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RESUMEN

Introduccion. El trastorno depresivo mayor (TDM) es una perturbacion mental, grave y
debilitante que afecta al sistema nervioso central (SNC). El TDM es considerado un problema
de salud publica debido a su alta prevalencia a nivel mundial, el cual, afecta dos veces méas a
mujeres que a hombres. En las etapas de la vida, en la que los niveles de estradiol disminuyen,
las mujeres presentan mayor susceptibilidad a padecer TDM. La etiologia de este padecimiento
es compleja y se ha asociado a factores psicosociales, genéticos y bioldgicos. La plasticidad
neuronal es un mecanismo que podria explicar la etiologia del TDM. La bulbectomia olfatoria
(OBX) es un modelo animal de depresion, puesto que la extirpacién de los bulbos olfatorios
(BO) genera un impacto en las funciones del SNC afectando a la corteza prefrontal (CPF),
hipocampo dorsal (HD) y amigdala basolateral (BLA). Objetivo. Evaluar los efectos de la OBX
en la morfologia dendritica neuronal de la CPF, HD y BLA en ratas de la cepa Wistar (macho
intactas y hembra ovarectomizada). Metodologia. Se estudié la morfologia dendritica de
neuronas piramidales en ratas con OBX macho y hembras, por medio de la tincion de Golgi-
Cox y el andlisis de Sholl. Resultados. En ratas macho con OBX, los resultados indican
hipertrofia de la arborizacion dendritica neuronal en la BLA. Mientras que, en la CPF capa V
hay reduccidn significa de la densidad de espinas. Sin embargo, no se muestran cambios para el
orden, longitud dendritica total (LDT), densidad y tipificacion de espinas para estas regiones.
De igual manera, las ratas macho con OBX no mostraron cambios significativos para la CPF
capa lll yel HD CAly CA3. Enel caso de las hembras, el anélisis estadistico no mostr6 cambios
significativos en ninguno de los parametros evaluados de las regiones analizadas. Conclusién.
La OBX en ratas macho de la cepa Wistar mostraron hipertrofia de la arborizacion dendritica
neuronal en la BLA. Mientras que en la CPF capa V hubo diminucion de la densidad de espinas.
Por lo anterior, podemos deducir que el modelo de la OBX induce pérdida de la estabilidad
sinaptica y por ende conduce a la interrupcion de los circuitos neuronales entre el sistema
limbico y cortical, que se encuentran involucrados en procesos afectivos y la formacion de

memoria.

10



INDICE

I, INTRODUGCCION ....oouiiiiiiiis ittt 13
1.1 Trastorn0 dePreSiVO MAYOT .......cc.couiierieriiiiaieeieieie ettt sr bbb ane e 13
1.2 EStradiol €N el TDIM ..ot 13
1.3 Sistema NervioSO CENTIAl..........coooiiiiiiiie e 14
1.4 Corteza Prefrontal ... 15
1.5 HIipocampPo AOrSaAl.......coiiiiiieiicic it 17
1.6 AMIQUAIA. ..ot 18
1.7 Arborizacion dendritica y espinas dendritiCas.........cocovvrerrereneienieneisese e 18
1.8  Plasticidad SINAPTICA ........cciveiiiiieiieie e nne s 19
1.9 Elolfato y 10S bulbos OIfatorios. ..........cccciiiiiiieieiesreeee e 21
1.10 Bulbectomia 0lfatoria..........cccoceiiiiiiciecce e 22

Il ANTECEDENTES ...ttt ettt sttt 24
2.1 ANtecedentes CIINICOS ....cvciveieiieii st 24
2.2 Elestrés cronico modifica la morfologia neuronal en la CPF ... 24
2.3  Estrés cronico y morfologia de dendritas en la CPF en ratas macho y
PEIMIDIAS. .. e 25
2.4  Tratamiento agudo con CORT y remodelacion dendritica en CPFy BLA ........ 26
2.5 Estrés repetido y morfologia de espinas dendriticas de la CPF en ratas macho 27
2.6 Glucocorticoides y neuromorfologia del hipocampo ..........ccccoceviiiiiciniiee 27
2.7  Estrés y cambios morfoldgicos en dendriticas neuronales del HD CA3............... 28
2.8 CORT y reorganizacion morfologica neuronal en HDCAL...........ccccoevveveiienen, 29
2.9 CORT e hipertrofia la morfologia neuronal en la BLA ...........ccooiiiiiiiiiini 30
2.10 Estrés por restriccion cronica y densidad de espinasen laBLA ...................... 30
2.11 OBXy atrofia la morfologia dendritica neuronal en ratas macho................... 31

L. JUSTIFICACION. ...ttt 33

IV,  HIPOTESIS ...ttt 34

V. OBJIETIVOS ...ttt bttt ettt st beereaneene e e s 34
T8 A CT=T o] o | SR SSPRSR 34
5.2 ESPECITICOS. ...viiuiiiteeii ettt ettt sttt et e e a e aa e reenaenna s 34

VI, METODOLOGIA......oiiieeeeeeeeeeetee et es et n sttt enee s 35
6.1  DisSefio eXPEriMENTAl .......cciiiiiiiie s 35-

11



6.2  Animales de eXpPerimeNntacCion ...........ccocveiiiieii i 35

(CT B O 1 ¢ U 1o [ £ W@ Y S OSOSRSR 36
6.4 CIrUGIA OBX .. oottt 36
6.5  Criterios de SEIECCION .......oviviiiiiii s 37
6.6  Criterios de eliMINACION ........cccoiiiiiiiiiiieiee e 38
6.7  Definicion de variables y escala de mediCiOn...........cc.ccocveveveieienieiese e 38
6.8  TECNICA UE GOIGI-COX..cuiiiiiiiiiieii ettt te e beaneennan 40
8.9 REVEIAUOD. ..ot 40
6.10  AnAlisis NeUromMOIfOIOQICO.........cuiiiieieiie e 41
6.10.1. Arborizacion dendIitiCa.........ccocviiririeieieie e e 41
6.10.2 Densidad y tipificacion de SPINAS .........c.cccveveeieiieii e 42
6.10.3 ANALISIS ESTAAISTICO ... cvveieieiieiiccir et 43
VIL. RESULTADOS ...ttt bbbttt nes 44
7.1  Arborizacion dendritica neuronal de la BLA y OBX en ratas macho................. 44
7.2 OBXYy densidad de espinas dendriticas en la CPF capa V de ratas macho........ 45
7.3 OBXy morfologia dendritica neuronal en la CPF capa Il en ratas................... 46
7.4  OBXy morfologia de neuronas piramidales en el subcampo CA1HD ............... 47
7.5 Morfologia de células piramidales de HD CA3 en ratas macho y hembra OBX 48
VI, DISCUSION DE RESULTADOS .......oooveieieieiieeesesieseesissesssssesesssesnessen s e 49
8.1 OBX e hipertrofia dendritica neuronal en BLA de ratas macho ........................ 50
8.2 OBXYy densidad de espinas dendriticas neuronales en la CPF capa Vv ............... 51
8.3 OBXy morfologia dendritica neuronal en HD CALY CA3.......ccccoeevevveieeieenn, 53
8.4 OBXy densidad y tipificacion de espinas en el sistema limbico- cortical ........... 54
IX.  CONCLUSION ..ottt 55
X PERSPECTIVAS..... ettt b ettt bbb saeere s e nee e 55
XI. REFERENCIAS ...ttt bbbttt 56
XII. GLOSARIO DE TERMINOS ..ottt 63
D T 1= 0 TSP PPT PP 64
13.1 Presentacion de trabajo libre en el 9no congreso virtual de ciencias quimico-
(o] To] oo (o= T SRRSO U TPV URURUPOPRRPIR 64

13.2 Presentacion de cartel en la X1V Jornadas de Ciencias Quimicas Dra.
R0SAlING Carrillo NUMBZ. .......eoiieiiie ettt sb e e beenaee s 65

13.3 Presentacion de seminario en la Maestria de Ciencias Bioldgicas de la
A T X et ettt ettt b ekt s s ettt b e bRt Rt R e AR R Rt Rt R e e Rt et et et e e benteereeneeneeneas 66

12



. INTRODUCCION
1.1 Trastorno depresivo mayor

El trastorno depresivo mayor (TDM) es una perturbacion mental grave y debilitante que afecta
al sistema nervioso central (SNC) (Guadarrama et al., 2006). Se caracteriza por presentar
anhedonia, desesperanza, culpa exacerbada, sintomas fisicos, deficiencia de memoria y reduce
la calidad de vida de los pacientes. En condiciones graves puede conducir al suicidio (Morales-
Medina et al., 2017a). EI TDM es considerado un problema de salud publica, con alta
prevalencia en la poblacion mundial (Sarré-Maluquer et al., 2013). Desde la adolescencia hasta
la edad adulta, la depresion se presenta dos veces mas en mujeres que en hombres (Vega-Rivera
etal., 2012).

La etiologia de la depresion es compleja y no se conoce la fisiopatologia de este desorden. Sin
embargo, se han propuesto varias hipétesis para explicarlo, entre los cuales se encuentran la
deficiencia de aminas biogénicas, factores genéticos, factores ambientales, inmunolégicos,
endocrinos y neurogénesis (Jesulola et al., 2018). Los primeros episodios depresivos surgen a
causa del estrés ambiental y/o a factores genéticos, que desencadenan respuestas inmunoldgicas
y endocrinas generando a largo plazo cambios en el SNC, tanto a nivel estructural como

funcional (Jesulola et al., 2018; Vega-Rivera et al., 2012).

1.2 Estradiol en el TDM

El género es una variable importante que influye en el TDM (Récamier-Carballo et al., 2012).
En las etapas en las que los niveles de estradiol disminuyen (perimenopausia y menopausia), la
susceptibilidad de la mujer a desarrollar TDM aumenta (Graziottin y Serafini, 2009). En el caso
de las ratas en la fase de estro y diestro y en ratas ovariectomizadas (OVX) se han evidenciado
comportamientos similares a la depresion y ansiedad (Kim et al., 2020). Debido a que la OVX
reduce las hormonas sexuales femeninas de forma similar a la disminucion que ocurre en
mujeres menopausicas (Kim et al., 2020).

El estradiol no solo influye en procesos reproductivos, sino que también produce efectos

biologicos en todo el cuerpo incluyendo el SNC durante el desarrollo y la edad adulta (Wolley

13



etal., 1990). El estradiol es sintetizado en el SNCy lleva a cabo diferentes funciones tales como,
modulacion de la homeostasis cerebral, la plasticidad sinaptica y proteccion neuronal
(Graziottin y Serafini, 2009). El estradiol cumple con estas funciones por medio de tres
mecanismos, el primero es la interaccion con receptores de estradiol citoplasmaticos, el segundo
es mediante la interaccion con proteinas de las vias de sefializacion y el ultimo es a través del
efecto antioxidante por el grupo hidroxilo del anillo A, que actia como neutralizador de
radicales libres (Barrera Ocampo et al., 2008).

En el SNC se encuentran dos tipos de receptores a estrogenos (RE), los REa y los RER,
distribuidos en el hipocampo, amigdala, hipotalamo, cerebelo, hipofisis anterior, corteza
cerebral en particular y la corteza prefrontal (CPF) (Tabla 1) (Vega-Riveraetal., 2012). Los RE
se encargan de regular la neurotransmision monoaminérgica y modular la plasticidad neuronal
(Vega-Rivera et al., 2012). Tanto el estradiol como sus receptores interactdan con diferentes
vias de sefalizacion, tal como, con la ruta PI3K/AKT/GSK3p (Barrera Ocampo et al., 2008).
En los estudios en ratas hembra adultas, la densidad de espinas dendriticas en neuronas
piramidales CA1 del hipocampo dorsal (HD) a medida que los niveles de estradiol disminuyen

(fase de diestro) (Wolley et al., 1990) y se reduce la actividad neuronal (Rachman et al., 1998).

Tabla 1. Distribucién de los receptores de estradiol en el SNC.

RE« REp
e Hipotalamo e Hipocampo
e Hipocampo CAly CA3 e Amigdala
e Corteza prefrontal e Hipofisis anterior

1.3 Sistema nervioso central

El SNC controla todas las funciones corporales, ademas tiene la capacidad de percibir y
responder a estimulos externos e internos (Camacho Ugarte et al., 2020). Esta compleja
estructura integra, coordina y controla las interacciones de un organismo con su medio
(Camacho Ugarte et al., 2020). EI SNC esta conformado por el encéfalo y la médula espinal, el
encéfalo a su vez se divide en tres: prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo (Aguilar-Morales,
2011). El prosencéfalo es la parte anterior del cerebro y estd dividido en él diencéfalo y

telencéfalo. En este ultimo se encuentra la corteza cerebral, el sistema limbico y los ganglios
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basales (Fig.1) (Aguilar-Morales, 2011). Para llevar a cabo el funcionamiento del SNC, la
diferentes estructuras que conforman al encéfalo y la medula espinal se comunican a través de
numerosas Vvias nerviosas (Camacho Ugarte et al., 2020), la identificacion de las vias nerviosas
y sus mecanismos moleculares son de ayuda para comprender la fisiopatologia del TDM (Perez-
Padilla et al., 2017).

Sistema limbico \

Telencéfalo - | Corteza cerebral

Prosencéfalo

Diencéfalo Ganglios basales

| Encéfalo T{ | Mesencéfalo

SNC Rombencéfalo

Médula
espinal

Figura 1. EI SNC esta conformado por diversas estructuras que se comunican a través de numerosas vias nerviosas,
para llevar a cabo la integracién, coordinacion y control de las interacciones de un organismo con su medio
(Camacho Ugarte et al., 2020).

1.4 Corteza prefrontal

La CPF se encuentra ubicada en la parte rostral del I6bulo frontal, posee conectividad con el
nucleo mediodorsal del tdlamo (Puig Velasco et al., 2019). En humanos, la CPF es una region
de las més desarrolladas, ya que participa en el procesamiento de la memoria, en la toma de
decisiones, en el desarrollo de conductas motivadas y mantiene relacién en procesos
emocionales (Sanchez-Navarro y Roman, 2004a; Valdés y Torrealba, 2006a). Se encuentra
dividida en la corteza orbitofrontal, medial y dorsolateral, siendo esta Gltima la méas desarrollada
(Guyton y Hall, 2011). En ratas se localizan tres regiones analogas a la CPF: lateral, orbital y
medial. Esta Ultima se subdivide en cingulada anterior (Cgl), prelimbica (PL) e infralimbica
(Puig Velasco et al., 2019). La actividad de estas subdivisiones se ha relacionado con funciones
cognitivas, conducta motora, social, afectiva y mnemonica (Puig et al., 2004). La importancia
de la CPF se debe a su amplia conectividad con distintas regiones del SNC, lo que hace de ésta
una region integradora de informacion, con funciones sumamente desarrolladas (Sanchez-

Navarro y Roman, 2004a; Silva, 2005). Ademas, las interconexiones de la CPF con la amigdala
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y el hipocampo se han relacionado con el control de las emociones (Fig. 2) (Puig et al., 2004).
Por lo anterior, el desempefio anormal de la CPF podria ser critico y con llevar a la aparicion de

alteraciones emocionales (Sanchez-Navarro y Roman, 2004).

Figura 2. La CPF interconecta con
la amigdala (BLA) y el hipocampo
' ' dorsal (HD), y en conjunto
participan en el control del

CPF HD BLA comportamiento emocional.

-
-

La CPF esta conformada principalmente por neuronas piramidales (~75-80% del total de la
poblacion neuronal) glutamatérgicas (Puig et al., 2004). Las neuronas piramidales tienen un
soma cuyo perimetro es de aproximadamente 25-50 pum, tienen también dendritas basales y una
dendrita apical que proyecta hacia las capas superficiales de la CPF (Fig. 3) (Puig et al., 2004).
La CPF esta constituida por diferentes capas y de éstas depende el tipo de proyeccion neuronal
(Puig et al., 2004). Las neuronas de la capa Il y 111 proyectan a otras areas de la corteza mientras
que, las de la capa VI al tAllamo y a zonas corticales, las de las capas V y Vla envian sefiales
eferentes hacia estructuras subcorticales (Puig et al., 2004). La importancia de las neuronas de
la capa Il es que utilizan como transmisor a los aminoacidos excitatorios como aspartato y
glutamato, ademas esta capa contiene fibras de asociacion callosa y cortical (Puig et al., 2004).
Por su parte, la capa V se encuentra conformada por dos tipos de células bipolares no espinosas,
unas inhibitorias y otras excitatorias. Esta capa contiene células piramidales mas grandes, que
proyectan a axones de neuronas del cuerpo estriado y descienden a los ganglios basales, tallo

cerebral y médula espinal (Zhang, 2004).
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~ Figura 3. Neuronas de la CPF capa

i ' "( - " [11'y V. Las neuronas piramidales de
T / AN la capa Il (A) también conocida
' , A~ | como piramidal ~ externa,  se
— it caracterizan por ser tener un soma de
menor tamafio en comparacion a las

neuronas de la capa interna o capa V

B '& L (B) (modificado de Spruston, 2008).

1.5 Hipocampo dorsal

El hipocampo es una estructura limbica, ubicada en el lébulo temporal que va desde el
hipotdlamo a la amigdala (Olivares Hernandez et al., 2015). El hipocampo es una estructura
reconocida como principal sitio neurogénico (Camacho Ugarte et al., 2020). La funcion de esta
estructura es la adquisicion del aprendizaje espacial y de la memoria tanto a largo como a corto
plazo en humanos, primates y roedores (Fanselow y Dong, 2010; Olivares Hernandez et al.,
2015).

A lo largo del eje longitudinal, el hipocampo se divide en tres partes: dorsal, intermedia y ventral
(Fanselow y Dong, 2010), y a lo largo del eje transversal en CA1l, CA2, CA3 y giro dentado
(DG) (Fig. 4) (Yang y Wang, 2017). EI HD se asocia con la navegacion espacial y la memoria
episddica (Yang y Wang, 2017). Esta estructura del SNC mantiene conexion con areas
procedentes a regiones corticales a través de la via perforante, la cual se origina en la corteza
entorrinal (CE). Ademas, el HD se caracteriza por poseer alta concentracion de receptores a
glucocorticoides y glutamato (Yang y Wang, 2017).

La citoarquitectura del hipocampo fue establecida por Ramon y Cajal (1901), en la cual
mostraron las propiedades morfoldgicas de las neuronas piramidales CA1 de tamafio pequefio y
CA3 neuronas piramidales de mayor tamafio (Fanselow y Dong, 2010). La regién dorsal CA1
se caracteriza por contener mayor densidad y selectividad de células que codifican la ubicacién
espacial (Fanselow y Dong, 2010). Las neuronas de la subregion CA1 tienen un soma de
aproximadamente 20 um de didmetro y una longitud de ~120 a 135 um, ademas, reciben
proyecciones de los axones neuronales CA3 (Olivares Hernandez et al., 2015). Mientras que,

las células piramidales de la subregion CA3 presentan un cuerpo celular de aproximadamente
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30 um y una longitud de ~300 a 270 um (Ishizuka et al., 1995). Las neuronas de la region CA3
proyectan sus axones hacia las dendritas de las neuronas CA1 y hacia todo el hipocampo a través

de proyecciones comisurales, entre hemisferios (Olivares Hernandez et al., 2015).

Cuerno de Amda (CA)

Figura 4. Division anatémica
1 del hipocampo. El hipocampo se
jggliaoooudoal | Caudal encuentra dividido en la corteza
L < oo . ,
o s subicular, el cuerno de Amon
Q! et que se divide en, CAl, CA2,
e CA3 y GD. (Tomado de
Camacho Ugarte et al., 2020).

1.6 Amigdala

La amigdala es una estructura subcortical, localizada en la porcion medial del I6bulo temporal
de los mamiferos, conformada por un grupo de ndcleos: el nucleo basolateral, centromedial y
cortical (Torres et al., 2001; Benarroch, 2015). La amigdala basolateral (BLA) contiene al
nacleo lateral (LA), basal (BA) y basomedial (BM) (Yang y Wang, 2017). Funcionalmente, la
BLA pertenece al sistema limbico y se encarga del procesamiento de informacion que recibe
del entorno, capta los estimulos para el reconocimiento de las emociones y el comportamiento,
tanto en animales como en humanos (Benarroch, 2015; Yang y Wang, 2017), puesto que,
mantiene conexiones reciprocas con otras estructuras limbicas y corticales (Sanchez-Navarro y
Roman, 2004). La BLA tiene una composicion neuronal similar a la corteza cerebral, en su
mayoria por neuronas piramidales glutamatérgicas espinosas e interneuronas &cido y-
aminobutirico (GABA)érgicas, moléculas inhibitorias del SNC (Benarroch, 2015). En humanos,
la BLA implicada en enfermedades emocionales y pérdida de la memoria, como la enfermedad
de Alzheimer, ansiedad y depresion (Yang y Wang, 2017).

1.7 Arborizacion dendritica y espinas dendriticas

Las dendritas neuronales se encuentran ramificadas y poseen una longitud menor a un milimetro

(Fiala et al., 1999). Esta organizacion tridimensional del arbol dendritico neuronal permite
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determinar la capacidad de procesamiento de informacion de las células neuronales (Ishizuka et
al., 1997). La importancia de las dendritas es que se encuentran involucradas en la comunicacion
sinaptica dado que poseen espinas a lo largo de toda la longitud dendritica (Fiala et al., 1999),
ayudan al procesamiento de informacion tanto externa como interna para que el SNC genere
una respuesta (Kulkarni y Firestein, 2012a).

Las espinas dendriticas de las neuronas son pequefias protuberancias membranosas, delgadas y
especializadas del eje dendritico, y son el sitio en donde ocurre mas del 90% de todas las sinapsis
excitatorias del SNC (Qiao et al., 2016). Las espinas dendriticas segun su morfologia se
clasifican en cuatro tipos: delgadas, hongo, gruesas y bifurcadas (Fig. 5). Las espinas tipo hongo
presentan una cabeza grande y cuello estrecho, ademas, tienen la capacidad de formar sinapsis
fuertes (Bloss et al., 2011). Las espinas delgadas son aquellas que tienen la cabeza més pequefia
y cuello estrecho, y a diferencia de las espinas en forma de hongo forman sinapsis débiles
(Chidambaram et al., 2019). Las espinas gruesas que no muestran limitaciones entre la cabeza
y el accesorio al eje, y las ramificadas que tienen dos cabezas unidas a un cuello estrecho
(Chidambaram et al., 2019).

Tipo delgada

deleers el AP ssson 2:
Tipo hongo Figura 5. Las espinas dendriticas
presentan diferentes formas y tamafios
1‘ )41‘rl11 segun su grado de madurez, siendo las
Tipo gruesa de tipo hongo las mas maduras y con

mayor estabilidad y las de tipo delgada
'l""‘z‘.“"‘."‘l“"“"""‘“‘“ se consideran mas inestables (Tomado

Sin clasificar Tipo bifurcada de Spruton, 2008).
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1.8 Plasticidad sinaptica

Las sinapsis quimicas son conexiones que transmiten informacién desde las neuronas
presinapticas a las postsinapticas, y se encargan de modular el flujo de informacién de los
circuitos nerviosos (Valencia y Colin, 2017). EI SNC se modifica en respuesta a cambios en el
ambiente, lo que conlleva a cambios estructurales de neuronas y a este proceso se le conoce
como plasticidad (Kolb y Whishaw, 1998). Las dendritas y las espinas dendriticas son capaces

de modificar su estructura para formar o eliminar sinapsis como respuesta a la experiencia (Kolb
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etal., 2017). La plasticidad sinaptica esta regida por diversas modificaciones tanto estructurales
como funcionales, la potenciacion a largo plazo (LTP), la sinaptogénesis y la remodelacion
dendritica y axonal (Bello-Medina et al., 2021).

La plasticidad neuronal se ha medido utilizado la tincion de Golgi Cox (Kolb y Whishaw, 1998).
La tincion de Golgi Cox es una técnica histologica utilizada para el estudio de la morfologia
neuronal en tercera dimension (Mi-Yeon Kim et al., 2013). Este método se fundamenta en el
principio de impregnacién metalica de las neuronas, y permite la visualizacion del cuerpo
celular completo y el arbol dendritico (Mi-Yeon Kim et al., 2013). La arborizacion dendritica
es una estructura dindmica ramificada, esencial en la plasticidad estructural y funcional del
cerebro (Kulkarni y Firestein, 2012a). Representa el 75% del volumen de una neurona, lo que
lo convierte en el sitio principal de impulsos excitadores e inhibitorios (Torres-Fernandez et al.,
2007). Los procesos de plasticidad en la arborizacion dendritica se manifiestan a través de la
extension y retraccion de las dendritas (Kulkarni y Firestein, 2012a). Por lo tanto, el patron de
ramificacion y longitud dendritica total (LDT) permiten determinar el nimero y distribucion de
conexiones sinapticas que se encuentran en una neurona (Kulkarni y Firestein, 2012a).

Debido a que en mayor parte las sinapsis excitatorias ocurren en las espinas dendriticas, la
plasticidad sinéptica de las espinas se ve asociada a la modificacion de su estructura y nimero
para formar o eliminar sinapsis en cuestion de minutos (Kolb et al., 2017). EI nimero de espinas
dendriticas varia de aproximadamente 1 a 10 espinas/um de longitud por dendrita, la cual,
depende del tipo de neurona y la etapa de desarrollo en la que se encuentra (Chidambaram et
al., 2019). La densidad de espinas dendriticas depende de diversos factores, como terapias
farmacoldgicas, hormonales, aprendizaje y condicion patolégica (Chidambaram et al., 2019), la
variacion en la forma de las espinas dendriticas se ha asociado a diferentes procesos del SNC.
La presencia de espinas delgadas esta relacionada con procesos cognitivos como el aprendizaje,
las de tipo hongo con memoria, y las gruesas como reguladores de la excitabilidad a través de
la regulacion del ion calcio (Bello-Medina et al., 2021). Estos cambios en la estructura y funcion
de las espinas dendriticas determinan la estabilidad y fuerza sinaptica que ejercen sobre la
funcién neuronal (Bloss et al., 2011). Siendo las espinas en forma de hongo las mas estables y

las delgadas las de menor estabilidad (Chidambaram et al., 2019).
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La plasticidad sinaptica en las espinas dendriticas requiere tres eventos. En el primero, la actina
cambia de la fase de equilibrio hacia f-actina; en el segundo, la molécula de actina se acumula
en la cabeza de la espina y finalmente hay una expansion de las espinas dendriticas (Fig. 6)

(Hayashi Yasunori y Majewska Ania, 2005).

Figura 6. Esquema que muestra el proceso
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" contacto con una terminal axoénica. La

molécula de actina se acumula en la cabeza

!

7‘”‘.’ de la espina. Se produce un complejo
drebrina-actina indispensable para la
- A — maduracion de las espinas. (Modificado de
‘ll Soria Fregozo y Pérez Vega 2012).
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En algunas enfermedades neuroldgicas humanas, como el estrés cronico, se ha observado la
remodelacion en la morfologia dendritica, que se caracteriza por la reduccién en el tamafio y
longitud del arbol dendritico (Valencia et al., 2018). Asi mismo, el cambio en nimero, tamafio
y forma de las espinas dendriticas es importante para la plasticidad sinaptica, importantes para
el aprendizaje y la memoria (Qiao et al. 2016). Estos cambios en la morfologia neuronal se
deben al aumento o disminucidn en el nimero de contactos sinapticos, y pueden ser a largo o

corto plazo, degenerativos o protectores (Qiao et al., 2016).

1.9 El olfato y los bulbos olfatorios

El olfato es un sentido sensorial y quimico que nos permite distinguir moléculas volatiles u
odoriferas que se encuentran dispersas en el aire y dicho proceso se lleva a cabo en los bulbos
olfatorios (BO) (Barros y Claro, 2017). Los BO son extensiones bilaterales del telencéfalo
rostral, los cuales, se encuentran organizados como glomérulos individuales, y se consideran un
sistema unico y dindmico (Fuentes et al., 2011; Morales-Medina et al., 2017a). La accion de los
BO es transmitir actividad nerviosa desde los receptores olfatorios a los centros olfativos
superiores involucrados en las conductas motivadas, y mantienen conexion con diversas areas

mesocorticales y subcorticales (Fig.7) (Cain, 1974; Morales-Medina et al., 2017a).
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Los mamiferos cuentan con dos sistemas olfatorios que les permiten recibir sefiales quimicas
del ambiente: el sistema olfatorio principal y el sistema olfatorio accesorio o vomeronasal
(Fuentes et al., 2011). El sistema olfatorio accesorio, posee receptores que se encuentran en el
organo vomeronasal, y envian proyecciones al BO accesorio, y a partir de alli viaja a diferentes
regiones del SNC (Barros y Claro, 2017). El sistema olfatorio principal se encuentra constituido
por receptores olfatorios que estdn localizados en el epitelio olfativo. Estos envian fibras
nerviosas al BO en donde se realiza el primer cambio neuronal, y proyectan a la corteza cerebral
y al sistema limbico (Fuentes et al., 2011). La elaboracion de las respuestas en los BO es
modulada por diferentes interneuronas GABA vy a través de proyecciones centrifugas recibidas
desde centros nerviosos superiores (Gracia, 2008). Las proyecciones centrifugas proceden de
tres areas subcorticales: aferencias colinérgicas y GABA procedentes del septo-banda diagonal
a las serotoninérgicas procedentes del rafe y a las noradrenérgicas procedentes del locus
coeruleus (Gracia, 2008).

Existen alteraciones sensoriales como el procesamiento auditivo, visual y olfativo en pacientes
con trastornos del estado de animo (Hasegawa et al., 2022). Los pacientes con TDM muestran
una deficiencia en su capacidad para identificar olores (Morales-Medina et al., 2017b). Ademas,
muestran disminucién en el volumen del BO y conectividad funcional aberrante entre regiones
cerebrales que ayudan al procesamiento olfativo (Hasegawa et al., 2022). Por lo anterior, la

extraccion de los BO en roedores se ha utilizado como de comportamiento similar a la depresion.

1.10 Bulbectomia olfatoria

Los modelos animales han sido empleados en la investigacion para extrapolar la anatomia y
fisiologia humana, y con ello la basqueda de conocimientos cientificos y médicos (Robinson et
al., 2019). Existen diferentes modelos animales de depresion que ayudan a comprender la
etiologia de la enfermedad y buscar nuevos blancos terapéuticos para un mejor tratamiento
(Matthews et al., 2005). Se han desarrollado numerosos modelos animales que permiten estudiar
los sintomas del TDM, asi como alteraciones en el comportamiento (anhedonia, disminucion

del apetito sexual, alteraciones del suefio y del apetito) (Cain, 1974; Song y Leonard, 2005).
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La bulbectomia olfatoria (OBX) en roedores consiste en la extraccion bilateral de los BO
(Cassano y Argibay, 2009). La OBX ha sido considerada como un modelo animal de depresion
puesto que, la extirpacion de los BO genera cambios funcionales del SNC. Se han encontrado
cambios conductuales como irritabilidad, hiperactividad y déficits de memoria similar a
pacientes con TDM (Cain, 1974; Kelly et al., 1997). La OBX también induce alteraciones en el
metabolismo de neurotransmisores noradrenérgicos, serotoninérgicos, colinérgicos,
GABAEérgicos y glutamatérgico en areas del SNC como la CPF (Kelly et al., 1997). También,
se han encontrado cambios en el sistema inmune, como la desregulacion de interleucinas
presentes en procesos inflamatorios (Song y Leonard, 2005), y alteraciones endocrinas
relacionadas al eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HPA) con aumento en los niveles de
corticosterona (Radley et al., 2004).

El modelo de la OBX produce cambios importantes como consecuencia de la degeneracion
anterograda y retrograda en neuronas de areas relacionadas con los BO como son la amigdala,
el hipocampo y la CPF que forman parte del sistema limbico-cognitivo (Song y Leonard, 2005).
Como consecuencia, hay alteraciones en la plasticidad sinaptica en los brotes neuronales, en la
morfologia de las espinas dendriticas y pérdida de la inervacion en general. El modelo de la
OBX ha mostrado revertir los sintomas de la depresion después del tratamiento crénico con
antidepresivos (Kelly et al., 1997; Cassano y Argibay, 2009). Estos cambios que presentan las
ratas después de la OBX son similares a los que se observan en pacientes con TDM, por lo cual
se ha considerado un modelo de depresién y no solo un medio para probar antidepresivos (Kelly
etal., 1997).
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Figura 7. La ablacion de los BO irrumpe conexiones eferentes con areas mesocorticales y subcorticales. La via
mesocortical es una de las principales vias dopaminérgicas esencial en la funcidn cognitiva. La via subcortical
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involucra regiones en donde se llevan a cabo funciones complejas como la memoria, emociones, placer y
produccion de hormonas. Actlia como centro de informacion del SNC, ya que modulan informacion que va hacia
diferentes partes del SNC (Kelly et al., 1997).

Il ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes clinicos

Se han realizado estudios conductuales, electrofisiologicos y neuromorfoldgicos para
comprender la etiologia de la depresion, sin embargo, todavia hay muchas areas de
conocimiento por comprender. Diaz-Villa y Gonzalez-Gonzéalez (2012) indican que los
pacientes con TDM tienen diferencias en el tamafio de diferentes estructuras del SNC, como
hipocampo, amigdala y CPF. En un estudio realizado en hombres y mujeres con TDM se
encontrd reduccién en el volumen del hipocampo, sin embargo, la reduccion fue mayor en el
hipocampo izquierdo en comparacién al derecho (Campbell et al., 2004 citado en Diaz-Villa y
Gonzalez-Gonzalez, 2012). Ademaés, cambios en el metabolismo y en el tamafio de neuronas.
También se observa que pacientes con TDM presentan reordenamientos neuronales en esas
mismas regiones (hipocampo, amigdala y CPF) (Rajkowska et al., 1999; Stockmeier et al., 2004;
Cotter et al., 2005; Hercher et al., 2009 citados en Morales-Medina et al, 2013B). El eje limbico-
cortical participa en procesos cognitivos influenciados por estrés cronico. Por lo tanto, la CPF,
HD y BLA son regiones implicadas en la regulacion de los aspectos afectivos y conductuales
del TDM (Garret y Wellman, 2009).

2.2 El estrés cronico modifica la morfologia neuronal en la CPF

Cook y Wellman (2004) realizaron un estudio sobre los efectos del estrés de restriccién por
inmovilizacion diaria sobre la neuromorfologia en la CPF. El objetivo fue determinar si existen
cambios en la morfologia de células piramidales de las capas Il y Ill en respuesta al estrés
crénico. Para la metodologia se utilizaron ratas macho expuestas a 3 h de estrés de restriccion

diaria durante 3 semanas. Usando la técnica de Cox-Golgi. En este estudio se demostro
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reduccion significativa en el namero y longitud de ramas dendriticas apicales en animales

estresados (Fig. 8). Lo que sugirié cambios funcionales en la CPF (Cook y Wellman, 2004).

2d bR " R G AR Figura 8. EI estrés reduce el
o — . 2, 0| S Eovemden nimero de ramificaciones (A) y
= z longitud dendritica (B) en CPF
2 g " capa Il-1ll en ratas macho.
= o = . (Modificado de Cook vy
2 = w i Wellman, 2004).
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2.3 Estrés cronico y morfologia de dendritas en la CPF en ratas macho y hembras

Garrett y Wellman (2009) realizaron un estudio en donde examinaron las diferencias sexuales
sobre los efectos del estrés cronico en la morfologia dendritica en la CPF. Este estudio tuvo
como objetivo evaluar los efectos del estrés cronico sobre la morfologia dendritica en la CPF,
las diferencias de sexo y la dependencia de estrgenos. En el experimento 1, sometieron a ratas
macho y hembra a 3 horas de inmovilizacion diaria durante una semana. Los tejidos cerebrales
fueron procesados mediante la tincién de Golgi-Cox y se obtuvieron neuronas de las capas Il y
I11. Los resultados mostraron que hubo reduccion del nimero y longitud de las ramas dendriticas
apicales en ratas macho (Fig. 9A), mientras que en las hembras hubo aumento de la longitud
dendritica apical como respuesta al estrés (Fig. 9B). Posteriormente, evaluaron si el estradiol es
capaz de mediar la hipertrofia que presentaron las dendritas neuronales en ratas como
consecuencia del estrés. En este experimento utilizaron ratas hembra OVX y OV X simuladas,
las cuales fueron tratadas con o sin remplazo de estradiol. Los cerebros fueron procesados con
tincion de Golgi-Cox. Los resultados indican que ratas OV X simuladas y OVX con implantes
de estradiol tuvieron aumento en las dendritas apicales por efectos de estrés (Fig. 9C). Mientras
que en ratas OVX sin remplazo de estradiol hubo interrupcion en el aumento de dendritas
apicales por el estrés (Fig. 9D). Esto llevo a la conclusién de que el aumento dendritico apical

en ratas hembra es dependiente del estradiol (Garrett y Wellman, 2009a).
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Contr Figura 9. El estrés crénico modifica la morfologia
dendritica neuronal en la CPF de ratas macho y
hembras. Las ratas macho sometidas a 3 hora de
inmovilizacién diaria durante una semana presentan
reduccion de la arborizacién dendritica (A) e
hipertrofia la morfologia dendritica en hembras (B).
Las ratas OV X simuladas y OVX con implantes de
estradiol presentan hipertrofia dendritica apical
como respuesta al estrés (C), mientras que las ratas
OVX sin remplazo de estradiol muestran mediacion
en el aumento dendritico apical (D). (Modificado de
Garrett y Wellman, 2009).
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2.4 Tratamiento agudo con CORT y remodelacion dendritica en CPFy BLA
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Kim et al., (2014) estudiaron los cambios que produce el tratamiento agudo con CORT en
neuronas de regiones que se encargan de la regulacién de comportamientos de ansiedad como
la CPF y BLA. Para su estudio utilizaron ratas macho de la cepa Sprague dawley (SD) con 6
semanas de vida. Se hicieron 8 grupos asignados aleatoriamente y sometidos a diferentes
tratamientos: 3 d-vehiculo, 3 d-CORT, 6 d-vehiculo, 6 d-CORT, 12 d- vehiculo, 12 d-CORT,
20 d-vehiculo y 20 d-CORT. Los resultados mostraron que el tratamiento agudo con CORT
induce remodelacion dendritica neuronal en la BLA y CPF a diferentes cursos de tiempo (Fig.
10). Estos resultados indican que los episodios de ansiedad inducidos por el estrés son

consecuencia de la remodelacion dendritica tanto de la BLA como la CPF (Kim et al., 2014).
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Figura 10. Atrofia de la morfologia dendritica neuronal en la BLA y CPF. El tratamiento con CORT indujo
reduccion de la arborizacion dendritica a los 3 y 6 dias posteriores al tratamiento en la CPF (A). En cuanto a la
BLA, las neuronas presentaron aumento de la arborizacion dendritica a los 12 dias después del tratamiento agudo
con CORT (B). (Modificado de Kim et al., 2014).

2.5 Estrés repetido y morfologia de espinas dendriticas de la CPF en ratas macho

El estrés repetido modifica la poblacion de espinas, mostrando disminucién de espinas grandes
y aumento en las espinas pequefias. El estrés repetido redujo la densidad de espinas en las celulas
piramidales de la capa Il y Il (Fig. 11). Estos cambios sugieren que las espinas dendriticas
tienen problemas de maduracion y estabilizacion después del estrés repetido (Radley et al.,
2008).

3.54 Apical+Basal Figura 11. El estrés repetido reduce la densidad de espinas
= 1% dendriticas. El estrés repetido genera disminucion de la
5. ¥ * < densidad de espinas dendriticas en la CPF de las capas Il y Il
g 3.0+ en ratas macho SD. (Modificado de Radley et al., 2008).
=
£ 254
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2.6 Glucocorticoides y neuromorfologia del hipocampo

Woolley et al. (1990) realizaron un estudio para demostrar que la exposicion cronica a
glucocorticoides altera la morfologia dendritica de celulas neuronales en el hipocampo de ratas
adultas. Los resultados muestran reduccion en el orden de ramificacion y LDT apical en
neuronas piramidales CA3 (Fig. 12). Para la dendritas basales CA3, la exposicion prolongada a
CORT no causo efectos sobre la morfologia dendritica. Asi mismo, las celulas piramidales en
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HD CA1 no presentaron cambios morfoldgicos significativos entre los animales tratados con
CORT en comparacion al grupo control. Estos resultados podrian ser indicativos de alteraciones
estructurales que ocurren en condiciones fisioldgicas en las que los niveles de corticosterona se
encuentran elevados (Woolley et al., 1990).

Longitud dendritica total (LDT) presente en una seccion de 100 pm de espesor

Los valores representacdos como la media £ el error estandar de la media, n se Figura 12. La exposicién cronica a
refiere al numero de animales en cada grupo de tratamiento. Los datos se . .
anslizaron con un andlisis de varanza unidireccional seguido de corticosterona  altera la  morfologia
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. . CA3. (Modificado de Woolley et al.,
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2.7 Estrés y cambios morfoldgicos en dendriticas neuronales del HD CA3

El HD es vulnerable a acciones dafiinas tales como, la estimulacion repetitiva y la exposicion
constante a glucocorticoides exdgenos. Watanabe et al. (1992) investigaron los efectos del estrés
por restriccion cronica en neuronas piramidales CA3. Para este estudio manejaron ratas macho
de la cepa SD macho de 250-280 g de peso corporal, los animales se sometieron a estrés por
restriccion en mallas de alambre, durante 6 horas diarias, por tres semanas. Los resultados
mostraron que las neuronas basales del HDCA3 no mostraron cambios morfologicos como
efecto al estrés cronico (Fig. 13). Sin embargo, el estrés redujo el aumento de peso (Watanabe
etal., 1992).
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2.8 CORT y reorganizacién morfoldgica neuronal en HDCA1

Los niveles elevados de corticosteroides se han asociado a patologias como el TDM. Por lo
tanto, la administracion cronica de CORT en roedores se ha propuesto como un modelo animal
de estrés induciendo comportamientos similares a la depresion (Gregus et al., 2005 citado en
Morales-Medina et al., 2009). En el estudio de Morales-Medina et al., 2009 se propusieron
evaluar los efectos de 3 semanas de tratamiento con CORT sobre la morfologia dendritica
neuronal en BLA y el subcampo CA1 del HD en ratas adultas. El andlisis morfol6gico mostro
que laadministracion cronica de CORT provoca hipotrofia morfologica de neuronas piramidales
en hipocampo CA1 (Fig. 14a). Este tratamiento no mostro efectos sobre la morfologia dendritica
neuronal en BLA (Fig. 14b) (Morales-Medina et al., 2009).
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Figura 14. Los animales tratados con CORT presentaron hipotrofia de la morfologia dendritica de células
piramidales en HD CAL (a). Mientras que el tratamiento no indujo cambios morfol6gicos en neuronas piramidales
de BLA (b). (Modificado de Morales-Medina et al., 2009).
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2.9 CORT e hipertrofia la morfologia neuronal en la BLA

La BLA es unaregion con alta concentracion de receptores a glucocorticoides. Mitra y Sapolsky
(2008) plantearon la hipdtesis de que estrés induce la produccién de niveles altos de
glucocorticoides, los cuales pueden afectar a las neuronas amigdaloides. Para probar esta
hipdtesis utilizaron ratas tratadas de forma aguda (1 sola dosis) y cronica (10 dosis diarias) con
CORT. Posteriormente, evaluaron la conducta y los cambios morfoldgicos a los 12 dias después
del tratamiento entre ambos grupos. Los resultados mostraron que el tratamiento agudo induce
hipertrofia dendritica en neuronas de la BLA (Fig. 15). Por lo tanto, concluyeron que la
plasticidad neuronal de la BLA es demasiado sensible ante los efectos del estrés (Mitra y
Sapolsky, 2008).
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B Y- 12 posteriores al tratamiento. (Modificado de
- < gE 5 Mitra y Sapolsky, 2008)
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2.10 Estrés por restriccidn cronica y densidad de espinas en la BLA

La BLA estd caracterizada por ser una region de almacenamiento de recuerdos tanto
atemorizante como estresante (Mitra et al., 2005). Mitra et al. (2005) investigaron los efectos
del estrés por inmovilizacién crénica (CIS) y aguda en la densidad de espinas dendriticas en la
BLA de ratas macho de la cepa Wistar. Los resultados indicaron que el CIS induce aumento de
la densidad de espinas en neuronas de la BLA (Fig. 16). Aunque, los resultados para estrés por
inmovilizacion aguda no presentaron cambios significativos sobre la densidad y arborizacion
dendritica en BLA. Les atribuyen a estos resultados, que las experiencias estresantes pueden
conducir a la formacion de nuevas espinas dendriticas en la BLA (Mitra et al., 2005).
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s » Figura 16. Efectos del estrés por inmovilizacion cronica (CIS) sobre
g _ las espinas dendriticas. La densidad de espinas fue calculada como
&= . . . .
£ s 501 el promedio del nimero de espinas por cada 10 um de longitud
s2 dendritica. Los resultados muestran aumento en el nimero de
£: 25 espinas dendriticas de ramas primarias y secundarias en ratas macho
E= " de la cepa Wistar sometidas a estrés por inmovilizacion crénica
< (CIS) en comparacion al grupo control. (Modificado de Mitra et al.,
0 2005)
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2.11 OBX y atrofia la morfologia dendritica neuronal en ratas macho

El modelo de ratas con OBX se propone como un modelo animal de depresion (Kelly et al.,
1997). De acuerdo con Kelly et al. (1997), este modelo presenta cambios conductuales después
de la cirugia OBX. También se han observado reordenamientos neuronales (reduccién de la
arborizacion y densidad de espinas en regiones del hipocampo) inducidos por la OBX (Morales-
Medina et al., 2013b; Valencia & Colin, 2017). Morales-Medina (2013a) evaluaron los efectos
de la OBX sobre la arborizacion dendritica neuronal y densidad de espinas en regiones del SNC
gue se encuentran involucradas en el control de ciclo circadiano, la emocion y procesos de
memoria como la CPF, el ndcleo accumbens (NAcc) y la corteza entorrinal (CE) en ratas macho
SD. Los resultados para este estudio indican una disminucion del orden dendritico y LDT en la
CE, sin cambios en la densidad de espinas (Fig. 17 A, B, y C) ni en la morfologia dendritica
neuronal en la CPF (Fig. 17 D, Ey F). En el modelo de ratas con OBX aun no se han evaluado
regiones clave del SNC que pudieran estar asociadas a los trastornos depresivos. Morales-
Medina (2013b) evaluaron la conducta y plasticidad hipocampal de subcampo CA1, regién que
esta conectada con los BO y se encarga del procesamiento de emociones, y encontraron
alteraciones conductuales caracteristicas de sujetos deprimidos y disminucion del orden de

ramificacion, sin cambios en la LDT (17 G y H) ni en la densidad de espinas (17 I).
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Figura 17. La OBX atrofia la morfologia dendritica neuronal en la CE y el HD CAL. El orden dendritico (A) y
LDT (B) disminuyen como efecto de la OBX en ratas macho de la cepa SD en la CE, sin cambios aparentes en la
densidad de espinas dendriticas (C). La CPF de ratas macho con OBX no presentd cambios significativos en
comparacion al grupo control en el orden dendritico (D), LDT (E) y densidad de espinas dendriticas (F). El orden
de ramificacién disminuy6 en el HD CA1 (G), sin cambios en la LDT (H) y densidad de espinas (I) en células
neuronales del HD CA1 como consecuencia a la OBX. (Modificado de Morales-Medina et al., 2013 Ay B).

Los antecedentes tanto clinicos como preclinicos apuntan a la misma direccién. Las experiencias
emocionales traumaticas afectan la integridad estructural y funcional de la CPF que conllevan
al padecimiento del TDM (Pascual et al., 2003). Considerando la estrecha relacién entre los
cambios neuromorfologicos en sujetos con depresion y modelos animales de comportamiento
similar a la depresion, los datos son escasos con respecto a los cambios neuromorfoldgicos que

se generan en la CPF en animales OBX.
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[I. JUSTIFICACION

El TDM es un problema de salud pablica con alta prevalencia a nivel mundial (Pérez-Padilla et
al., 2017). Las estadisticas para este trastorno van del 8 al 12%, afectando méas a mujeres que a
hombres en algin momento de su vida (Vega-Rivera et al., 2012). Ademas, el TDM reduce la
calidad de vida de quien lo padece y en condiciones graves conduce al suicidio (Morales-Medina
et al., 2017a). Por lo anterior, hay una elevada utilizacion de los servicios de salud y descenso
de la productividad laboral (Secretaria de Salud, 2016). La CPF, el HD y la BLA son estructuras
implicadas en conductas emocionales y cognitivas (Silva, 2005b). Los sujetos con TDM
presentan alteraciones en el funcionamiento de esta estructura, atrofia y pérdida neuronal (Vega-
Rivera et al., 2012). Las ratas macho con OBX han mostrado imitar conductas depresivas y
atrofia de algunas regiones como el hipocampo (Morales-Medina et al., 2013b). Por lo anterior,
es util evaluar los efectos de la OBX sobre la morfologia dendritica y, espinas dendriticas
neuronales en la CPF capa Ill y V, HD CAl y CA3y, BLA en ratas macho y hembra OVX.
Esto nos permitira conocer los cambios neuronales que presentan estas regiones durante el
TDM. Puesto que las mujeres son la poblacién mayormente predispuesta a padecer TDM en
comparacion con los hombres y son pocos los estudios que se han realizado en modelos animales

utilizando hembras.
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IV. HIPOTESIS

e En ratas macho, la OBX induce hipotrofia en la CPF e HD e hipertrofia dendritica

neuronal en la BLA

e En ratas hembra, la OBX induce hipertrofia dendritica neuronal en la CPF, HD y BLA

V. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar los efectos de la OBX en la morfologia dendritica neuronal del sistema limbico-cortical

en ratas de la cepa Wistar (macho intacto y hembra ovarectomizada).

5.2 Especificos

En ll1'y V en CPF, HD CAly CAS3, y BLA de ratas con OBX macho y hembra OVX:
e Evaluar la longitud dendritica total.
e Analizar el orden dendritico.
e Determinar la arborizacion dendritica.
e Examinar la densidad de espinas dendriticas.

e Estudiar la tipificacion de espinas dendriticas.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Disefio experimental

39 ratas de la cepa
Wistar de 60 dias de
vida
t
L + ' '
Semana O Semana 2 Semana 6 Semana 8
Cirugia OVX Cirugla OBX/Sham Parfuskin intracasdial y Revolado y andists
axtraccion dol corebro para la newomoriologico
fincion de Golg-Cox
Y
37 rates de la cepa | 52
Wistar do 75 dias de { pE
"‘. ) ‘.v' = "

Figura 18. Disefio experimental. En la semana 0 las ratas hembra fueron OV X, y se dejaron durante dos semanas
en recuperacién. En la semana 2, se realizaron las cirugias OBX/Sham tanto a machos como hembras, los animales
se dejaron en recuperacion durante 4 semanas. Posteriormente, en la semana 6, las ratas fueron perfundidas
intracardialmente, se extrajo el tejido cerebral y se almacend en oscuridad con solucidn de Golgi-Cox durante dos
semanas. En la semana 8, los tejidos cerebrales fueron cortados, y revelados para su posterior analisis.

6.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron 76 ratas de la cepa Wistar de 60 dias de edad (39 ratas hembra jévenes y 37 machos)
del bioterio del Centro de Investigacion en Reproduccién Animal CINVESTAV-UATX
(Fig.18). Los cuales, se mantuvieron en grupos de 4 animales, a temperaturas controladas de
22°+2°C, con ciclos de luz-oscuridad (12-12h). Las ratas mantenian acceso libre a alimento y
agua.

Las ratas hembra fueron OV X a los 60 dias de vida. El cuidado y el manejo de los animales para
los procedimientos experimentales fue aprobado por el comité de cuidado animal del Centro de
Investigacion en Reproduccion Animal (CIRA) del CINVESTAV-UATX y de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y la Guia del Instituto Nacional de Salud para

el Cuidado y uso de Animales de Laboratorio (Morales-Medina et al., 2013).
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6.3 Cirugia OVX

Las ratas fueron anestesiadas con coctel de Ketamina/Xilazina via intraperitoneal (0.75 ml de
Ketamina/0. 25 ml de Xilazina en solucion de Hartmann Pisa, con una dosis: 0.125 ml/ 20 g de
peso, i.p.). Se realizo la OV X bilateral a nivel dorsal. Se extirparon los ovarios y el tejido adiposo
y se procedio a realizar la sutura de musculo y piel (Leiva-Revilla et al., 2014). Los animales se

dejaron 15 dias de recuperacion postcirugia (Fig. 19).
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nivel dorsolateral

Figura 19. La OVX fue realizada en ratas hembra con 60 dias de vida (A). Las ratas fueron anestesiadas (B).
Posteriormente, se hizo una incision dorsolateral la cual permitié la identificacion de los ovarios para su eliminacion

(©).
6.4 Cirugia OBX

Los animales fueron anestesiados con un coctel de anestésicos (0.75 ml de Ketamina/0. 25 ml
de Xilazina en solucion de Hartmann Pisa, con una dosis: 0.125 ml/ 20 g de peso, i.p.). Se
realizd una incision a nivel del I16bulo frontal sobre la linea media que cubre los BO (1 cm). Se
abri6é una ventana craneal de aproximadamente 2 mm de diametro. Ocho mm anteriores a
bregma y 2 mm de la linea media del hueso frontal, donde se cubre el BO de cada hemisferio
(Galindo, 2019). Los BO fueron aspirados mediante un sistema al vacio, que consiste en una
canula unida a una bomba de agua (jeringa de 5 mL con agua destilada) teniendo cuidado de no
causar dafio a la CPF. La prevencién de la pérdida de sangre de los orificios se logré llenandolos
de esponja hemostéatica. Se realiz6 una sutura de forma continua. Posteriormente, se administro
por via subcutanea 4 mL de solucion Hartmann (solucién isotonica). Los animales se colocaron

bajo una lampara de luz roja sobre una caja limpia para la recuperacion de la anestesia. Al
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despertar de la anestesia fueron trasladadas al bioterio. Las ratas Sham fueron operadas de
manera similar, excepto que los BO quedaron intactos. Descrito detalladamente en Kelly et al.,
1997; Van Riezen y Leonard, 1990. Los animales se dejaron en recuperacion durante cuatro

semanas postcirugia (Fig. 20).
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Ratas  hembra Anestesia via i.p.

OVX y machos
(75 dias de vida)
de la cepa Wistar

28 dias de
recuperacion

Extraccion de los
BO al vacio

Figura 20. La cirugia OBX/Sham. La cirugia se realizé en ratas macho (14 OBX y 13 Sham) y hembra de 75 dias
de vida (19 OBXy 20 Sham) (A). Las cuales fueron anestesiadas via i.p. (B), y se realizé una incisién a nivel del
I6bulo frontal para dejar al descubierto los BO (C). Los BO fueron extirpados por medio de un sistema al vacio

(D).

6.5 Criterios de seleccion

Criterios de seleccion de la muestra para las cirugias: hembras de 60 dias de vida para la previa
realizacion de OV Xy, machos con 75 dias de vida para la OBX.

Criterios de seleccién de tejidos cerebrales: aquellos tejidos cerebrales que no posean BO ni
dafio en la CPF.

Criterios para la seleccion de neuronas: que sean células piramidales de las capas Il y V de la
CPF, CAl y CA3 del HD y BLA, las cuales deben estar completamente impregnadas y sin

truncamientos.
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6.6 Criterios de eliminacion

Ratas experimentales que fallecieron o enfermaron después de las cirugias (OVX y/u OBX).

6.7 Definicion de variables y escala de medicién

6.8.1 Variables

Variable Definicion Definicion Tipo de Escala Unidad de
conceptual operacional variable de escala
medicion
Edad Tiempo que ha Semanas de Cuantitativa Discreta  Semanas
vivido una nacimiento hasta
persona o0 el momento de las
cualquier  ser cirugias.
Vivo.
Sexo Condicion Macho/hembra Cualitativa  Nominal Macho/hembra
organica  que
distingue a los
machos de las
hembras.
Peso Fuerza con que Machos Cuantitativa Continua ¢
la Tierra atrae a Hembras
un cuerpo, por
accion de la
gravedad.
OBX Cirugia para la Presencia/ausencia Cualitativa Nominal Ausencia de
ablacion de los de los BO. los BO.
BO.
OoVvX Cirugia  para Cualitativa Nominal Ausencia de

extraer ovarios.

ovarios
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Sham Cirugia Control Cualitativa Nominal Intactos  los

simulada BO.
Estradiol Hormona sexual Cualitativa Nominal Presencia 0

que interviene ausencia

en la aparicion

de los caracteres

sexuales
Variable Definicion Definicion Tipo de Escalade Unidad de

conceptual operacional variable medicion  escala
Arborizacion Conjunto Numero de Cuantitativa Discreta  Numérica
dendritica de dendritas que dendritas en el

surgen de soma

una neurona.
Longitud Distancia total Longitud Cuantitativa Discreta ~ pum
dendritica de las dendritas dendritica total

que surgen de la

neurona.
Orden Longitud de las Niveles segin la Cuantitativa Discreta  Ordinal
dendritico dendritas longitud

radiadas. dendritica.
Densidad de Distribucion de Numerodeespinas Cuantitativa Discreta  Numero de
espinas las espinas a lo en la dendrita. espinas/ pum
dendriticas  largo de las

dendritas.
Tipificacion  Tipo de espinas Numero de los Cuantitativa Discreta  Porcentaje de
de espinas que se tipos de espinas en espinas
dendriticas  encuentran a lo la dendrita.
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largo de la
dendrita.

6.8 Técnica de Golgi-Cox

A los 28 dias poscirugia OBX/Sham, los animales fueron anestesiados nuevamente con coctel
de anestésicos Ketamina/Xilazina, y se perfundieron intracardialmente con solucién Hartmann.
Los tejidos cerebrales fueron extraidos rapidamente, y se almacenaron en condicione de
oscuridad en solucion de Golgi-Cox (K2Cr.07 170 mM, HgCl. 200 mM, K2Cr04 200 mM)
durante dos semanas. Posteriormente, los tejidos fueron transferidos a solucion de sacarosa al
30 % durante 3 dias (Espinoza, 2019).

6.9 Revelado

Se realizaron cortes coronales de 200 um de espesor de la CPF, HD y BLA, mediante el uso de
un vibratomo motorizado (Campden Instruments, Loughborough, modelo MA752, Reino
Unido). Los tejidos se recogieron en portaobjetos previamente recubiertos con gelatina al 2%,
y se colocaron en cdmara humeda. Posteriormente, se realizaron enjuagues con agua destilada
(1 min) y se colocaron en hidréxido de amonio (NH4OH) por 30 min. Enseguida se realizé la
inmersion en un fijador de pelicula Kodak (dilucién: 1:3) por 30 min, y un Gltimo enjuague con
agua destilada (1 min). Los portaobjetos fueron tratados en concentraciones crecientes alcohol
para deshidratar el tejido: alcohol al 75 % (10 min), alcohol al 90% (10 min) y alcohol al 100%
(30 min, repitiendo esta operacion 2 veces). Finalmente, se aclararon los tejidos con xileno (15
min), y se cubrieron con medio resinoso (Fig. 21) (Flores et al., 2005; Gibb y Kolb, 1998;
Morales-Medina et al., 2013).
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Figura 21. La técnica de Golgi-Cox es un procedimiento histoldgico que revela la morfologia neuronal en tercera
dimensién. Una vez extraidos los tejidos son almacenados en oscuridad con solucion de Golgi, para posteriormente
ser colocados en solucion de sacarosa al 30% con la finalidad de tener un tejido con las caracteristicas necesarias
para ser cortado. El tejido se trata con Hidroxido de amonio, fijador Kodak, y finalmente, es deshidratado con
concentraciones crecientes de alcohol.

6.10 Anélisis neuromorfolégico
6.10.1. Arborizacién dendritica

Mediante el atlas Paxinos y Watson (1998) se localizaron la capa Ill y V de la CPF, HD CAly
CA3, y BLA (Fig. 22), se seleccionaron neuronas piramidales que se encontraron aisladas, bien
impregnadas y sin ningun tipo de truncamiento del &rbol dendritico. Se analizaron 5 neuronas
por hemisferio cerebral. Las neuronas seleccionadas se dibujaron utilizando una cdmara ldcida
(Leica DM200, Alemania) con el objetivo 40x para hacer reconstrucciones 2D secuenciales de
todo el arbol dendritico. Posteriormente, se pintaron las dendritas con diferentes colores segun
el orden de bifurcacion (Flores et al., 2015; Kolb et al., 1998).
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Figura 22. Las regiones para la evaluacion de las neuronas de las neuronas se identificaran en la CPF capa Il
y V figuras 7 a la 9(A), HD CALl y CA3 figuras 26 a la 32 (B), y BLA figuras de la 25 a la 31 (C), del atlas
Paxinos y Watson, 1998.

Los trazados dendriticos se cuantificaron mediante el analisis de Sholl (Sholl, 1953). Utilizando
una plantilla transparente con circulos concéntricos equidistantes (10 um) que fueron centrados
sobre los trazados del arbol dendritico, manteniendo en el centro al soma. Se cont6 el nimero
de intersecciones dendriticas en los circulos concéntricos para estimar arborizacion y longitud
detritica total (Fig. 23) (Cabrera-Pedraza et al., 2017; Morales-Medina et al., 2017a).

Figura 23. Representacion de la obtencion de neuronas
piramidales en 2D. Se seleccionan las neuronas que se
observen completamente impregnadas (A), con ayuda
de la camara lucida dibujamos la neurona seleccionada

\“ " ,‘ (B). Pintamos las dendritas neuronales a diferentes
}/ 8 colores, y con la planilla transparente empezaremos el
ﬁ = analisis de Sholl (C). (Modificado de Arias, 2015)
'

6.10.2 Densidad y tipificacion de espinas

Las dendritas més distales y/o del altimo orden con una longitud aproximada de 10 pm. Se
dibujaron 10 dendritas neuronales (5 por cada hemisferio cerebral), en objetivo de 100x
con aceite de inmersion y utilizando un microscopio optico (Fig. 24) (Leica DM200,

Alemania) con camara lGcida.
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Figura 24. Se seleccionan neuronas piramidales completamente impregnadas y sin truncamiento con el objetivo
de 40x (A), de la neurona seleccionada anteriormente se elegiran 3 dendritas distales y/o de ultimo orden enfocando
con el objetivo de 100x (B), y finalmente se dibujaran las espinas que posean dichas dendritas para obtener la
densidad de espinas dendriticas (C).

Mediante el objetivo de 100X en aceite de inmersion se realizo la tipificacion de espinas
de acuerdo con su tipo de forma. A través de un contador de células, se clasificaron de
forma contigua las espinas de la dendrita de Gltimo orden hasta contar un total de 100
espinas. Posteriormente, se obtuvo el promedio de la proporcion de cada tipo de espina
dendritica (Fig. 25) (Brusco et al., 2010).

100X

Figura 25. Las espinas dendriticas se clasificaran segun su tipo: delgadas, hongo, gruesas, ramificadas y sin
clasificar.

6.10.3 Andlisis estadistico

El anélisis estadistico se realiz6 utilizando el software Graphpad 7.0. Los datos son expresados
como media % error estandar. La arborizacion, el orden dendritico y la tipificacion de espinas se
realizaron mediante el andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguido por la prueba post-
hoc Bonferroni. La longitud dendritica total (LDT) y la densidad de espinas fueron analizadas

mediante una t de Student. El valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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VIl.  RESULTADOS

La OBX en ratas se ha propuesto como un modelo animal de depresion que se caracteriza por
presentar sintomas similares a pacientes con TDM (Kelly et al., 1997). Asi también, en el
modelo de la OBX se ha encontrado atrofia de células piramidales en HD CA1, una region que
mantiene estrecha conexion con BLA y CPF. En el presente trabajo evaluamos los efectos de la
OBX en neuronas piramidales de la CPF capa Ill y V, HD CAl y CA3y, BLA de ratas macho
y hembras OVX. El proceso se realizO mediante la tincion de Golgi-Cox, una técnica
histoquimica que permite ver el arbol dendritico en tercera dimension. La cuantificacion de los
cambios que experimenta el arbol dendritico neuronal se realiz a través del analisis de Sholl
(Bias, 2002). Los arboles dendriticos son estructuras dindmicas que tienen la capacidad de
ramificarse y retraerse en funcion a la informacion que recibe (Kulkarni y Firestein, 2012b).
Mientras que las espinas dendriticas son el sitio en donde ocurre gran parte de la comunicacion
sinaptica y para que este proceso se lleve a cabo las espinas sufren cambios en su nimero, forma
y tamafio (Kolb y Whishaw, 1998). Estos cambios en las espinas dendriticas se correlacionan
con la fuerza de impulso de las conexiones sinapticas y dependen principalmente del esqueleto
de actina (Bloss et al., 2011).

7.1 Arborizacion dendritica neuronal de la BLA y OBX en ratas macho

Los datos obtenidos del andlisis de Sholl de la arborizacion dendritica neuronal en BLA muestran
cambios en el numero de intersecciones dendriticas. Es decir, hay un aumento significativo en la
ramificacion dendritica 11 y 12 de ratas macho con OBX en comparacion al grupo control (Fig. 26A)
(Interaccion F22, 483 = 1.673, P=0.0290; ARBORIZACION F22, 483 = 285.8, P<0.0001; LPS F1, 483
= 8.403, P<0.0039). Sin embargo, las ratas hembra con OBX no presentaron cambios significativos en
la arborizacién dendritica neuronal en comparacion al grupo control (Fig. 27A). El orden dendritico de
ramificacion no sufrié modificaciones en la BLA de ratas macho (Fig. 26B) o hembras OVX (Fig. 27B).
Asi como en la LDT tampoco se vio afectada en ratas macho (Fig. 26C) y hembras (Fig. 27C). La
densidad y tipificacion de espinas dendriticas no fue afectada por la OBX en ratas macho (Fig. 26D y E)
y hembras OVX (Fig. 27 Dy E).
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Figura 26. La OBX en ratas macho hipertrofia la arborizacion dendritica neuronal en BLA. La arborizacion
dendritica de células piramidales presenta aumento de la ramificacion dendritica (A). El orden dendritico
(B), LDT (C), densidad (D) vy tipificacién de espinas dendriticas (E) no sufrieron modificacion como
consecuencia a la OBX. Los datos son el promedio £ SEM con n= 12 ratas Sham y n=11 ratas OBX, 7-10
neuronas por regién y 7-10 segmentos dendriticos fueron dibujados para cada animal. *P< 0.05, **P< 0.01

Figura 27. La BLA no es modificada por la OBX en ratas hembra OVX. La arborizacion dendritica (A), el
orden dendritico (B), LDT (C), densidad (D) vy tipificacién de espinas dendriticas (E) no sufrieron
modificacion como consecuencia a la OBX. Los datos son el promedio + SEM con n= 9 ratas shamy n=7
ratas OBX, 7-10 neuronas por region y 7-10 segmentos dendriticos fueron dibujados para cada animal.

7.2 OBX y densidad de espinas dendriticas en la CPF capa V de ratas macho

La arborizacion dendritica y densidad de espinas dendriticas se evalu6 en aproximadamente 7 a
10 neuronas por region para cada animal. Los resultados indican que a los 28 dias posteriores a
la cirugia OBX disminuy6 la densidad de espinas dendriticas en la CPF capa V en ratas macho
(Fig. 28D) (P=0.0048). Sin cambios en la densidad de espinas dendriticas en ratas hembra OVX
(Fig. 29D). La tipificacion de espinas no mostrd la presencia en mayor o en menor cantidad de
algun tipo especifico de espinas en la CPF capa V tanto en ratas macho (Fig. 28E), como en
hembras OV X (Fig. 29E) del grupo con OBX en comparacion al grupo Sham.

El analisis cuantitativo mostro reduccion en el anillo 12 de la arborizacion dendritica en la CPF
capa V de ratas macho (Fig. 28A) (Interacciéon F22, 506 = 1.363, P=0.1259; arborizacion F22,
506 =508.2, P<0.0001; LPS F1, 506 = 7.284, P=0.0072). Sin embargo, la OBX no tuvo efectos
sobre la arborizacion dendritica de la CPF capa V en ratas hembra OVX (Fig. 29A). El orden
dendritico no difirio entre los grupos de machos (Fig. 28B) y hembras (Fig. 29B). En la LDT no
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se encontraron cambios significativos entre machos (Fig. 28C) y hembras OV X (Fig. 29C) con
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Figura 28. La OBX reduce la densidad de espinas de la CPF capa V en ratas macho. La arborizacién dendritica
(A) y densidad de espinas dendriticas (D) reducen como consecuencia a la OBX. Mientras que el orden dendritico
(B), LDT (C) y tipificacion de espinas dendriticas (E) no tuvieron cambios como consecuencia a la OBX. Los datos
son el promedio = SEM con n= 12 ratas por grupo, 7-10 neuronas por region y 7-10 segmentos dendriticos fueron

dibujados para cada animal. **P< 0.01.
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Figura 29. Las neuronas piramidales de la CPF capa V en Tatas hembra OVX no son afectadas por la OBX. La
arborizacién dendritica (A), el orden dendritico (B), LDT (€), mpd (D tipificacion de espinas dendriticas
(E) no tuvieron cambios como consecuencia a la OBX. LosXdat] I dio £ SEM con n= 9 ratas Sham y
n= 7 ratas OBX por grupo, 7-10 neuronas por region y 7-£0's 0S riticos fueron dibujados para cada
animal. E

7.3 OBX y morfologia dendritica neuronal en la CPF capa Il en ratas
El estrés cronico durante 3 semanas resulté en reduccidn significativa del nimero y longitud de

ramas dendritica en neuronas piramidales de la CPF capa |1l en ratas macho (Cook y Wellman,
2004; Garrett y Wellman, 2009b). Mientras que en las hembras hubo aumento de la longitud
dendritica como respuesta al estrés (Garrett y Wellman, 2009b). La OBX no mostrd efectos
sobre la arborizacion dendritica de machos (Fig. 30A) y hembras OVX (Fig. 31A). De igual
manera el orden de ramificacion no difirié entre animales OBX ratas macho (Fig. 30B) y
hembras OV X (Fig. 31B), asi como, en la LDT de ratas macho (Fig. 30C) y hembras (Fig. 31C),
tipificacion de ratas macho (Fig. 30D) y hembras OVX (Fig. 31D), y densidad de espinas
dendriticas de ratas macho (Fig. 30E) y hembras OV X (Fig. 31E) en neuronas piramidales de la
CPF capa IlI.
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Figura 30. Las neuronas piramidales de la CPF capa Illf: ng se modificaé”bor la OBX en ratas macho. La
arborizacién dendritica (A), el orden dendritico (B), LDT (€), mad (D)< tipj jon_de-espinas dendriticas
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Figura 31. La OBX no genera cambios en la CPF capa Il en ratas hembra OVX. La arborizacion dendritica (A),
el orden dendritico (B), LDT (C), densidad (D) y tipificaciéb de espifas dendriticas (E) no sufrieron modificacion
como consecuencia a la OBX. Los datos son el promedio *|SEJ n=.9 ratas sham y n=7 ratas OBX, 7-10
neuronas por region y 7-10 segmentos dendriticos fueron diiéuj 0s para cada animal.

7.4 OBX y morfologia de neuronas piramidales enel subcampo CA1 HD

La administracién cronica de CORT induce hipotrofia dendritica neuronal en el subcampo CA1 HD de
ratas macho (Morales-Medina et al., 2009). Nuestros resultados indican que a los 28 dias posteriores a
la cirugia OBX, la arborizacion dendritica neuronal en HD CA1 no presenta modificaciones en la
morfologia dendritica de neuronas piramidales de ratas macho y hembras. Los resultados para
arborizacion dendritica se mantuvieron similares entres ratas macho (Fig. 32A) y hembras (fig.33A) con
OBX en comparacion a su grupo control. El orden de ramificacion y LDT de ratas macho (Fig.32B y C)
y hembra (Fig. 33B y C) con OBX no presentaron cambios significativos en comparacion al grupo Sham.
Asi también, en el andlisis de densidad vy tipificacion de espinas entre animales OBX y Sham no

mostraron modificaciones en ratas macho (Fig. 32D y E) y hembras (Fig. 33D y E).
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Figura 32. Las células piramidales de HD CA1 no sufren riod
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Figura 33. EI HD CAL1 de ratas hembra OBX no presenta atrofia neuronal. La arborizacién dendritica de células
piramidales (A), el orden dendritico (B), la LDT (C), la densidad (D) y tipificacién de espinas dendriticas (E) no
presentaron atrofia como respuesta a la OBX. Los datos son el promedio + SEM con n= 8 ratas Sham y n=7 ratas
OBX, 7-10 neuronas por region y 7-10 segmentos dendriticos fueron dibujados para cada animal.

7.5 Morfologia de células piramidales de HD CA3 en ratas macho y hembra OBX

El HD es considerada una estructura con altos niveles a receptores de glucocorticoides, 1o que lo hace
una region susceptible al estrés y a la depresion. Las ratas macho de la cepa SD sometidas a estrés por
restriccion las neuronas de HD CA3 no presentan cambios morfologicos (Watanabe et al., 1992).
Nuestros resultados muestran que la OBX no produce efectos neuromorfoldgicos en HD CA3. El anélisis
de Sholl mostr6 que la arborizacion dendritica no presenta cambios significativos en ratas macho (Fig.
34A) y hembras (fig. 35A) con OBX en comparacion a su grupo control. Lo anterior es similar a lo que
ocurre en el orden de ramificacion y LDT de ratas macho (Fig.34B y C) y hembra (Fig. 35B y C) con
OBX. El andlisis de densidad y tipificacion de espinas entre animales OBX y Sham tampoco se

encontraron cambios significativos en ratas macho (Fig. 34 Dy E) y hembras (Fig. 35 D y E).
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Figura 34. La OBX no tiene efectos sobre las neuronas piramidales del HD CA3. La arborizacion dendritica (A),
el orden dendritico (B), la LDT (C), la densidad (D) y tipificacion de espinas dendriticas (E) permanecen sin
cambios después de la OBX. Los datos son el promedio + SEM con n= 10 Sham y n=11 OBX, 7-10 neuronas por
region y 7-10 segmentos dendriticos fueron dibujados para cada animal.
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Figura 35. La OBX no tiene efectos sobre las neuronas piramidalés del HD CA3. La arborizacion dendritica (A),
el orden dendritico (B), la LDT (C), la densidad (D) y tip{ffic idn_de espinas dendriticas (E) permanecen sin
cambios después de la OBX de ratas hembra OVX. Los dato$ sq m - SEM con n=9 Shamy n=7 OBX,
7-10 neuronas por region y 7-10 segmentos dendriticos fuerch ] S [ 1da animal.

VIIl. DISCUSION DE S

En roedores con OBX se ha encontrado que presentan cambios conductuales como irritabilidad,
déficits de memoria tal y como se ha observado en pacientes con TDM (Kelly et al., 1997). En
este modelo, también se han demostrado cambios en neuronas de &reas relacionadas con los BO
(Song y Leonard, 2005). El sistema limbico-cortical al que pertenecen el HD, la BLA y la CPF
se encuentra involucrado en procesos afectivos y en la formacién de la memoria. Ademas,
participa en procesos cognitivos influenciados por el estrés (Garrett y Wellman, 2009b). Para
este estudio, hemos evaluado los efectos de la OBX a los 28 dias postcirugia en ratas macho y
hembras OV X. Realizamos analisis neuromorfologicos que incluyo la arborizacién dendritica,
orden dendritico y LDT, ademas, tipificacion y densidad de espinas en la CPF capa Il y V, HD
CAly CA3Yy, BLA. Los resultados sobre el anélisis de la morfologia dendritica neuronal en el
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sistema limbico-cortical de ratas macho OBX de la cepa Wistar mostraron aumento de la
arborizacién dendritica en la BLA y reduccion de la densidad de espinas dendriticas en la CPF
capa V. Sin embargo, no se mostraron cambios significativos en la CPF capa Il y en HD CAl
y CAS3 entre ratas OBX y Sham. Asi mismo, las ratas hembra OV X no mostraron atrofia de la

morfologia dendritica neuronal en el sistema limbico-cortical en respuesta a la OBX.

8.1 OBX e hipertrofia dendritica neuronal en BLA de ratas macho

La BLA forma parte del sistema limbico y mantiene conexion con la CPFy el HD CAL es una
region que participa en procesos emocionales (Benarroch, 2015). La BLA es un nlcleo con altas
concentraciones a glucocorticoides, y ayuda en la regulacion del eje HPA (Morales-Medina et
al., 2009). Las neuronas amigdaloides son sensibles a factores de estrés y pueden modificarse
como respuesta al TDM (Mitra y Sapolsky, 2008). En animales OBX, las alteraciones
endocrinas que se encuentran relacionadas al eje HPA y aumento en los niveles de CORT
(Radley et al., 2004). Estudios preclinicos y clinicos han mostrado que el estrés y el TDM
producen cambios morfométricos en el sistema limbico de pacientes deprimidos (Kulkarni y
Firestein, 2012b).

En el presente estudio demostramos que a los 28 dias posteriores a la OBX la BLA presenta
hipertrofia dendritica neuronal en ratas macho de la cepa Wistar. Estos datos son consistentes a
lo que reportaron Kim et al., (2014) y Mitra y Sapolsky (2008), quienes mostraron que en las
ratas fueron sometidas a tratamiento de una sola dosis de CORT. Los resultados indicaron
aumento de la ramificacion dendritica neuronal a los 12 dias posteriores al tratamiento. El
modelo de ramificacion, la extension y retraccién de las dendritas son asociadas con el numero
y distribucidn de las entradas sinapticas. El desarrollo de la plasticidad sinaptica es importante
para la actividad correcta de la red neuronal y la funcion normal del SNC (Kulkani y Fiesteen,
2012). En nuestro estudio, el proceso de plasticidad en la arborizacion neuronal se ve reflejada
por el aumento de la ramificacion dendritica, lo que podria indicar que las neuronas de la BLA
adquieren mayor area de superficie para recibir entradas sinapticas (Mitra & Sapolsky, 2008).
La actividad sinaptica inicial origina el crecimiento del arbol dendritico y permite la

estabilizacion de las ramas en las que se lleva a cabo la sinapsis por lo cual, un exceso de
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estimulacion sindptica incrementa la adicion de ramas al arbol dendritico (Rajan y Cline, 1998
citado en Kulkarni y Firestein, 2012). Las ramas dendriticas que se van afiadiendo buscan hacer
sinapsis con las dendritas vecinas y alcanzar estabilidad (Kulkarni y Firestein, 2012). En estos
procesos participan los mecanismos de sefializacion intracelular, los factores neurotroficos y la
sefializacion endocrina en el SNC (McAllister, 2000 citado en Kulkarni y Fiestein, 2012). Sin
embargo, el aumento excesivo de la ramificacion dendritica, indica una formacion inadecuada
de la sinapsis o pérdida de la estabilidad sindptica, conduciendo a la interrupcion de los circuitos
neuronales y conllevar a enfermedades del SNC, como el TDM. Nuestros resultados podrian
interpretarse como una plasticidad de tipo de reactiva, en la cual la arborizacion dendritica esta
aumentando como compensacion a la pérdida de las funciones neuronales tras la OBX (Kulkarni
y Firestein, 2012) e indicar cambios en los mecanismos intracelulares y extracelulares que dan

lugar a diversos trastornos cerebrales (Kulkarni y Fiesteen, 2012).

Por otra parte, las ratas hembra OV X con OBX no presentaron cambios significativos en la
morfologia dendritica, tanto en la arborizacion dendritica como en las espinas dendriticas. En el
estudio realizado por Morales-Medina et al., (2009), en donde sometieron a tratamiento con
CORT durante 21 dias a ratas macho de la cepa SD, estas no presentaron cambios
neuromorfoldgicos en esta region. La BLA se activa ante diversos factores de estrés, por lo que
la exposicién ante factores estresantes no afecta de la misma forma a machos y hembras, e
incluso el tiempo para que se presenten estos cambios en la plasticidad neuronal también son
diferentes. Lo que podria explicar esta discrepancia en los resultados entre macho y hembras
con OBX.

8.2 OBX y densidad de espinas dendriticas neuronales en la CPF capa V

La arborizacién dendritica determina el procesamiento de informacién que mantienen las
neuronas en el SNC (Kulkarni y Firestein, 2012b). La atrofia de la morfologia dendritica, ya
sea, fragmentacion, retraccion o pérdida de la ramificacion de las dendritas, se asocia al TDM
(Kulkarni y Firestein, 2012b). La CPF se encuentra involucrada en procesos cognitivos,
aprendizaje y memoria, y mantiene conexion con el sistema limbico (Benarroch, 2015; Sanchez-

Navarro y Roman, 2004). Esta region se caracteriza por regular la respuesta al estrés y los
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cambios que presenta se han relacionado al padecimiento de trastornos mentales (Puig et al.,
2019). Por lo anterior, nos planteamos las hipdtesis de que la OBX induce hipotrofia dendritica
neuronal en la CPF en ratas macho, mientras que en las hembras induce hipertrofia dendritica
neuronal. Nuestro analisis neuromorfoldgico de la CPF capa V de ratas macho se encontrd que
la OBX disminuye la arborizacion dendritica y densidad de espinas. Estos cambios sugieren que
hay pérdida de la funcién sinaptica, lo que conlleva a disfuncién de la CPF vy, por lo tanto,
cambios emocionales que conducen al TDM. Sin embargo, los resultados también estarian
asociados a los cambios que presentd la BLA, ya que, la CPF capa V mantiene conexion
reciproca con esta &rea implicada en los procesos emocionales (Silva y Slachevsky, 2005). La
hipertrofia dendritica neuronal de la BLA podria estar generando sinapsis aberrantes y, con ello,
conducir a la interrupcidn de los circuitos neuronales con la CPF capa V (Kulkarni y Firestein,
2012b). El andlisis morfologico no mostré diferencias en el orden dendritico, LDT vy tipificacion
de espinas en ratas macho con OBX en comparacion al grupo Sham. Cabe mencionar que el
grupo con OBX de ratas hembra OVX no presentd cambios en el anélisis morfologico
(arborizacién detritica, orden dendritico, LDT, densidad y tipificacion de espinas) en la CPF
capa V. Hasta el momento son pocos los estudios en los que se han evaluado los efectos del
TDM en la capa V de la CPF. Pese a que se ha identificado que existen diferencias sexuales en
las respuestas conductuales, neuroquimicas y morfolédgicas que desencadenan al estrés (Garrett
& Wellman, 2009b). Este seria el primero de los estudios en donde se evaltan los efectos de
este trastorno en hembras. A pesar de que las mujeres tienen mayor susceptibilidad a padecer
TDM que los hombres (Graziottin y Serafini, 2009). La variabilidad que se presenta en el TDM
se debe principalmente a la fluctuacion del estradiol en la mujer. EI hecho de que no se hayan
encontrado cambios en neuronas piramidales de la CPF capa V podria deberse a la ovariectomia.

En el analisis de la CPF capa Ill de ratas macho no se encontraron cambios en ninguno de los
parametros medidos (arborizacion dendritica, orden dendritico y LDT). Estos datos son
consistentes con un estudio anterior en donde se encontr6 que la OBX no induce
reordenamientos neuronales en la CPF de ratas macho a los 28 dias postcirugia (Morales-
Medina et al., 2013). En el caso de las hembras OVX la OBX no indujo cambios en la
morfologia neuronal de la CPF capa Ill. Estos datos difieren de lo reportado por Garrett y
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Wellman en el afio 2009, quiénes demostraron que el estrés induce aumento en el nimero y
longitud de ramas dendriticas en la CPF capa Il y 11l en ratas hembra OV X. Cabe destacar que
los antecedentes estan realizados en un modelo de estrés con ratas hembra SD, y que nuestro
trabajo es el primero en el que se evallan los efectos de la OBX (modelo de depresion)
utilizando ratas de la cepa Wistar. Estas discrepancias podrian estar asociadas con la sensibilidad
al estrés que presenta cada cepa (Gokgek-Sarac et al., 2014). Las diferencias en los resultados
se deben a los procesos a los cuales estan sometidos nuestros animales afectan de forma

diferente a la plasticidad neuronal.

8.3 OBX y morfologia dendritica neuronal en HD CAly CA3

El hipocampo forma parte del sistema limbico y mantiene estrecha conexion con la BLA y la
CPF (Olivares Hernandez et al., 2015). Su funcion es la adquisicion de aprendizaje y memoria
a largo y corto plazo (Fanselow y Dong, 2010; Olivares Hernandez et al., 2015), y mantiene
altos niveles de receptores a glucocorticoides y glutamato, por lo cual es una estructura sensible
al estrés (Valencia y Colin, 2017). Esta estructura ha sido blanco de diferentes estudios
conductuales y morfoldgicos neuronales (Morales-Medina et al., 2009). En pacientes con TDM,
se han observado alteraciones en el sistema olfativo, como la deficiencia para identificar olores
y reduccion en el volumen de los BO (Hasegawa et al., 2022; Morales-Medina et al., 2017b).
Los BO son el sitio en el cual se realiza el primer cambio neuronal y proyectan a la corteza
cerebral y al sistema limbico (Fuentes et al., 2011). Por lo anterior, se podria esperar que el
modelo de la OBX induzca atrofia de la morfologia dendritica neuronal en el HD. Similar al
estudio de Morales-Medina et al. (2013b), en el cual reportaron que a los 28 dias poscirugia
OBX las neuronas piramidales del HD CA1 presentaron reduccion de la arborizacion dendritica
en ratas macho de la cepa SD. Nuestros resultados indican que la OBX no tuvo efectos sobre la
morfologia dendritica tanto de ratas macho como hembras en el HD CAL. Estas discrepancias
podrian estar asociadas a que existen diferencias metodoldgicas en ambos estudios, tanto la edad
y la cepa de las ratas, no olvidando que nuestro estudio no solo se realizé en machos si no
también en hembras. En el estudio de Morales-Medina et al., (2013b) sometieron a los animales
a diferentes pruebas conductuales. Esto ultimo podria indicar que en nuestro estudio tuvimos

muy poca manipulacion de los animales, lo que evité someterlos a mayor estrés.
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Woolley et al. (1990) hipotetizaron que la exposicion cronica a glucocorticoides altera la
morfologia dendritica neuronal del HDCA3. Ellos demostraron que 21 dias de tratamiento con
CORT no induce cambios morfoldgicos sobre las neuronas piramidales de HDCAS3. Watanabe
et al., (1992) mostraron que las neuronas del HDCA3 no presentaron cambios como efecto del
estrés cronico de restriccion. El andlisis neuromorfoldgico en HDCA3, los resultados no
mostraron efectos sobre la arborizacion dendritica, orden de ramificacion y LDT en esta region
como respuesta a la OBX, tanto en ratas macho como hembras OV X de la cepa Wistar. A pesar
de que el HD es una region susceptible al estrés y, por lo tanto, su afeccion podria desencadenar
TDM, las ratas de la cepa Wistar no presentaron sensibilidad a los factores de estrés como las
ratas SD. Los resultados pueden atribuirse a que los estudios se realizaron a diferentes lapsos.
En el caso de las hembras, el nimero de tejidos analizados fue menor que en comparacion a los
machos, ya que no hubo una buena impregnacion de la tincion de Golgi-Cox en el HD. También
podrian deberse a que en la seleccion de neuronas completamente impregnadas para el analisis
morfolégico excluimos algunas neuronas en degeneracion, las cuales, segin Woolley et al.,

(1990) tienen menos probabilidad de estar impregnadas.

8.4 OBX y densidad y tipificacion de espinas en el sistema limbico- cortical

Las espinas dendriticas son el principal sitio de conexion sinaptica. La plasticidad en estas
estructuras implica la reorganizacién en su nimero, forma y tamafio (Chidambaram et al., 2019).
A través de la reorganizacion de espinas dendriticas podemos medir su estabilidad o fuerza
sinaptica (Bloss et al., 2011). Enfermedades como el estrés crénico conllevan a cambios en el
namero, forma y tamafio de las espinas dendriticas (Qiao et al., 2016). Estos cambios en la
plasticidad de espinas son indicativos del aumento o disminucion de contactos sinépticos, y
puedes ser a largo o corto plazo, degenerativos o protectores (Valencia y Colin, 2017). En este
estudio nuestros resultados muestran que las espinas dendriticas de la CPF capa Il y V de ratas
macho y hembras OV X no presentan cambios como consecuencia a la OBX. Estos datos difieren
de otros estudios en donde se ha reportado reduccion de la densidad de espinas dendriticas como
consecuencia al estrés (Radley et al., 2004). EI aumento de la densidad de espinas en ratas

tratadas con CORT (Seib y Wellman, 2003). Todas estas discrepancias reportadas se deben a
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que los estudios se han realizado en ratas macho, en diferentes cepas y edades. Nuestro estudio
es el primero que evalla los efectos de la OBX sobre la densidad y tipificacion de espinas en
ratas macho y hembras OVX. Nuestros resultados podrian indicar que los cambios en la
plasticidad de las espinas dendriticas fueron a corto plazo. Para estudios futuros se podrian
evaluar los efectos de la OBX sobre la plasticidad de espinas dendriticas a diferentes tiempos,
con la finalidad de dilucidar si hay cambios en la plasticidad sinéptica de las espinas y si

pudieran ser a largo o corto plazo.

IX. CONCLUSION

Las ratas macho de la cepa Wistar con OBX mostraron aumento de la arborizacion dendritica
en el circulo 11 y 12 de células piramidales en la BLA, y disminucién de la densidad de espinas
en la CPF capa V. Dichos cambios podrian estar asociados a la pérdida de la estabilidad
sindptica, por la interrupcion de los circuitos neuronales entre el sistema limbico y cortical. Esto
explicaria los cambios afectivos y de memoria que presentan las ratas con OBX.
Sorprendentemente la OBX en ratas hembra OVX no indujo cambios sobre la morfologia
dendritica neuronal. Lo que sugiere que aun con ausencia de estrégenos, las hembras OV X con
OBX presentan cierta proteccién a tener alteraciones plasticas. Esto da paso a seguir indagando
sobre los mecanismos que se llevan a cabo en la plasticidad sinaptica en hembras OBX, con la
finalidad de dilucidar las causas de que las mujeres tengan mayor susceptibilidad a padecer
TDM.

X. PERSPECTIVAS

Evaluar los efectos de la OBX sobre la morfologia dendritica neuronal en sistema limbico-

cortical en ratas hembra sin OV X.

Estudiar los efectos de la OBX en la morfologia dendritica neuronal a diferentes lapsos de

tiempo en el sistema limbico-cortical de ratas macho y hembra.
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Xll.  GLOSARIO DE TERMINOS

Aguda. - Trastorno transitorio grave, que aparece en un individuo sin otro trastorno
mental aparente y que tiende a remitir en horas o dias.

Anhedonia. — Se define como la incapacidad de presentar placer, la pérdida de
interés o satisfaccion.

Bifurcacion. - Es la accion y efecto de dividirse, o el lugar en el cual se produce
dicha division.

Conducta. - Las formas y métodos para la ejecucion de funciones vitales de cada
organismo. Se moldea por el entorno y los procesos internos de los estimulos.

Cronica. - Trastorno depresivo persistente.

Desarrollo cognitivo. - Es el proceso mediante el cual el ser humano va adquiriendo
conocimiento a través del aprendizaje y la experiencia. Como pensar, hablar o crear
obras de arte.

Estrés. — Es definido como el conjunto de alteraciones producidos en el organismo
como una respuesta fisica ante diversos estimulos repetidos. Generando incapacidad
o dificultad para llevar a cabo una activacién fisioldgica o conductual.

Neuroplasticidad. - Es definida como la habilidad del cerebro para reorganizarse a
si mismo y formar nuevas conexiones neuronales a lo largo de la vida.

Neuroproteccion. — proceso mediante el cual se previene, retarda o revierte la
muerte celular originada por lesiones neuronales.

OBX. - Bulbectomia olfatoria
OVX. - Ovariectomia

Plasticidad sinéptica. — Mecanismo por el cual el SN reestructura sus redes
neuronales, como respuesta a factores internos y externos.

Subcortical. — En la profundidad del encéfalo

Tincion. - Es una reaccion quimica, en la que sustancias coloreadas son capaces de
unirse de manera mas o menos especifica a estructuras del tejido aportandoles color.
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