuerpo (Ac) primario (anti-
GFAP ab53554 de cabra [1:500]) en antisuero diluyente (PBS 1x + 0.3 triton x — 100 + 1% de
suero normal de conejo) por un tiempo de 24 h a temperatura ambiente.
Ac primario (1:500) 24 h

- Recuperar el Ac primario al contenedor original y mantenerlo a 4°C.
Dia 2

En el dia 2 del procedimiento para la inmunohistoquimica de GFAP se lavaran las secciones en

PBS 1x frio 3x5 minutos. Posteriormente las secciones se incubaran en el Ac secundario (anti
cabra hecho en burro [1:250]) disuelto en antisuero diluyente (PBS + 0.3 triton x - 100 + 1 %

de suero normal de conejo) durante 1 hora a temperatura ambiente.
PBS frio 3 x 5 min

Ac secundario 1 h

Pagina | 68



- Regresar el Ac 2° a su recipiente original y almacenar a 4° C.

Después de la incubacion las secciones se lavaran en PBS 1x durante 3x5 minutos. Las secciones
se incubaran en complejo ABC de conejo durante 1 h a temperatura ambiente. Es importante
hacer la solucion ABC 15-30 minutos antes de tiempo. Guardar en complejo ABC y mantenerlo
a4°C.

PBS 1x frio 3 x5 min
Complejo ABC 1 h

PBS 1x frio 3 x5 min

Las secciones se incubaran con 3-3’-diaminobenzidine (DAB) con intensificacion de niquel por

un tiempo de 2:30 min.

- Esimportante usar guantes dobles al utilizar el DAB y colocar todo lo que tenga contacto

con DAB en una solucion de cloro al 10-15% hasta que se aclare.

DAB 2:30 min
Por ultimo las secciones seran lavadas en PBS 2x5 minutos, después seran montadas en las
laminillas para su posterior conteo de células con la presencia de GFAP en las zonas cerebrales
tomando como referencia el atlas.
PBS 1x frio 2 x5min

Agua destilada 5 min

Preparacion de ABC: 1 gota A + 1 gota B en 2.5 ml de PBS 1x.
Preparacion de DAB: 1 gota de buffer + 2 gotas de DAB + 1 gota de H2Ozen 2.5 ml de H20.
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XIL11 Peso corporal después de la cirugia
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Figura 1. La OBX no causé trastornos del
apetito 7 dias después de realizar la cirugia. No
se presentaron diferencias estadisticas
significativas con respecto al peso corporal de la
rata OBX en comparacion con la rata Sham, segln
el ANOVA de dos vias [Tiempo F (1, 36) = 7.194,
p=0.0110; Cirugia F (1, 36) = 1.405, p=0.2436;
Interaccién F (1, 36) = 0.3044, p=0.5845], n=10
ratas por grupo. Se considerd una probabilidad de
(*p<0.05) para considerarse significativo. Todos
los datos son expresados como la media + SEM.

Figura 2. La OBX no causO trastornos del
apetito en el trascurso del tiempo 28 dias
después de realizar la cirugia. No se presentaron
diferencias estadisticas significativas con respecto
al peso corporal de la rata OBX en comparacién
con la rata Sham, segun el ANOVA de dos vias
[Tiempo F (1, 70) = 4.053, p=0.0479; Cirugia F (4,
70) = 47.48, p<0.0001; Interaccién F (4, 70) =
0.1592, p=0.9582], n=9-10 ratas por grupo. Se
considerd una probabilidad de (*p<0.05) para
considerarse significativo. Todos los datos son
expresados como la media + SEM.

Figura 3. La OBX no causd trastornos del
apetito en el trascurso del tiempo 105 dias
después de realizar la cirugia No se presentaron
diferencias estadisticas significativas con respecto
al peso corporal de la rata OBX en comparacion
con la rata Sham, segiin el ANOVA de dos vias
[Tiempo F (1, 224) = 0.1643, P=0.6856; Cirugia F
(15, 224) = 104.0, P<0.0001; Interaccion F (15,
224) = 0.1805, P=0.9998], n=8 ratas por grupo. Se
consider6 una probabilidad de (*p<0.05) para
considerarse significativo. Todos los datos son
expresados como la media + SEM.

Pagina | 70



XL Variables

Variable Tipo de Criterio de Criterio Criterio de
variable medida metodoldgico control
Condicién (OBX/Sham) Cualitativa Dicotomica  Independiente  Controlada
Edad Cuantitativa Discreta Independiente  Controlada
Sexo Cualitativa Dicotébmica  Independiente  Controlada
Peso Cuantitativa Continua Independiente  Controlada
Alimentacion Cuantitativa Continua Independiente Aleatoria
Cepa de la rata Cualitativa Politomica Independiente  Controlada
Condiciones del bioterio Cualitativa Politémica Independiente  Controlada
NUmero de astrocitos Cuantitativa Discreta Dependiente Aleatoria
Longitud de las  Cuantitativa Discreta Dependiente Aleatoria
prolongaciones
Arborizacion de las  Cuantitativa Discreta Dependiente Aleatoria
prolongaciones
Orden de las  Cuantitativa Discreta Dependiente Aleatoria
prolongaciones
NUmero  de  cuadros  Cuantitativa Discreta Dependiente Aleatoria
visitados en la PCA
NUmero de acicalamientos ~ Cuantitativa Discreta Dependiente Aleatoria
en laPCA
NUmero de erguidos en la  Cuantitativa Discreta Dependiente Aleatoria
PCA
X1V Resumen de resultados
A) 7 dias post-OBX
Anélisis conductual Anélisis morfologico
PCA Conducta | Region Longitud Arborizacion  Orden Numero
de
astrocitos
Locomocion (1] CAl Sin Sin cambios Sin Sin
p=0.0154 cambios cambios  cambios
Erguidos Sin CA3 Sin Sin cambios Sin Sin
cambios cambios cambios  cambios
Acicalamientos Sin DG Sin Sin cambios Sin Sin
cambios cambios cambios  cambios
PFC Sin Sin cambios Sin (1]
cambios cambios  p=0.0197
BLA Sin Sin cambios Sin Sin
cambios cambios  cambios

Tabla 7 A) Resumen de cambios conductuales en la PCA y de astrocitos ocasionados por el modelo

OBX. [1]: aumento.
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B) 28 dias post-OBX
Analisis conductual Analisis morfolégico
PCA Conducta | Region Longitud Arborizacion  Orden Numero
de
astrocitos
Locomocion (1] CAl Sin Sin cambios Sin Sin
p=0.0051 cambios cambios  cambios
Erguidos 1] CA3 Sin Sin cambios Sin Sin
p=0.0100 cambios cambios  cambios
Acicalamientos Sin DG Sin Sin cambios Sin Sin
cambios cambios cambios  cambios
PFC Sin Sin cambios Sin (1]
cambios cambios  p=0.0197
BLA Sin Sin cambios [*1] Sin
cambios p=0.0415  cambios

Tabla 7 B) Resumen de cambios conductuales en la PCA y de astrocitos ocasionados por el modelo
OBX. [1]: aumento; [*]] disminucién en el tercer nimero de orden.

0) 105 dias post-OBX
Analisis conductual Analisis morfolégico
PCA Conducta | Region Longitud Arborizacion  Orden Numero
de
astrocitos
Locomocion Sin CAl (1] (1] (1] Sin
cambios p=0.0011 cambios
Erguidos Sin CA3 Sin Sin cambios Sin Sin
cambios cambios cambios  cambios
Acicalamientos Sin DG Sin Sin cambios Sin Sin
cambios cambios cambios  cambios
PFC Sin Sin cambios Sin (1]
cambios cambios p=0.0197
BLA [7] [7] [7] Sin
p=0.0006 cambios

Tabla 7 C) Resumen de cambios conductuales en la PCA y de astrocitos ocasionados por el modelo

OBX. [1]: aumento.
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Abstract

Pain management is a worldwide public health
concern particularly in women given its high
prevalence and severity. Moreover, current
pharmaceuticals induce numerous side effects
including dependence and tolerance. Therefore, the

search for novel therapeutic targets for the treatment

of various forms of pain is of foremost importance.
In this regard, Curcuma longa (C. longa) or turmeric
has shown anti-inflammatory and
immunomodulatory effects. Henceforth, in this
work, we evaluate the potential anti-nociceptive and

anti-inflammatory effects of C. longa in two models
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of peripheral inflammation in male and female rats.
Rats were administered with the inflamogens
carrageenan (acute inflammation inducer) and
complete Freund’s adjuvant (CFA) (persistent
inflammation inducer) in the hindpaw to elicit
mechanical allodynia and paw oedema. At the peak
of mechanical allodynia, C. longa was administered
orally and mechanical thresholds and paw size were
monitored until the mechanical thresholds were back
to baseline values. C. longa reduced mechanical
allodynia in rats with acute or persistent
inflammation-induced allodynia in male and female
rats to a similar degree. This is the first study to
employ a combination of pharmacodynamic models
of acute and persistent inflammation to assess
efficacy of C. longa on inflammatory pain behavior,
also considering sex differences. We found that C.
longa reverses inflammation-induced mechanical
allodynia in male and female rats therefore showing
promise as an effective anti-nociceptive agent.
When using the carrageenan and CFA models, both
male and female rats can be used without concerns

related to sex bias.

Keywords
Allodynia; Curcuma longa; Sex differences;

Inflammation; Pain; nociception; inflamogens

1. Introduction

Inflammation is known to induce swelling and pain
[1]. While acute inflammation is protective, chronic
is detrimental, displaying spontaneous pain,
allodynia and hyperalgesia [1]. Moreover, there is a
major prevalence and intensity of pain in women
compared to men [2]. In addition, current therapies

for treatment of chronic pain are inadequate and

some can induce chronic pain, e.g. opioids [1] and
chronic use of non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDSs) can result in several adverse effects
including damage to the gastrointestinal tract [3]. To
bridge this gap and find novel therapeutic targets, we
rely on animal models that mimic inflammatory
processes and have translational value.
Administration of the inflamogens carrageenan or
complete Freund’s adjuvant (CFA) results in
mechanical allodynia and swelling, therefore,
extensively used to test prospective analgesic and
anti-inflammatory compounds [4, 5]. For instance,
CFA produces a long-lasting inflammatory response
accompanied by mechanical allodynia lasting
between 1 and 2 weeks with peak observed on day 3
post-administration [6]. Moreover, CFA increases
the expression of prostaglandins as well as COX-2
in the spinal cord within hours [7]. Carrageenan
induces acute inflammatory pain, which is
established already at 1 hr and peaks at 4 hr post-
carrageenan administration [5, 6].

At the site of injection, carrageenan increased the
expression of prostaglandins, nitric oxide (NO) and
tumor necrosis factor-o (TNF- a) [8, 9] and
interleukin (IL)-1p (IL-1B) in serum [10]. Therefore,
CFA and carrageenan are two well-stablished
models to test potential anti-inflammatory and
analgesic compounds.

Plants provide abundant secondary metabolites with
possible physiological effects in humans [11,
12]. Curcuma longa (C. longa) or turmeric is a plant
member of the Zingiberaceae, native to Asia [11,
12]. C. longa consistently displays anti-
inflammatory and anti-oxidant properties [11-13]. In
particular, C. longa reduced the expression of IL-6,
TNF- o and interferon-y (IFN- y)in vitro [14],
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molecules of the inflammatory soup, in vitro.
Therefore, in the current study and, for the first time,
we characterized the possible anti-inflammatory and
anti-nociceptive effects of C. longain two
pharmacodynamic rat models of peripheral
inflammation and pain in male and female rats.

2. Materials and Methods

2.1 Animals and housing

Male (n=61) and female (n=62) Wistar rats 2-3
months of age from our local animal facility at the
Centro de Investigacion en Reproduccion Animal
(CINVESTAYV, Mexico) were housed three to four
per cage in a room maintained on a 12-hour
light/dark cycle with ad libitum access to food and
water. Three cohorts of rats were used for our
experiments to test biological properties of C. longa.
The first cohort was treated with carrageenan, the
second cohort with CFA and a third cohort used for
open field test (OFT) experiments.

All procedures complied with the National Institutes
of Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, within the technical guidelines for the
production, care and use of animals in the laboratory
issued by SAGARPA Mexico (NOM-062 ZOO-
1999) and ARRIVE guidelines for the use of animals
[15]. All efforts were made to minimize animal
suffering. If animals displayed signs of distress prior
or during experimentation, they were immediately
assessed by a veterinarian and, if necessary,
euthanized.

2.2 Baseline mechanical threshold testing

In brief, rats were acclimated to a stainless steel grid
within individual Plexiglas boxes (20 x 13 x 10 cm;
three white opaque walls and one clear wall) for 60
min, and then tested for baseline (BL) mechanical

thresholds with VVon Frey monofilaments (Stoelting

Inc., IL, USA) [6, 16]. For each animal, the mid-
plantar region of the left hind paw was stimulated
with an incremental series of eight monofilaments of
logarithmic stiffness. The 50% withdrawal threshold
was determined using the up-down method of
Dixon, modified by Chaplan et al.(1994) [17] . First,
an intermediate VVon Frey monofilament (number
4.31 exerting 2.0 g of force) was applied
perpendicular to the plantar skin, causing a slight
bending. If there was a positive response, consisting
of a rapid withdrawal of the paw within 6 seconds, a
smaller filament was applied. In contrast, a negative
response within six seconds resulted in the use of a
larger filament. After BL mechanical thresholds
were evaluated, paw thickness was determined with
a calliper according to the McCarson method [4].
Then, either CFA or carrageenan was injected.

2.3 Administration with complete freund's
adjuvant

After BL mechanical threshold and paw thickness
evaluation, an intradermal administration with CFA
(Sigma, St. Louis, MO; 50 pl) was administered to
rats' ventral mid-plantar left hind paw [5, 6].
Mechanical responses, as previously described for
BL mechanical threshold testing, and paw oedema
were measured on the left hind paw 3 days post-
injection.

2.4 Administration with Carrageenan

A 3% carrageenan solution was prepared by
dissolving carrageenan (Sigma, C1867-5G) in
saline, heating to 37°C and vortexing [5, 6]. The
solution was stored at 4°C overnight. After BL
measurements, rats received an intradermal
injection of the carrageenan solution (3%; 50 pl)
into their ventral mid-plantar left hind paw.
Mechanical responses and paw oedema were
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measured on the left hind paw 4 hours post-
injection.

250FT

To dissociate the impact of C. longaon
antinociception from sedation, locomotor activity
was measured using the OFT. The OFT assessed the
total locomotion of the animals after treatment
with C. longa. In brief, this test was carried out in a
square arena (90*%90*45 cm) with no top lid [5]. The
arena was divided into 25 equal-size squares with
300 LUX of light intensity.

2.6 Administration of C. Longa

C. longa (Ayurveda, Valencia, Spain; batch number:
1016-100g) was administered in rats treated with
CFA, carrageenan or undergoing OFT. In rats
treated with CFA on day 3 and with carrageenan at
4h, C. longa (100 mg/kg) or vehicle (0.5% of gum
tragacanth in 0.1M phosphate-buffer saline pH 7.4)
were administered orally using a gavage after
performing mechanical threshold testing, as
previously described in Vidal et al. (2017) [13]. In
brief, oral doses were administered by intragastric
gavage at 0.5 mL/kg using a syringe connected to a
gavage needle (16-gauge with a ball-shaped tip).
Paw oedema measurement and von Frey filament
assessment were performed at 15, 30, 60, 90 and 120
minutes post-treatment. For OFT, rats were first
habituated to the behavioral room for 60 min, then
injected with either C. longa or vehicle, placed in
the arena and recorded for a 60-min period. Total
locomotion in the arena was evaluated by a subject
blind to the testing condition. The arena was cleaned
with ethanol prior and after each trial.

2.7 Statistical methods

The data was analysed using GraphPad Prism

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
Mechanical threshold, paw oedema, area under the
curve (AUC) data and locomotor activity data were
analysed using a two-way ANOVA followed by
Sidak’s post-hoc test. In all cases, p < 0.05 was
considered statistically significant.

3. Results

3.1 Carrageenan and CFA decreases mechanical
thresholds and increases paw diameter in male
and female rats

A significant effect of carrageenan on mechanical
thresholds was observed at 4h post-treatment
compared to BL (Figure 1A). A significant effect of
carrageenan on paw size was observed at 4h post-
treatment (Figure 1B). A reduction in mechanical
thresholds at 3 days post-CFA treatment compared
to BL was observed (Figure 1C). At 3 days post-
CFA treatment paw size was also increased (Figure
1D). No differences between sexes were observed.
3.2 Curcuma does not modulate locomotor
behaviour in rats

C. longa does not increase locomotion but there
were a difference between sexes was observed with
female rats displaying higher locomotion (Figure 2).
C. longa increased the mechanical thresholds
compared to vehicle in carrageenan-treated rats, as
assessed by AUC analysis, (Figure 4A). No
modifications in paw diameter were observed after
C. longa treatment in carrageenan-treated rats
(Figure 4B).

In CFA-treated rats, the AUC analysis revealed an
effect of C. longa treatment (Figure 4C). No changes
in paw diameter were observed after C. longa

treatment (Figure 4D).
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Figure 1: Inflamogen administration into the hindpaw induces mechanical allodynia and paw oedema.
Carrageenan administration reduced the mechanical thresholds as assessed by two-way ANOVA [Treatment
F(1,86)=910.2, p<0.001; Sex F(1, 86)=0.001,p=0.9727; Interaction F(1. 86)=2.158, p=0.1454] (A) and increased
the paw size as assessed by two-way ANOVA [Treatment F(1,86)=1407, p<0.001; Sex F(1, 86)=0.4501, p=0.5041;
Interaction F(1. 86)=1.971, p=0.1639] (B) in male and female rats. Complete Freund’ s adjuvant (CFA)
administration resulted in mechanical allodynia [Treatment F(1,88)=260.2, p<0.001; Sex F(1,
88)=0.1148,p=0.7355; Interaction F(1, 88)=0.0838, p=0.7729] (C) and increased the paw size (D) , as assessed by
two-way ANOVA [Treatment F(1, 88)=709.9, p<0.001; Sex F(1, 88)=3.860, p=0.0526; Interaction F(1.
88)=2.695, p=0.1042] in male and female rats. The results are presented as mean + SEM, ***p<0.001, n=22-24
rats per group. BL, baseline; D, days; h, hours.
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Figure 2: Effect of C. longa on spontaneous locomotor activity in rats. This figure shows the total locomotion in
the arena for 60 min with a difference between sexes in locomotor behaviour [Treatment F(1,28)=2.379, p=0.1342;
Sex F(1,28)=20.13, p<0.001; Interaction F(1,28)=0.1809, p=0.6739] . The results are presented as mean + SEM,
n=8 rats for all groups.
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Figure 3: Time-course of the effect of C. longa post inflamogen administration on mechanical allodynia and paw
oedema in rats. (A) shows mechanical response threshold at baseline (BL), at 4 h post-carrageenan administration
and at 15, 30, 60, 90 and 190 min post C longa administration. A two-wayANOVA analysis showed a significant
effects increasing the mechanical thresholds at 15 and 60 minutes post-carrageenan between C. longa and vehicle
in females [Treatment F(1,120)=32.34, p<0.001; Time F(5,120)=4.409, p<0.001; Interaction F(5,120)=5.939,
p<0.00 ] and males [Treatment F(1,126)=16.34, p<0.001; Time F(5,126)=3.068, p<0.01; Interaction
F(5,126)=3.15, p<0.01] with significant difference between C. longa and vehicle at 60 minutes post-carrageenan.
(B) depicts the mechanical response threshold at baseline (BL), at 4 h post- Complete Freund’s adjuvant (CFA)
administration and at 15, 30, 60, 90 and 190 min post C longa administration. A two-way ANOVA indicated an
overall effect in females treated with CFA [Treatment F(1,132)=40.64, p<0.001; Time F(5, 132)=3.036, p<0.01;
Interaction F(5, 132)=5.427, p<0.001] with significant difference between C. longa and vehicle at 15 and 60
minutes post-treatment and males [Treatment F(1,120)=27.14, p<0.001; Time F(5, 120)=5.474, p<0.001;
Interaction F(5, 120)=5.510, p<0.001] with significant differences between C. longa and vehicle at 30 and 60
minutes post-treatment (B).

The results are presented as mean = SEM, n=11-12 rats per group. *p<0.05 compared to vehicle-treated female
rats, ***p<0. 001 compared to vehicle-treated female rats, *p<0.05 compared to vehicle-treated male rats, **p<0.
01 compared to vehicle-treated male rats, ***p<0. 001 compared to vehicle-treated male rats. BL, baseline.
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Figure 4: Area under the curve (AUC) of the effect of C. longa post inflamogen administration on mechanical
allodynia and paw oedema in rats. (A) presents the AUC for the carrageenan model between 15 and 60 min post
C. longa or vehicle administration as shown by two-way ANOVA [Treatment F(1,41)=30.81, p<0.001; Sex
F(1,41)=1.329, Interaction F(1,41)=1.315, p=0.2581]. (B) shows the mean diameter of the left hindpaw 4 h post-
carrageenan administration and 120 min post C longa administration. (C) shows the AUC for the Complete
Freund’s adjuvant (CFA) model between 15 and 60 min post C. longa or vehicle administration as indicated by a
two- way ANOVA [Treatment F(1,42)=62.40, p<0.001; Sex F(1, 42)=1.385, p=0.2459; Interaction F(1.
42)=0.01509, p=0.9028]. (D) shows the mean diameter of the left hindpaw 3 days post-CFA administration and
120 min post C longa administration. The results are presented as mean + SEM, n=11-12 rats per group **p<0.01,
***p<0.001

4. Discussion

As expected, administration of carrageenan or CFA Administration of C. longa transiently reversed the

induced oedema and mechanical a||odynia inflammation-induced mechanical aIIodynia in both

ipsilateral to the site of injection. Moreover, this is sexes in rats. First, we evaluated the effect of C.

the first study that evaluates the anti-nociceptive
effects of C. longa in two models of peripheral

inflammation and pain in male and female rats.

longa, administered at 100 mg/Kg in rats undergoing
nociception and locomotor behavioural tests.
Previously, Zhu et al. (2014) showed that curcumin
dosed at 10-40 mg/Kg, did not affect spontaneous
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locomotor activity. Similarly, the present study
showed no changes in locomotor activity suggesting
an analgesic rather than a sedative effect.

The present results show that C. longa displays anti-
nociceptive effects on carrageenan- and CFA-
induced mechanical allodynia in male and female
rats. Previous studies have shown that curcumin,
display anti-nociceptive properties in other models
of pain. For example, in rats treated with CFA in the
joint, curcumin reduced behavioural signs of pain
[18]. Acute administration of curcumin also
transiently reversed the mechanical allodynia in a
male rat model of postoperative pain [19]. A
limitation of both studies is they were carried out
only in male rodents. The present study show an
anti-nociceptive role of C. longa in male and female
rats. Moreover,, co-administration of C. longa with
Allium hookeri supressed the expression of
cytokines namely IFN- vy, IL-1p, IL-6, IL-13 and IL-
17, known to regulate inflammation and pain [14].
Therefore, we hypothesize that C. longa induces
anti-nociceptive effects by modulating the

inflammatory soup.

Most of the studies using preclinical models of pain
are usually only run in males although women
present higher prevalence of pain [2, 20]. Oddly, no
more than 10% of preclinical research is undertaken
evaluating sex differences [20]. Preclinical studies
show that female rodents have greater sensitivity to
pain while male rodents are more sensitive to
analgesic compounds [2]. In the present study, we
observed that inflamogen induced mechanical
allodynia generates a similar response in male and

female rats, adding to previously published

literature. Moreover, C. longa presented similar anti-
nociceptive effects in male and female rats in both
the models assayed. In contrast, there is cumulative
evidence of pharmaceutical compounds displaying
greater benefits in male rats [2]. Our group recently
showed that cerebrolysin, a  multimodal
neuropeptide preparation, was more effective in
female rats treated with CFA or carrageenan,
suggesting that these models of inflammation-
induced pain can be used to determine sex
differences [6]. These models will be useful given
the need for further research to assess sex
differences in the mode of action of bio-
pharmaceutical preparations.

The results presented in this study are novel as we
are the first to demonstrate analgesic properties of C.
longa in two models of inflammatory pain and,
importantly, the first to show such analgesic
properties in both sexes in rats, which will permit
further studies to be conducted in either sex, without
concerns of bias. These findings extend our
knowledge of the effect of C. longa on pain and
inflammation, signalling the need for further clinical

studies to confirm translational relevance.
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Abstract Submission

Abstract Body

Background: Pain management is a worldwide public health concern particularly in women
given their high prevalence and severity. Moreover, current pharmaceuticals induce numerous
side effects including dependence and tolerance. Therefore, the search for novel therapeutic
targets for the treatment of various forms of pain are of foremost importance. In this regard,
Curcuma longa (C. longa) have shown anti-inflammatory and immunomodulatory effects. Aims:
This study examined the anti-nociceptive and anti-edema effects of C. longa in two well-known
rat models of peripheral inflammation in male and female rats. Methods: Such models are based
on the administration of the inflamogens carrageenan, with maximum effect at 4 hours post-
injection, and complete Freund’s adjuvant (CFA), with maximum effect at three days post-
injection into the hind paw. Results: C. longa treatment reduced the inflammation-induced
mechanical allodynia carrageenan and CFA administered rats. The antinociceptive effect of C.
longa was observed in a similar degree in male and female rats. There were no effects of C.
longa in reducing the paw edema. Conclusion: Henceforth, C. longa reversed the inflammation-
induced mechanical allodynia in the rat and place C. longa as an effective antinociceptive agent.
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Trabajo de Investigacion
Palabras clave: Curcuma longa, alodinia, inflamacion, analgesia, carragenina y adyuvante
completo de Freund.

Introduccion

El dolor es la manifestacion clinica mas frecuente, con mayor prevalencia e intensidad en
mujeres que hombres®. Sin embargo, los analgésicos y antinflamatorios actuales presentan
diferencias de género en su respuesta, asi como efectos secundarios negativos?. Por estas
razones, se buscan opciones alternativas como Curcuma longa (C. longa) que ha demostrado
poseer propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras®. Por lo que, en el presente estudio
se investigaron los efectos analgésicos y antiinflamatorios de C. longa en los modelos de
inflamacion periférica de carragenina y el adyuvante completo de Freund (CFA) en ratas
hembra y macho.

Objetivos

o Analizar el efecto de C. longa sobre la alodinia mecénica e inflamacion inducida por
agentes inflamatorios y pro-nociceptivos durante un periodo corto y prolongado en ratas
hembra y macho.

o Comparar el efecto analgésico de C. longa con respecto al sexo.

o Comparar el efecto antiinflamatorio de C. longa con respecto al sexo.
o Evaluar efectos sedantes de C. longa.

Metodologia

Se utilizaron ratas macho y hembra de la cepa Wistar, a las cuales se les administro carragenina
y el CFA por via intradérmica en la extremidad trasera izquierda®, para evaluar el efecto
analgésico y antiinflamatorio de C. longa que fue administrada por via oral®. Ademas, se
evaluaron posibles efectos sedantes de C. longa mediante la prueba de campo abierto®.

Resultados y discusién
La alodinia mecanica ocasionada por carragenina y el CFA se redujo después de la
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administracion de C. longa en ambos sexos, sin embargo, las ratas hembra mostraron un mayor
efecto a los 60 minutos en comparacion con los machos. De forma semejante, la administracion
de curcumina (un metabolito activo de C. longa) tuvo efectos anti-hiperalgésicos en un modelo
de dolor post-operatorio en ratas macho®. Por otro lado, en nuestro estudio C. longa no mostro
efectos sedantes en ambos sexos. De igual manera, han reportado que la curcumina no muestra
efectos sedantes en ratas macho®, lo que sugiere un efecto analgésico. Hasta este momento,
nuestro estudio es el primero que evalla los efectos de C. longa en estos dos modelos de
inflamacion y dolor periféricos, asi como las consecuencias analgésicas y sedantes en la rata
hembra.

Conclusion
El presente estudio demuestra que la administracion Unica de C. longa podria ser util para el
tratamiento del dolor inflamatorio.

Referencias
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Bartley, E.; Fillingim, R. B. Br. J. Anaesth. 2013, 111, 52-58.
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Evaluacion del posible efecto analgésico y antiinflamatorio de Curcuma longa en dos modelos
de inflamacion periférica en la rata Wistar
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El dolor es caracterizado por ser la manifestacion clinica més frecuente, con mayor prevalencia
e intensidad en mujeres que hombres. Sin embargo, los analgésicos y antiinflamatorios actuales
presentan diferencias de género en su respuesta, asi como numerosos efectos secundarios
negativos. Por estas razones, se buscan alternativas como Curcuma longa (C. longa) que ha
demostrado poseer un amplio espectro de propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras.
Por lo que, en el presente estudio se investigaron los efectos analgésicos y antiinflamatorios de
C. longa en en los modelos de inflamacién periférica de carragenina y el adyuvante completo
de Freund, durante un periodo corto y prolongado respectivamente, en rata hembra y macho de
la cepa Wistar. Como resultado, el tratamiento agudo con C. longa redujo significativamente la
alodinia mecéanica ocasionada por ambos modelos de inflamacion periférica y en ambos sexos.
Por lo que, concluimos que C. longa podria ser til para el tratamiento del dolor inflamatorio.

Pagina | 85



Evaluacion del posible efecto analgésico v antiinflamatorio de Curcuma

longa en dos modelos de inflamacion periférica en la rata Wistar
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1. Introducciéon

El dolor es caracterizado por ser la manifestacion clini-
ca mas frecuente, con mayor prevalencia e intensidad
en mujeres que hombres’. Sin embargo, los analgesi-
cos ¥ antiinflamatorios actuales presentan diterencias
de género en su respuesta, asi como numerosos efectos
secundarios negativos’. Por eslas razones, se buscan
opeiones allemalivas como Curcuma longa (C. fongea)
que ha demosirado poseer un amplie espectro de pro-
picdades antiinflamatorias ¢ inmunomoduladoras®. Por
lo que, en ¢l presente cstudio se investigaron los efee-
tos analgésicos y antiinflamatorios de C. {onga en los
modelos de inflamacion periférica de carragenina y el
Adyuvante Completo de Freund (CFA} durante un pe-
riodo corto v prolongade respectivamente, en rata
hembra y macho de la cepa Wistar, Como resultado, el
tratamiente agudo con C. /onga tedujo significativa-
mente la alodinia mecanica ocasicnada por ambos mo-
delos de inflamacion periférica en ambos sexos.

2. Objetivos

. Analizar ¢l efeeto de C. loaga sobre la alodinia me-
cénica e inflamacion inducida por agentes inflamato-
rios ¥ pronociceptivos durante un periodo corto y
prolongado en ratas hembra y macho.

. Comparar el efecto analgésico de C. fonga con res-
pecto al sexo.

. Comparar el electo antiinflamatorio de C. longa con
respeclo al sexo.

. Bvaluar efectos sedantes de C. longa.

3. Disefo experimental
3.1 Modelo de carragenina
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4. Resultados

4.1 C. longa redujo la alodinia mecinica pero no la inflamacién ocasionada por
carragenina
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Umbrales de respuesta mecinica del valor basal (BLY y 4 horas después de la administracion de carragenina, luego a los 15, 30, 60,
90 v 120 minutos despucs del tratamiento con € foaga con clectos significativos catre 15 ¥ 60 minutos (Fig. A). Los resullados
Tueron conlimmados por el andlisis del drea bajo la curva (AUC) con el tralamiento como el principal contribuyente, sin dilerencias
de sexo (Lig. B). Sin embargo, no sc observaron modificaciones en el edema de la extremidad despucs del tratamiento con C. longa
(Fig. C). ##p=0.001, ¥p<0.01, p*+0.03
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4.3 C. longa no alteré la conducta locomotora en la PCA
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5. Conclusion

Ll presente cstudio demucestra que la administracion tnica de C. longa podria scr Gtil para cl tratamicnto del
delor inflamatorio.
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Palabras clave: depresion, modelo animal, bulbectomia olfatoria, campo abierto.

Introduccion

La depresion es un trastorno mental emocional, que afecta a todas las edades y clases sociales,
por lo cual, es la principal causa mundial de discapacidad laboral y social (WHO, 2018).
Ademas, existe un vinculo establecido entre el suicidio y la depresién (WHO, 2018), lo que
agrega mayor peso a este problema de salud mundial. La bulbectomia olfatoria bilateral (OBX)
es un modelo animal de depresion con validez predictiva, aparente y de constructo (Willner &
Mitchell, 2002). Ademas, la OBX induce cambios de comportamientos caracteristicos de
conductas tipo depresivas. Un cambio ampliamente aceptado es un aumento de la conducta
motora 27 dias después de la cirugia (Morales-Medina et al., 2013), utilizando la prueba de
campo abierto (PCA). Dentro de la PCA se registra la locomocion, siendo el nimero de los
cuadrantes recorridos en los que esta dividido el campo, en este caso, proporciona una buena
medida de la codificacién a un entorno nuevo (Prut & Belzung, 2003). Otros parametros
evaluados dentro de la PCA son, la frecuencia de erguidos y acicalamientos del roedor, en este
caso, un aumento puede interpretarse como una predisposicién a conductas ansiogénicas, es
decir, aquellos comportamientos que son repetitivos, invariables y aparentemente sin proposito.
(Prut & Belzung, 2003). El aumento de la conducta motora en la rata con OBX se asocia con
déficits en el hipocampo una region del cerebro involucrada en la codificacion de la novedad
de lugares u objetos (Kaplan et al., 2014). Ya que, la OBX a los 28 dias postcirugia induce
atrofia dendritica y disminucion de la proliferacion celular en neuronas del hipocampo
(Morales-Medina et al., 2013). Esta area neuroanatémica también parece ser disfuncional en
pacientes con depresion mayor (Song & Leonard, 2005). Por lo que, este estudio se propuso
investigar las alteraciones motoras ocasionadas por la OBX a los 7 y 28 dias de recuperacion
postcirugia en grupos independientes, ya que, nos puede indicar una reorganizacion neuronal
desde una perspectiva temporal.
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Objetivos

General

Evaluar el efecto de la OBX en la conducta motora con respecto al curso del tiempo.
Especificos

Después de 7 y 28 dias de realizar la OBX o cirugia Sham en grupos independientes se evaluaran
los siguientes objetivos:

. Medir el comportamiento exploratorio.

. Cuantificar el nimero de acicalamientos y postura erguida.

. Comparar el comportamiento exploratorio, el nimero de acicalamientos y posturas
erguidas.

Metodologia

Se utilizaron 32 ratas macho de la cepa Wistar de dos meses de edad. Se formaron 2 grupos de
2 subgrupos cada uno: subgrupo 1: ratas con OBX y subgrupo 2: ratas Sham. El primer grupo
contd con 7 dias de recuperacién postcirugia y el segundo grupo 28 dias, a continuacién, se
Ilevo a cabo la PCA.

Cirugia de la OBX

Se anestesiaron con una mezcla ketamina/xilazina administrada por via intraperitoneal,
posteriormente, se afeit0 la cabeza y se realizo asepsia, luego se hizo una incision sagital en la
linea media del craneo desde la frente hasta el dorso de la nariz; después, se perforaron dos
orificios de 2 mm, ubicandose a 8 mm anterior a bregma y 2 mm de la linea media del hueso
frontal, entonces, los OB fueron removidos por una canula unida a una bomba de agua destilada;
las ratas Sham fueron operadas de manera similar, sin remover los BO; luego, se llenaron los
orificios con esponja hemostatica, se sutur6 y se realiz asepsia (Kelly et al., 1997; van Riezen
& Leonard, 1990).

PCA

Esta prueba se realizé en una arena cuadrada negra brillante (90x90x90 cm) sin tapa superior,
en un campo dividido en 25 cuadrados de igual tamafio, con 300-400 LUX de iluminacion.
Después de 1 hora de habituacién se colocé a la rata en el centro del campo y se le permitid
explorar durante 5 minutos, (Morales-Medina et al., 2012). La exploracion fue videograbada y
a continuacion, se evalud la conducta locomotora, frecuencia de acicalamientos y erguidos.

Resultados y discusion

Las investigaciones sobre los cambios conductuales ocasionados por la OBX en la PCA a corto
tiempo son escasos. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que después de 7 dias existe
un aumento de la actividad locomotora en las ratas con OBX, ademas, no se mostro alterado el
numero de erguidos y acicalamientos. De forma semejante (Vinkers et al., 2009) reportd que
ratas macho de la cepa Sprague-Dawley con OBX presentaron una hiperactividad en su “home
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cage” 3 dias después de la cirugia. Estas alteraciones motoras recientes a la cirugia sugieren un
déficit temprano para adaptarse a un ambiente.

De igual forma, nuestros resultados revelaron que 28 dias después de la cirugia OBX aumenta
la actividad locomotora, asi como la postura erguida pero no el nimero de acicalamientos.
Similar a la literatura previamente reportada, donde el modelo de la OBX conduce a un aumento
de la conducta motora en la PCA 14 dias (Burke et al., 2013), 27 dias (Morales-Medina et al.,
2013) y 29 dias (Mar, 2002) después de la cirugia en ratas macho de la cepa Sprague-Dawley.
Ademas, Morales-Medina et al., (2013) reporté un amento en la frecuencia de postura erguida
27 dias después de la cirugia. Por lo que estas alteraciones conductuales indican una mayor
desregulacién respecto al transcurso del tiempo.

Por otro lado, el peso corporal después de 7 y 28 dias de recuperacion de la cirugia OBX o
Sham, las ratas no mostraron diferencias significativas, por lo que indica que la lesion no causa
trastornos del apetito.

Conclusiones

El presente estudio muestra que la rata con OBX Wistar macho mantiene un aumento en la
conducta motora desde los 7 hasta los 28 dias postcirugia interpretado como una falta de
adaptacion a entornos nuevos. Sin embargo, la postura erguida se nota alterada hasta los 28 dias
de recuperacion, interpretada como un aumento a conductas ansiogénicas. En conjunto estos
resultados temporales pueden indicar una reorganizacion neuronal progresiva con respecto al
curso del tiempo.
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1. Introduccion

La depresion es un trastorno del estado animico,
que reduce 1a calidad de vida durante algunas sc-
manas 0 mas tiempo. El modelo de la bulbecto-
mia olfatoria (OBX) a los 28 dias postcirugia in-
duce atrofia dendritica en ¢l hipocampo', sicndo
una regidn involucrada en la codificacion de la
novedad y almacenamiento de recuerdos. Hsta
drea neuroanatomica también parece ser disfun-
cional en pacientes con depresion mayor”,

La prucba de campo abicrto (PCA) cs utilizada
para investigar el comportamiento exploratorio
(conducta horizontal) y relacionado con la ansie-
dad (conductas verticales). Por lo que, se realizd
la PCA a los 7 y 28 dias postcirugia para cvaluar
la trayectoria del comportamiento en la rata con
OBX. Los resultados indican un aumento en la
conducta horizontal y una desregulacion con res-

peeto al curso del tiempo en la conducta vertical,

2. Objetivos

2.1 General

Evaluar el efecto de la OBX en la conducta moto-
ra con respecto al curso del tiempo.

2.2 Especificos

Despueés de 7 y 28 dias de realizar la OBX o ciru-
gia Sham en grupos independientes se evaluarin
los siguicnies objetivos:

* Medir ¢l comporiamicnto cxploratorio.

+ Cuantilicar ¢l nimero de acicalamicntos y pos-
tura erguida.

3. Métodos

36 ratas 7 Wistar
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4. Resultados
4.1 Actividad horizontal y vertical 7 dias postcirugia OBX utilizando la PCA

A LOCOMOCTON . B ERGUIDOS €., ACICALAMIENTOS
w10
150 B0 50 15
*
o 40
2
£
& 0
5
=
820
Ed
10
0 ]
SIIAM OBX SILAM OBX SIIAM 0BX

La rata OBX Wistar macho presentd un aumento de locomocion (conducta horizontal) con respee-
to a su control {A) p= 0.01, no asi en el niimero de erguidos ni acicalamientos (B y C) (conductas
verticales).

4.2 Actividad horizontal y vertical 28 dias postcirugia OBX utilizando la PCA
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La rata OBX Wistar macho presenté un aumento de locomoeién (conducta horizontal) (A) p=0.01,
asf como en la postura crguida (conducta vertical) (B) p=0.002 con respecto a su control, no asi en
el nimero de acicalamientos (C).

4.3 Peso corporal después de la cirugia OBX y SHAM
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No presentaron diferencias significativas ¢l grupo con 7 dias de recuperacion posteirugia (A) y ¢l
grupo con 28 dias de recuperacion posteirugia (B).

5. Conclusiones

El presente estudio muestra que la rata con OBX Wistar macho mantiene un aumento en la con-
ducta horizontal desde los 7 hasta los 28 dias posteirugia interpretado como una falta de adapta-
cién a entornos nuevos. Sin embargo, la postura erguida se nota alterada hasta los 28 dias de recu-
peracion, Interpretada como un aumento a conductas ansiogénicas de acuerdo con el curso del
tiempo. Por otro lade, la OBX no causa trastornos del apetito.
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Introduccion

La depresién mayor (DM) es un trastorno mental emocional, altamente debilitante (1). Los
pacientes mas avanzados con DM presentan una reduccion del volumen del hipocampo (2). La
bulbectomia olfatoria (OBX) es un modelo animal de depresion bien validado (3). Un cambio
conductual del modelo OBX ampliamente aceptado es un aumento de la conducta motora 27
dias postcirugia (4), utilizando la prueba de campo abierto (PCA). Este comportamiento se ha
interpretado como una falta de adaptacion a un entorno novedoso (5), y ha sido asociado con
alteraciones en el hipocampo, ya que, es una region del cerebro involucrada en la codificacién
de la novedad ambiental (6). Una hipotesis es, que las alteraciones conductuales parecen
depender del tiempo o evolucion de la enfermedad. Por lo que, este estudio se propuso investigar
las alteraciones motoras ocasionadas por la OBX en periodos criticos postcirugia en grupos
independientes.

Objetivos

General

Evaluar el efecto temporal de la OBX en la conducta motora y su asociacion con el curso del
tiempo.

Especificos
Después de 7, 28 y 105 dias de realizar la cirugia OBX o Sham en grupos independientes se
evaluaran los siguientes objetivos:

e Medir la locomocion

e Cuantificar los acicalamientos y erguidos

Metodologia
Se utilizaron 52 ratas macho de la cepa Wistar de dos meses de edad. Se formaron 3 grupos de
2 subgrupos cada uno: subgrupo 1: ratas con OBX y subgrupo 2: ratas Sham. El primer grupo
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contd con 7 dias de recuperacion postcirugia, el segundo grupo 28 dias y el tercer grupo 105
dias. Posteriormente, se realizd la PCA, donde se evalud la locomocion y el nimero de
acicalamientos y erguidos.

Resultados y discusion

Nuestros resultados demuestran que 7 dias postcirugia OBX existe un aumento de la actividad
locomotora. De forma semejante, ratas macho Sprague-Dawley con OBX presentaron
hiperactividad en su “home cage” 3 dias postcirugia (7). De igual forma, nuestros resultados
revelaron que 28 dias postcirugia OBX aumenta la actividad locomotora, asi como la postura
erguida. Similar a la literatura previamente reportada, donde la OBX conduce a un aumento de
la conducta locomotora en la PCA 14 dias (8), 27 dias (4) y 29 dias (9) postcirugia en ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley. Ademas, (4) reporté un amento en la postura erguida. Por
otro lado, nuestros resultados no revelaron conductas motoras alteradas 105 dias postcirugia. De
forma contrastante han reportado aumento de la actividad locomotora 70 dias postcirugia, en
ratas de la cepa Sprague-Dawley con OBX (10). Estas alteraciones motoras en la PCA durante
un periodo agudo y subagudo sugieren un déficit para adaptarse a un ambiente nuevo. Sin
embargo, las investigaciones sobre cambios conductuales en un periodo crénico son escasos y
hasta donde sabemos, somos los primeros en reportar que la hiper-respuesta a la novedad
ambiental se revierte 105 dias postcirugia OBX.

Conclusiones
La rata Wistar macho con OBX presenta una hiper-respuesta a la novedad maxima en el dia 28
y extinguida en los 105 dias postcirugia.
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1. Introduccion

La depresion mayor (DM) os un trastorno mental
emocional, altamente debilitante (1). Los pacien-
tes mas avanzados con DM presentan una reduc-
cion del volumen del hipocampo (2). La bulbec-
tomia olfatoria (OBX) es un modclo animal de
depresion bien validado (3). Un cambio conduc-
tual del modelo OBX ampliamente aceplado es
un aumento de la conducta motora 27 dias postci-
rugia {4), ulilizando la prueba de campo abierto
{PCA). Estc comportamicnto sc ha interpretado
como una [alta de adaplacion a un entorno nove-
doso {5), y ha sido asociado con alteraciones en ¢l
hipocampo. ya que, es una region del cerebro in-
volucrada en la codificacion de la novedad am-
biental (6). Una hipotesis es, que las alteraciones
conductuales parecen depender del tiempo o evo-
lucién de la enfermedad. Por lo que, este estudio
se propuso imvestigar las alleraciones moloras
ocasionadas por la OBX cn periodos criticos

posteirugia en grupos independientes.

2. Objetivos

2.1 General

Lvaluar ¢l cfecto temporal de la OBX en la con-
ducta motora y su asociacion con el curso del
tiermpo,

2.2 Especificos

Después de 7, 28 y 105 dias de realizar la cirugia
OBX o Sham en grupos independientes se eva-
luaran los siguicntes objetivos:

. Medir la locomocion

. Cuantificar los acicalamientos y erguidos
-
3. Métodos
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novedad en la rata Wistar macho

4. Resultados
4.1 Efccto de 1a OBX en la PCA a los 7 dias postcirugia
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Figura 1. La OBX aumentd la actividad locomotora pere no el niimero de erguidos ¥ acicalamientos. Fig., A) Se observo una
dilerencia estadistica sigmficativa p= 0.0154. Fig., B) No se observo una dilerencia esladistica sigmficativa p= 0.1361. Fig., C) No
s¢ observo una diferencia estadistica significativa p=0.5023. Segan el andlisis “t student™ con diferencias entre las ratas OBX y
Sham, n—10 ratas por grupo. Sc considerd una probabilidad de {#*p<0.03) para considerarse significativo. Todos los datos son oxpre-
sados como lamedia = SEM

4.2 Efccto de 1a OBX en 1a PCA a los 28 dias postcirigia

A LOCOMOCION E. ERGUIDOS €. ACICALAMIENTOS
200 60
* :
ED . .
g ; g
=] H =4
=1 . &
I3 . - ]
S 1o i 1
g 4 R I
Iy - a
3 o E
50 =
[ I
SHAV ORX STAM OBX SHAM aBx

Figura 2. La OBX 6 Ta actividad loco a y el mimero de erguidos, pero no el nimero de acicalamientos. Tig.,
A) Sc observd una diferencia cstadistica significativa p— 0.0182. Fig., B) 8¢ observd una difercncia estadistica significativa p—
0.0021, Fig,, C) No s¢ observd una dilerencia estadistica sigm ficativa p— 0.9009, Segim ¢1 andlisis "t student” ¢on dilerencias en-
tre las ratas OBX y Sham, n=8 ratas por grupe. Se considerd una probabilidad de (¥p=0.03) para considerarse significativo. To-
dos los datos son expresados como la media + SEM.

4.3 Efecto de la OBX en la PCA a los 105 dias posteirugia
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Figura 3. La OBX no alteré la actividad locomotora, el namero de erguidos v acicalamientos. Fig., A) No se observé una
difercoeia estadistica significativa p— (0.8077. B) No sc obscrvd una difercucia estadistica significativa p— 0.6094. |
No se observd una dilerencia estadistica significativa p— 02116, Segin el andlisis *t student” con dilerenciag entre las ratas C
y Sham, n=8 ratas por grupo. Se considerd una probabilidad de (¥p<0.05) para considerarse significativo. Todos los datos son ex-
presados como la media L SEM.

5. Conclusion
La rata Wistar macho con OBX presenta una hiper-respuesta a la novedad nidixima en el dia 28 y extinguida en los
105 dias posteirugia.
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La depresion mayor es un trastorno mental altamente debilitante y los pacientes mas avanzados
presentan una reduccion del volumen del hipocampo. La bulbectomia olfatoria es un modelo
animal de depresion bien validado y entre los cambios conductuales las ratas muestran una
hiper-respuesta a la novedad ambiental asociada con alteraciones en el hipocampo, ya que, es
una region involucrada en la codificacion de la novedad. Sin embargo, las alteraciones
conductuales parecen depender del tiempo o evolucién de la enfermedad. Este estudio evaluo el
efecto temporal de la bulbectomia olfatoria en la rata Wistar macho en respuesta a la novedad
ambiental. Se utilizo la prueba de campo abierto, donde se analiz6 la locomocion, el nimero de
acicalamientos y erguidos en grupos independientes. Los resultados demostraron que 7 dias
postcirugia aumento la actividad locomotora; de igual forma, 28 dias postcirugia aumenté la
actividad locomotora, asi como la postura erguida. En contraste, 105 dias postcirugia no hubo
conductas motoras alteradas. Estas alteraciones motoras durante periodos agudo y subagudo
sugieren un déficit para adaptarse a un ambiente nuevo. Ademas, las investigaciones sobre
cambios conductuales en periodos cronicos son escasos. Hasta donde se tiene conocimiento, el
nuestro es el primer estudio en reportar que la hiper-respuesta a la novedad ambiental se revierte
105 dias postcirugia. En conclusion, la rata Wistar macho con bulbectomia olfatoria presenta
una hiper-respuesta a la novedad méaxima en el dia 28 y extinguida en los 105 dias postcirugia.
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Introduccion

La depresion mayor (DM) es un trastorno mental emocional, altamente debilitante (1). La
etiologia de la DM es heterogénea, ya que, varios factores, solos 0 en combinacion, pueden
predisponer al trastorno (2). Estudios post mortem de la corteza prefrontal (CPF) demuestran
hipertrofia de astrocitos en adultos jovenes comparado con adultos mayores, ambos
diagnosticados con DM, evaluados con la proteina acido fibrilar glial (GFAP) (3). La CPF se ha
asociado con funciones cognitivas y ejecutivas (4). La bulbectomia olfatoria (OBX) es un
modelo animal de depresion bien validado (5). En este modelo, es ampliamente reportado un
aumento de la locomocion 27 dias postcirugia (6) utilizando la prueba de campo abierto (PCA).
Este comportamiento se ha interpretado como una falta de adaptacion a un entorno nuevo (7).
Ademas, (6) reporta un aumento de erguidos en la PCA, este comportamiento representa
exploracion visual, auditiva, olfativa y somatosensorial (8;9). Una hipoétesis es, que las
alteraciones conductuales y astrociticas parecen depender del tiempo o evolucion de la
enfermedad. Ademas, (3) sugiere que la patologia de astrocitos podria ser un contribuyente
temprano a la etiologia de la DM. Por lo que, este estudio se propuso investigar los cambios
conductuales en la PCA y astrociticos de la CPF ocasionados por la OBX en periodos criticos
postcirugia en grupos independientes.

Objetivos

General

Evaluar el efecto temporal de la OBX en la conducta motora y en los astrocitos.

Especificos

Después de 7, 28 y 105 dias de realizar la cirugia OBX o Sham en grupos independientes se
evaluaran los siguientes objetivos:

o Analizar el comportamiento locomotor y frecuencia de erguidos
o Cuantificar los astrocitos positivos a GFAP en la CPF
o Evaluar la morfologia de los astrocitos en la CPF
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Metodologia

Se utilizaron 52 ratas macho Wistar de dos meses de edad. Se formaron 3 grupos de 2 subgrupos
cada uno: subgrupo 1: ratas con OBX y subgrupo 2: ratas Sham. EIl primer grupo cont6 con 7
dias, el segundo con 28 dias y el tercero con 105 dias de recuperacion postcirugia.
Posteriormente, se realiz6 la PCA e inmediatamente después se perfundi6 con paraformaldehido
para fijar y obtener los cerebros. Finalmente se recolectaron cortes coronales de CPF, para bio-
marcar a los astrocitos con el anticuerpo GFAP.

Resultados y discusion

Demostramos que la rata Wistar macho con OBX aumenta la locomocién en el dia 7 y hasta el
dia 28 postcirugia. Similar a la literatura previamente reportada, donde la OBX aumenta la
locomocion en la PCA a los 14 dias (10), 27 dias (6) y 29 dias (11). Estas alteraciones motoras
sugieren un déficit para adaptarse a un ambiente nuevo. Ademas, en el dia 28 postcirugia
aumento la frecuencia de erguidos en la PCA. De igual forma, (6) es el Unico en reportar un
aumento de la frecuencia de erguidos 27 dias postcirugia. Actualmente, somos los primeros en
demostrar hiperlocomocién durante un periodo de 7 dias post-OBX, asi como en reportar que
la hiper-respuesta a la novedad ambiental se revierte 105 dias post-OBX. Por otro lado, al
realizar el analisis morfologico y cuantificar los astrocitos positivos a GFAP en la CPF, las ratas
de 7 y 28 dias post-OBX tenian un mayor numero de astrocitos sin alteraciones morfoldgicas.
De forma semejante, (12) ha demostrado que las ratas Wistar con OBX exhiben aumentos del
nimero de astrocitos inmunorreactivos a GFAP en la CPF 2 meses después de la cirugia.
Nuestros resultados sefialan que esta alteracién conductual de la rata con OBX, no parece tener
relacion con la morfologia astrocitica en la CPF.

Conclusiones

La OBX induce hiperactividad en un entorno nuevo después de 7 dias y maxima en el dia 28
postcirugia, simultaneamente, con un aumento de astrocitos en la CPF. Estos cambios son
extinguidos a los 105 dias postcirugia.
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Modelo de depresién genera hiperactividad temporal a la novedad
ambiental y cambios astrociticos en la corteza prefrontal
3 MARIO ALBERTO BAUTISTA-CARRO"? Y JULIO CESAR MORALES-MEDINA®

Clinvestav 'Maestria en Ciencias Biologicas, Universidad Autonoma de Tlaxcala (UATx) ‘
ca RA *Centro de Investigacién en Reproduccion Animal, CINVESTAV

Introduccié 4. Resultados KiSReares
L Iptroducc10n 4.1 Efecto de la OBX en la PCA y astrocitos en la CPF 7 dias postcirugia
Estudios post mortem de la corteza prefrontal (CPF) Aidceuiccen Cenconad e
de pacientes diagnosticados con depresion mayor 50

(DM) demuestran hipertrofia de astrocitos en adul-
tos jovenes comparado con adultos mayores, evalua-
dos con la proteina écido fibrilar glial (GFAP)'. Por
lo que, se sugiere que la patologia de astrocitos po-
dria ser un contribuyente temprano a la etiologia de
la DM. La CPF se ha asociado con funciones cogniti-
vas y ejccuuvas La bulbectomia olfatoria (OBX) es
un modelo animal de depresion bien
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este modelo, es ampliamente reponado un aumento
de la locomocion 27 dias postcirugia® utilizando la
prueba de campo abierto (PCA). Este comportamien-
to se ha interpretado como una falta de adaptacion a

un entorno nuevo'. Ademas, se reporta un
de erguidos en la PCA*, este comportamiento repre-
senta exploracnon VISual auditiva, olfativa y somato-
sensorial®’. Una hipotesis es, que las alteraciones
conducluales y astrociticas parecen depender del
tiempo o evolucion de la enfermedad.

2. Objetivos

2.1 General

Evaluar el efecto temporal de la OBX en la conducta

motora y los astrocitos.

2.2 Especificos

Después de 7, 28 y 105 dias de realizar la cirugia

OBX o Sham en grupos independientes se evaluardn

los siguientes objetivos:

. Analizar el comportamiento locomotor, frecuencia
de erguidos y acicalamientos

. Cuantificar los astrocitos positivos a GFAP en la
CPF

. Evaluar la morfologia de los astrocitos en la CPF

3. Métodos
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Figura 2. La OBX aument6 la actividad locomotora y el niimero de astrocitos. Se observé una diferencia
estadistica significativa en A) p= 0.0154 y D) p= 0.0197. Segun el andlisis “t student™ con diferencias entre las ratas OBX y
Sham, n=10 ratas. Se consideré una probabilidad de (*p<0.05) para considerarse significativo. Todos los datos son expresados
como la media = SEM.

4.2 Efecto de la OBX en la PCA y astrocitos en la CPF 28 dias postcirugia

A LOCOMOCION B. ERGUIDOS C. ACICALAMIENTOS
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Dias 0 7 Figura 3. La OBX aument6 la actividad locomotora, el niimero de erguidos y el nimero de astrocitos.
- 5‘;‘!“‘”,’" g Se observo una d ificativa en A) p= 0.0182; B) p= 0.0021 y D) 0.0238. Segun el andlisis “t student” con
G 2 " ",'\':,ﬁ;‘?}r,', - diferencias entre las ratas OBX y Sham, n=8 y 9 ratas. Se consider6 una probabilidad de (*p<0.05; **p<0.01) para considerarse
=Sarupy, significativo. Todos los datos son expresados como la media + SEM
Cirugia OBX
o Sham PCA 4.3 Efecto de 1a OBX en la PCA y astrocitos en la CPF 105 dias postcirugia
P
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5. Conclusion

La OBX induce hiperactividad temporal a un entorno nuevo coincidente con un aumento de astrocitos en la CPF.
La alteracion conductual no parece tener relacion con la morfologia astrocitica.
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Olfactory bulbectomy induces time-dependent hyperlocomotion and gliosis in the male rat
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2Maestria en Ciencias Bioldgicas, UATx, CP 90070, Tlaxcala, México
Abstract

Background. Major depression disorder (MDD) induces a constellation of behavioral deficits
including difficulties to adapt to novelty. A working hypothesis of MDD include astrocytic and
microglia activation in the central nervous system. The prefrontal cortex (PFC) and
hippocampus are two brain regions affected in MDD. Olfactory bulbectomy (OBX) is a well-
known preclinical model of depression-related behavior in rodents.

Aims. In the present study, we tested the hypothesis that OBX induce alterations to adapt to a
novel environment as a result of gliosis in the PFC and hippocampus in a time-dependent
manner in the rat.

Methods. To test a possible lack of adaptation to novel places, we measured horizontal and
vertical behaviors in the open field test (OFT). To determine whether OBX modulated astrocytic
and/or glial expression, we measured the number and morphology of glial fibrillary acidic
protein and Ibal in the PFC and hippocampus. All these measurements were done in three
independent cohorts at three critical times after surgery: one, four and fifteen weeks.

Results. OBX rats presented hyperlocomotion in the OFT at one and four weeks after surgery,
interpreted as a failure of adaptation to novel environment. At four weeks after surgery, OBX
rats displayed increased rearing and grooming, suggesting alterations in stress-coping behaviors.
The number of astrocytes was increased in the PFC in OBX rats.

Conclusions. The data from this preclinical animal model supports the immunological theory
of MDD. These results add further support to the validity and usefulness of the OBX rat as a
model of depression.
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