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1. RESUMEN

La depresion es un desorden afectivo caracterizado por la disminucion de la
capacidad para experimentar placer, decaimiento del estado de dnimo, sentimientos de
tristeza, desesperanza y culpa. La hipotesis de las monoaminas, sostiene que,
alteraciones en el funcionamiento de los sistemas monoaminérgicos, guardan una
relacion importante con esta psicopatologia. A su vez, el desarrollo de la depresion
puede estar asociado a eventos estresantes. Esto ha sido evidenciado en algunos
modelos animales de depresion, como la prueba de nado forzado (PNF), un modelo
conductual que induce inmovilidad, una conducta que ha sido interpretada como
desesperanza. Por otro lado, la respuesta a los farmacos antidepresivos que inhiben la
recaptura de serotonina (ISRS) varia con la edad, puesto que tales fArmacos son menos
eficaces en niflos y en personas de la tercera edad. El transportador de serotonina
(SERT) es el blanco farmacoldgico de los ISRS. Estudios genéticos en humanos
sugieren que la menor expresion del SERT podria estar asociada a una pobre respuesta a
los farmacos antidepresivos y al riesgo de padecer depresion. Por lo tanto resulta de
interés estudiar los cambios en la expresion del SERT cerebral en diferentes edades y
relacionar estos cambios con la conducta tipo depresiva inducida por estrés.

En este trabajo se utilizaron 84 ratas macho de la cepa Wistar de diferentes edades
(prepuberales: 24-32 PN; puberales: 40-41 PN; adultos jovenes: 3 meses PN; y adultos
de edad media: 12-13 meses PN), que fueron asignados a dos grupos: a) el grupo
experimental fue sometido a la prueba de nado forzado para evaluar la conducta tipo
depresion y los cambios en el SERT en respuesta al estrés por nado, y b) el grupo
control permaneci6 sin perturbaciones (sin nado forzado), y fue utilizado para evaluar
los cambios en el SERT de acuerdo a la edad. Los cerebros de los animales se fijaron
por perfusion y se almacenaron, posteriormente fueron rebanados (a 40 micras) en
congelacion y procesados para inmunofluorescencia con un anticuerpo monoclonal
contra el fragmento de 85 a.a. del extremo N-terminal del SERT. El area
inmunoreactiva al SERT (ir-SERT) se cuantifico con ayuda de un analizador de
imagenes, en regiones cerebrales asociadas con la depresion: region prelimbica de la
corteza prefrontal, region intermedia del septum lateral, nicleo basolateral de la
amigdala, region CA3 del hipocampo ventral posterior y nucleos dorsales del rafé

dorsal.



Los resultados de la PNF mostraron que todos los grupos desarrollan la conducta
de inmovilidad, sin embargo, ésta fue significativamente menor en las ratas
prepuberales respecto de las ratas puberales y de edad media, lo cual sugiere que si bien
la PNF es un modelo sensible para detectar la desesperanza en todos los grupos de edad
empleados, la inmovilidad es mayor a partir de la adolescencia.

Se utiliz6 un ANOVA de tres vias para determinar la influencia de la edad, el
estrés y la region cerebral sobre el SERT. Encontramos diferencias por los factores edad
(F3,120=17.641, p< 0.001), incrementando el area ir-SERT hacia la edad adulta y
decayendo con la edad media. Asimismo, se encontraron diferencias por region cerebral
(F4.120=15.405, p< 0.001), lo cual indica que el SERT se distribuye de una manera
regionalmente especifica. El factor estrés mostré una tendencia a la baja (Fy,120=3.218,
p=0.075), lo cual sugiere que el estrés por nado tiende a disminuir los niveles del SERT.
De forma interesante, el andlisis mostrd una diferencia significativa en la interaccion de
los factores estrés y edad (Fs 120= 4.923, p=0.003), encontrando un efecto significativo
en los niveles del SERT de los grupos juveniles, lo cual sugiere que los prepuberales y
puberales son grupos mas sensibles al estrés por nado. En estas poblaciones, el efecto
del nado forzado fue distinto en las regiones observadas: increment6 el area ir-SERT en
el septum de ratas prepuberales, mientras la redujo en septum y rafé¢ de las ratas
puberales.

Este trabajo refuerza las investigaciones sobre la importancia del septum lateral en
las conductas activas durante el nado forzado, ademas de ser una estructura considerada
sitio blanco de las acciones de los antidepresivos. Por otro lado, la distribucion por edad
sugiere que el sistema serotoninérgico continia en desarrollo durante la adolescencia y
que inicia un decaimiento regionalmente especifico conforme el individuo envejece.
Estos resultados sugieren que las variaciones en la distribucion del SERT por edad
podrian explicar las diferencias en la respuesta al tratamiento con los ISRS y que las

edades mas vulnerables a los efectos del estrés agudo son las juveniles.
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ANTECEDENTES

2.1 DEPRESION

La depresion es un trastorno afectivo caracterizado por un decaimiento del estado
de animo, sentimientos de tristeza y culpa, disminucion de la capacidad para
experimentar placer, enlentecimiento psicomotor, desesperanza e ideas suicidas.

Se han establecido diversos criterios para describir de manera mas precisa este
trastorno. Dos de los clasificadores mas influyentes en el campo de la psiquiatria son el
Manual Diagnostico y Estadistico de las Enfermedades Mentales (DSM-IV-TR, 2002)
de la Asociacion Psiquidtrica Americana (APA) y el acordado por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) en su clasificacion de trastornos
mentales CIE 10. La depresion incluye sintomatologia emocional, afectiva, fisiologica y
cognitiva, como disminucion de la atencion y concentracion, pérdida de la confianza en
si mismo, sentimientos de inferioridad, ideas de culpa y de ser inutil (incluso en los
episodios leves), una perspectiva sombria del futuro, pensamientos y actos suicidas o de
auto-agresiones y trastornos del suefio (WHO, 2007). EI DSM-IV-TR (APA, 2002)
considera necesaria la presencia de uno de dos sintomas como criterio para establecer
un episodio depresivo mayor: la presencia de un estado de animo depresivo o bien, la
pérdida de interés o de la capacidad para el placer. A su vez, el trastorno depresivo

mayor se establece por la presencia de al menos un episodio depresivo mayor.

La depresion es una enfermedad que ha adquirido importancia a nivel mundial, ya
que se ha evaluado que del 2 al 5% de la poblacion del orbe padece esta enfermedad,
con una prevalencia de hasta el 15% a lo largo de la vida, existiendo como principal
riesgo el suicidio, el cual asciende a mas del 10% entre los pacientes hospitalizados por
depresion (Bylund y Reed, 2007). La OMS proyecta que para el aiio 2020, la depresion
sera la segunda enfermedad discapacitante, solo atras de las enfermedades cardiacas
(Murray y Lopez, 1997). Se estima que los costos econémicos de este padecimiento,
ascienden, sélo en Estados Unidos, a 70 billones de dolares anuales (Bylund y Reed,
2007).

La depresion provoca un deterioro psicosocial que repercute en la productividad

laboral, asi como en las relaciones personales, dado que esta enfermedad es motivo de
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estigmatizacion que lleva a la discriminacion de los enfermos y sus familias (Belld y
cols., 2005).

En el caso de la depresion infantil, se ha estimado una prevalencia de 0.4 a 3% en
nifios de 0-12 afios de edad, y de 3.3 a 12.4% en adolescentes de 13 a 18 afios
(Malkesman y Weller, 2009; Birmaher y cols., 1996). A su vez, en el otro extremo de la
poblacion, las estadisticas en Estados Unidos muestran para los ancianos una
prevalencia de entre 22%, y hasta 46% en mayores de 65 afos que viven en asilos o en
hospitales y que cursan con otras enfermedades propias de la vejez (Reynolds III y
Kupfter, 1999). En mayores de 50 afos, se ha considerado que esta psicopatologia
ocupa el decimoquinto lugar en la lista de enfermedades con mayor prevalencia (Fenter
y cols., 2006).

En Estados Unidos, los ancianos poseen la mayor tasa de suicidios. Tan solo en
mayores de 85 afios es del 0.067%, es decir 5.5 veces la tasa nacional que es de 0.012%.
Ademas se ha calculado que del 60% al 75% de personas ancianas que cometen suicidio
habian sido diagnosticadas con depresion (Reynolds IIT y Kupfter, 1999).

En México se encontrd una prevalencia de la depresion en 2002 de 4.5% en la
poblacion general, 5.8% en mujeres y 2.5% en hombres, lo que revela una relacion de
2:1 de forma similar a la reportada por la OMS (Bell6 y cols., 2005). De acuerdo con
estos autores, la prevalencia de la depresion se incrementa con la edad y disminuye con
el aumento de la escolaridad. Para 2002 la depresion en México ocup6 un quinto lugar
entre diversos trastornos afectivos, con una prevalencia del 3.3% alguna vez en la vida
(Bello y cols., 2005).

La fisiopatologia de los trastornos afectivos, entre ellos la depresion, se ha
estudiado desde diferentes enfoques, y se ha considerado la implicacion de varios
niveles en los cuales se desarrolla este trastorno. De acuerdo a Zandio y cols., podemos

considerar cuatro niveles en la fisiopatologia de la depresion:

1. Molecular y genético
En la fisiologia celular

En los sistemas neuronales

Rl

A nivel conductual (Zandio y cols., 2002)



Figura 2.1 Cuadro presentado por Zandio y col. (2002) Modelo fisiopatolégico de los
trastornos afectivos. CREB: elemento unido a proteina en la respuesta a AMP ciclico
(cAMP); PKC: proteincinasa C; GSK-3B: enzima glucogeno sintasa cinasa 3f; BDNF:

factor neurotréofico derivado del cerebro.

En este enfoque integrador (figura 2.1) se pueden apreciar las relaciones que

guardan los diferentes niveles de la fisiopatologia de la depresion.

Uno de los niveles mas estudiados es el de las alteraciones en los sistemas de
transmision neuronal, especialmente en lo que se refiere a los sistemas dopaminérgico y
serotoninérgico. La participacion de la serotonina (SHT) en la regulacion de estados
emocionales, ha hecho de este sistema uno de los de mayor interés en relacion con la
depresion. El desarrollo de la teoria de las monoaminas, ha sido parte de este enfoque
del nivel de los sistemas de transmision. Esta teoria propone que la depresion es debida
a deficiencias en las concentraciones de SHT, dopamina y/o noradrenalina. El corolario
de esta hipotesis ha sido que la regulacion de los estados afectivos se adquiere con el
incremento de la neurotransmision de estas monoaminas y que la funcion de los
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antidepresivos (AD) es justamente la elevacion de sus concentraciones (Stahl, 1998).
Los neurotransmisores son sintetizados en la terminal sindptica, almacenados en
vesiculas y liberados al espacio sinaptico, donde pueden interactuar con diferentes
receptores tanto pre- como post- sindpticos. De otra manera pueden ser recapturados por
transportadores hacia el citoplasma presinaptico y reutilizarse en la sinapsis o bien
degradarse por enzimas, tales como la monoaminoxidasa (MAO).

Uno de los primeros mecanismos empleados por los AD de primera generacion,
es la inhibicion de la MAO; por ello, algunos de los farmacos antidepresivos que actian
mediante este mecanismo son llamados inhibidores de la MAO (IMAO), como son por
ejemplo la fenelzina, tranilcipromina e isocarboxacida. Algunos IMAOs inhiben el
metabolismo de las monoaminas,de manera irreversible. Estos AD tienen por ello poca
selectividad y producen un niimero significativo de efectos colaterales e interacciones
farmacologicas, por lo que su uso como tratamiento es restringido.

Posteriormente fue descubierto el mecanismo empleado por farmacos triciclicos
(TCAs), como la amitriptilina, la imipramina y la desipramina, los cuales inhiben la
recaptura de la SHT asi como la de la noradrenalina, con distintos grados de selectividad
entre uno y otro. El mecanismo principal consiste en el bloqueo de los transportadores
de monoaminas, es decir de las proteinas encargadas de regresar el neurotransmisor a la
presinapsis, de tal forma que se incrementen las concentraciones de dichos
neurotransmisores en la sinapsis. Sin embargo, estos AD tienen accion sobre otro tipo
de receptores como el H1 (receptor de histamina), lo cual es causa de incremento de
peso y somnolencia; el receptor M1 (efectos anticolinérgico/antimuscarinico), lo cual es
causa de constipacion, vision borrosa, boca seca y somnolencia; el receptor adrenérgico
al, lo cual causa mareos, decremento de la presion sanguinea y somnolencia. A dosis
elevadas, los TCAs inhiben canales de sodio, lo cual puede ser motivo de convulsiones
y arritmias cardiacas, potencialmente letales (Stahl, 1998).

Este conjunto de limitaciones de los primeros AD, ha llevado a la busqueda de
farmacos con mecanismos cada vez mas selectivos. Es el caso de los inhibidores
selectivos de la recaptura de determinado neurotransmisor, como la S5SHT, la
noradrenalina y la dopamina.

Uno de los principales reguladores de la accion de la SHT es su transportador

(SERT), una proteina transmembranal cuyo papel es la recaptura de la SHT

extracelular. Por ello ha sido un importante blanco farmacolégico. Los farmacos que
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bloquean selectivamente al SERT son llamados inhibidores selectivos de la recaptura
de la SHT (ISRS), entre ellos la fluoxetina y el citalopram, los cuales han tenido una
mayor aceptacion debido a sus bajos efectos secundarios.

El principal mecanismo de accion de los ISRS es el bloqueo del SERT, sin
embargo se complementa con la desinhibicion de la neurotransmision de SHT. El
primer paso consiste en bloquear al SERT, lo cual incrementa la SHT, principalmente
en el area somatodendritica (ver figura 2.2). La consecuencia es la desensibilizacion de
los receptores presinapticos SHT;a, también conocidos como autorreceptores, por su
papel regulador en la liberacion de las vesiculas serotoninérgicas de la misma neurona
(ver figura 2.2) (Stahl, 1998).

Esta desensibilizacion de los autorreceptores elimina la inhibicidn que ejercian
sobre el flujo del impulso neuronal hacia la terminal axénica, por lo cual se incrementa
la liberacion de vesiculas SHT hacia el espacio sinaptico. Este proceso puede explicar
que los ISRS no tengan un efecto terapéutico inmediato. Finalmente, el incremento de
SHT en el espacio sinaptico genera una desensibilizacion de los receptores SHT
postsinapticos, lo cual puede explicar a su vez, el desarrollo de la tolerancia a algunos

efectos colaterales agudos de los ISRS (Stahl, 1998).

TR ST N F TR Al I*-Hr

SV AN

1538

Figura 2.2 Desinhibiciéon del flujo del impulso neuronal. Explicacion en el texto.

(Modificado de Stahl, 1998)

Esta desinhibicion de la neurotransmision de SHT puede ocurrir en diferentes vias

serotoninérgicas, dependiendo de la region neuroanatdmica donde actiien los ISRS,
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produciendo diferentes efectos terapéuticos, por lo cual, estos farmacos se emplean en
diferentes trastornos emocionales, como la bulimia, el trastorno de panico o el trastorno

obsesivo compulsivo (Stahl, 1998).

Una desventaja de los ISRS es la falta de eficacia para tratar diferentes tipos de
depresion y para diferentes grupos de edad (Bylund y Reed, 2009; Malkesman y Weller,
2009; Mamdani y cols., 2000). Ademas, algunos efectos colaterales que se presentan
son ansiedad, trastornos de suefio, disfuncidon sexual y alteraciones gastrointestinales,
los cuales han sido asociados con la interaccion de la SHT y los farmacos con los

receptores postsinapticos SHT (Stahl, 1998).
La participacion de la SHT no solo en aspectos emocionales, sino en aspectos del

desarrollo, han abierto una linea de estudio en cuanto al papel de la regulacion de la

SHT en relacion con la edad y el desarrollo.
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22. ESTRES

El estrés es la respuesta fisiologica de un organismo ante situaciones adversas. Se
trata de un mecanismo de adaptacion que permite maximizar la energia disponible,
facilitando la movilizacion de reservas energéticas de funciones menos vitales ante una
crisis inminente (Gold y Chrousos, 2002). Los estimulos provocados por los estresores
rompen con la homeostasis del organismo, ante lo cual existe una respuesta corporal
que la restaura, la cual es denominada respuesta alostatica (Sterling y Eyer 1988; Mc
Ewen, 1998). Esta se refiere a los procesos activos por los cuales el cuerpo responde
ante eventos intensos constantes, con la finalidad de lograr un equilibrio homeostatico.
El desequilibrio homeostatico puede llegar a tener consecuencias de largo plazo,
especialmente para la restauracion del estado basal, lo cual implica un costo alostatico
que puede variar entre los organismos, dado que existen etapas e individuos mas
vulnerables y otros mas resistentes al estrés (McEwen, 2008). La respuesta de estrés
puede estar determinada por diferentes factores, entre ellos el tipo y caracteristicas del
estresor, las variables individuales del organismo y su experiencia con el estresor, asi
como las particularidades sociales. De acuerdo con Anisman y Matheson (2005), los

estresores pueden clasificarse en:

Procesivos: Cuando existe de por medio una evaluacion de orden superior a nivel
cortical, y segun su origen pueden ser:
=  Neurogénicos: Estresores fisicos, de origen externo.

= Psicogénicos: Estresores psicologicos, de origen interno.

Sistémicos: Son alteraciones fisiologicas producto de diferentes enfermedades, a

nivel metabolico, cardiovascular, respiratorio, etc.

El estresor promueve una cascada de eventos neuroquimicos con valor adaptativo,
que pueden variar segun sus caracteristicas, como son la cronicidad, la intermitencia, la
predictibilidad, la incertidumbre que genere o la posibilidad de que el estresor sea
controlable.

Experimentalmente se usan distintos tipos de estresores de acuerdo al modelo,

como pueden ser, estrés agudo o cronico, variable o fijo, moderado o intenso, etc. Las
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caracteristicas del organismo son de gran importancia para evaluar la respuesta a un
estresor. Son considerados factores como la edad, género, especie y raza, asi como los
lazos sociales y el soporte del grupo al que pertenece el sujeto sometido a estrés. Las
caracteristicas individuales también juegan un papel importante en la respuesta al estrés.
Se trata de rasgos de personalidad, autoestima, herramientas para afrontar la situacion,
resistencia y tolerancia al estrés, etc. En el caso de los roedores existen cepas mas
susceptibles a los efectos del estrés, como por ejemplo la cepa Wistar Kyoto (Paré
1993). El soporte social suele ser muy importante, en especial en ratones, donde existe
una jerarquizacion muy marcada. El sexo de los animales también es determinante, ya
que se ha encontrado mayor susceptibilidad al estrés en ratas hembra (Cornil y cols.,
2006) de manera similar a lo reportado en humanos. Asimismo, la edad participa en la
diferente respuesta ante el estrés, encontrandose que los individuos mas vulnerables son

los senectos (Anisman y Matheson, 2005; Herrera-Pérez y cols., 2008)

La respuesta fisioldgica ante un evento estresante inicia en el hipotalamo, el cual
procesa la sefial y secreta arginina-vasopresina (AVP) y la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) que viajan a través del sistema porta hipofisiario hacia la glandula
pituitaria. Esta glandula secreta la hormona adrenocorticotropica (ACTH) que es
enviada por medio del torrente sanguineo hacia la corteza suprarrenal, donde se
producen dos importantes hormonas esteroides: el cortisol en humanos o corticosterona
en roedores, ambos del grupo de los glucocorticoides (GC), asi como la
dehidroepiandrosterona (DHEA), un andrégeno. Los GC interaccionan con receptores a
glucocorticoides (GRs) que se encuentran ubicados en el nucleo paraventricular del
hipotalamo, la hipofisis, los nucleos dorsales del rafé, la corteza prefrontal, el
hipocampo y la amigdala; asi mismo, los GC interactian con receptores a

mineralcorticoides (MRs), especialmente en el hipocampo (Lupien y cols., 2009).

Por su parte, la médula suprarrenal secreta catecolaminas, como la adrenalina y la
noradrenalina, responsables de efectos fisiologicos del estrés, tales como:

e  Aumento de la presion arterial.

e Aumento del aporte sanguineo al cerebro.

e  Aumento de la tasa cardiaca.

e Incremento en la estimulacion del musculo esquelético.
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e  Aumento en la liberacion de acidos grasos, colesterol y triglicéridos.

e Incremento de la liberacion de opioides como las endorfinas y las
encefalinas.

Una parte de la interaccion de los GC con los MRs y GRs en hipocampo,
hipotalamo e hipoéfisis, es la que bloquea la liberacion de CRH, estableciendo una
retroalimentacion negativa del circuito. Este circuito es conocido como el eje

hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HHA) (Figura 2.3).

Figura 2.3 Representacion del eje HHA (Lupien y cols., 2009)

Los GC son hormonas esteroides con funciones importantes en la regulacion del
hipocampo, la amigdala y la corteza prefrontal. Sin embargo, la presencia excesiva y
sostenida de GC en estas regiones, tiene consecuencias neurotoxicas (Cameron y cols.

1998; McEwen, 2005; Lupien y cols, 2009)

Una de las primeras pruebas diagnosticas que relaciono los elevados niveles de
GC con la depresion fue la prueba de supresion por dexametasona (Dxm). La Dxm es

un glucocorticoide sintético con afinidad por los GR y MR, y por ello puede bloquear la
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actividad del eje HHA mediante el mecanismo de retroalimentacion negativa.
Suministrando Dxm en la noche, se observd que sujetos normales suprimian la
liberacion de cortisol durante al menos 24 horas, mientras que sujetos deprimidos
mantenian alta secrecion diurna de cortisol, de lo cual se dedujo una relacion entre la
depresion y la hipercortisolemia. Entonces, si el estrés eleva los niveles de cortisol, este
puede ser un factor que desencadene la depresion. Una de las consecuencias del estrés
prolongado o intenso aunque de corta duracion, es la exacerbacion o desarrollo de
trastornos afectivos, tales como la depresion. Algunos tipos de depresion pueden ser
precipitados por un evento severo e intenso, como por ejemplo la depresion por estrés
postraumatico (PTSD) o por eventos de estrés moderado frecuente, como el estrés

psicosocial (Charney, 2004; Young y Korszun, 2010).

Los efectos neurotoxicos de los GC se han reportado en algunas regiones donde se
encuentran importantes concentraciones de receptores a GC, como son el hipocampo, el
nucleo paraventricular del hipotdlamo (PVN) y los nucleos dorsales del rafé (DRD)
(Garcia y cols., 2004), asi como en la amigdala y la corteza prefrontal. Estas regiones
parecen ser las mas vulnerables a dichos efectos neurotoxicos. Se ha encontrado que la
administracion de corticosterona en roedores afecta la neurogénesis hipocampal y
reduce la neuroplasticidad (Cameron y cols., 1998). Se ha propuesto que los GC
incrementan las concentraciones de citocinas, especialmente de la interleucina 1-Beta, la
cual reduce los niveles del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y como
consecuencia disminuye la neurogénesis. Asimismo, se ha encontrado que los GC
afectan la sobrevivencia neuronal a través de aminoacidos excitatorios (como el
glutamato) y repercute en la formacion del GABA, receptores NMDA y opioides
endogenos (Gould y cols., 1997). También se ha reportado que elevados niveles de GC
reducen la arborizacion dendritica en el hipocampo y la corteza prefrontal (McEwen,
1999; Sousa y cols., 2000).

Concentraciones elevadas o prolongadas de GC en el PVN afectan la expresion
del RNAm de los dos tipos de receptores conocidos a CRH (CRH-1 Y CRH-2),
alterando de esta manera la activacion adecuada del eje HHA (Charney, 2004) La
consecuencia directa de este efecto es el deterioro de la respuesta neuroendocrina,
generando una desregulacion del eje HHA. Este desajuste se ha asociado con la
generacion de enfermedades tales como la hipertension, la osteoporosis, la

inmunosupresion, la resistencia a la insulina, problemas de coagulacion,
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arterioesclerosis y alteraciones cardiovasculares (Charney, 2004). Diferentes trabajos
han mostrado una estrecha relacion entre el estrés y la depresion, mediante alteraciones
del sistema limbico y la generacion de conductas tipo depresivas en modelos de estrés,
como el de estrés cronico moderado (CMS) y la prueba de nado forzado (PNF)
(Willner, 1997; Cryan y cols., 2005)

La teoria neurotrdfica sostiene que una disminucion de factores neurotroficos
(como el factor neurotréfico derivado del cerebro, BDNF) origina alteraciones
morfofuncionales en diferentes areas cerebrales, las cuales dan lugar durante a la
depresion, alteraciones que ademds podrian estar relacionadas con la desregulacion del
eje HHA provocada por el estrés. Esta teoria propone que los trastornos afectivos
reflejan fallas en la funcion de redes neuronales importantes. (Mc Queen y cols. 1999;
Castrén, 2007; Callado y cols., 2009) Es una de las razones para sostener que existen
grupos mas vulnerables a la depresion y el estrés, y otros con mayor capacidad para
contender incluso al estrés extremo, con minimas consecuencias psicopatologicas
(Charney, 2004) Esta teoria argumenta la existencia de un importante numero de
neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas que han sido vinculadas con la respuesta
psicobiologica al estrés y con trastornos psiquiatricos generados a largo plazo, ya que
juegan un papel de mediadores en los circuitos y mecanismos asociados con la
regulacion de la recompensa, el miedo condicionado y la conducta social, constituyendo
un perfil neuroquimico de resiliencia psicobioldgica con valor adaptativo al estrés
extremo (Charney, 2004). Por esta razon, alteraciones en el eje HHA han sido
extensamente ligadas con las alteraciones de los sistemas neuroquimicos relacionados
con la depresion, de manera que existen paradigmas (como el paradigma de Porsolt en
la PNF), que sugieren que el estrés puede generar sintomas de tipo depresivo como es la

conducta de inmovilidad relacionada con la desesperanza (Porsolt y cols., 1977; 1978)
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2.3 MODELOS ANIMALES

Un modelo es una preparacion experimental que permite simular y estudiar una
condicion en diferentes especies (Markou vy cols., 1994; Markou y cols., 2009). Los
estudios sobre la depresion han requerido la elaboracion de modelos animales que
permitan una reconstruccion etioldgica y predictiva. Tales modelos requieren cumplir
con una serie de criterios que aseguren que el modelo representa objetivamente el

trastorno. Se han considerado los siguientes criterios de validez:

e Validez de apariencia: considera la existencia de una similitud fenomenoldgica
entre el modelo y el trastorno. El modelo animal de depresion debe simular al menos
uno de los sintomas del trastorno, como la anhedonia, la desesperanza o el abatimiento

motor

e Validez predictiva: Es decir que el modelo responda a los tratamientos

antidepresivos, tal y como sucede en los humanos, de manera sensible y especifica.

¢ Validez de constructo o hipotética: Se refiere a que las hipotesis que expliquen

el trastorno, sean también fundamento del modelo.

e Validez etiologica: Hace referencia a que las causas del desorden humano

alteren del mismo modo la conducta en el modelo (Anisman y Matheson, 2005).

Algunos autores consideran que los modelos de estrés pueden clasificarse de
acuerdo a su intensidad e intermitencia (Anisman y Matheson, 2005), de manera que se

pueden considerar agudos o cronicos.

Los modelos agudos mas empleados en la depresion han sido la prueba de nado
forzado (PNF) en sus diferentes versiones, la prueba de suspension de la cola (TST) y la

prueba de alimentacion forzada en un medio novedoso (Frazer y Morilak, 2005).

En cuanto a los modelos cronicos mas empleados, se encuentran el estrés cronico
moderado (CMS, por sus siglas en inglés), el estrés cronico variable (CVS, por sus
siglas en inglés) y el estrés prenatal. Estos modelos tratan de simular los ambientes

cotidianos en humanos (Anisman y Matheson, 2005, Herrera-Pérez y cols., 2008;).
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Los modelos agudos como la PNF y la TST simulan como principal sintoma la
desesperanza, representado en cada caso por la inmovilidad desarrollada ante un
estresor sin posibilidad de escape. Ante una amenaza, los animales desarrollan
conductas enfocadas a escapar, contender o resolver la situacion. Se trata de conductas
activas. A medida que el animal encuentra que la condicion del estresor es inescapable,
desarrolla una conducta pasiva, la inmovilidad, interpretada como el autoabandono y la

desesperanza, propios del estado de animo deprimido (Porsolt y cols., 1977; 1978)

Por su parte, el modelo de estrés cronico simula la anhedonia, a través del consumo
de una solucion de sacarosa. Se ha encontrado que un porcentaje de animales sometidos
a CMS reducen de manera significativa el consumo de sacarosa, interpretado como una
disminuciéon de la capacidad para experimentar placer (Willner, 1997). Asimismo,
existe un porcentaje de individuos que no desarrollan anhedonia, lo cual indica que

existe resistencia al estrés cronico moderado (Herrera-Pérez y cols., 2008)

Hasta el momento se desconoce un modelo que integre toda la sintomatologia de
la depresion, ya que por un lado existen diferentes tipos de depresion y por otro lado
aun son desconocidos varios aspectos de la etiologia y fisiopatologia de este trastorno.
Sin embargo, uno de los mas empleados actualmente en la investigacion para la
exploracion de nuevos farmacos con potencial antidepresivo y para la elucidacion de los

mecanismos neurales que participan en la depresion, es la PNF.

18



24 PRUEBA DE NADO FORZADO (PNF)

Este modelo fue propuesto por Porsolt, en 1977, para estudiar la conducta desplegada
por roedores sometidos a estrés agudo. Actualmente es uno de los mas empleados para
estudiar la depresion, y uno de los mas sencillos de estandarizar en los laboratorios. El
modelo ha sufrido modificaciones a través de los tltimos afios. Una de las propuestas
mas aceptadas es la de Detke y colaboradores (1995), en la que se modifico el método
de registro de las conductas, lo que permitié la deteccion de los efectos antidepresivos
de los ISRS.

La PNF consiste en dos sesiones de nado forzado, separadas por un periodo de 24 horas.
La primera sesion es de 15 minutos de duracion; consiste en colocar a la rata en un
cilindro de vidrio con agua a una profundidad que no permite que los animales escapen.
Esta sesion se denomina preprueba y tiene como finalidad someter al animal a una
situacion de estrés agudo inescapable, en la que gradualmente deja de realizar conductas
de esfuerzo y empieza a prevalecer la conducta de inmovilidad, que consiste en los
movimientos minimos que le mantienen a flote. Veinticuatro horas después se lleva a
cabo la sesion de prueba, bajo las mismas condiciones, pero con una duracion de 5 min.
En esta segunda sesion es posible observar el paradigma del modelo de Porsolt: la rata

estresada desarrolla inmovilidad en la prueba y reduce las conductas de escape.

De acuerdo con el paradigma de Detke y cols. (1995) en la PNF se analizan tres
tipos de conductas (figura 2.4):

e [nmovilidad: Son los movimientos minimos necesarios de la rata para

mantenerse a flote.

e Nado: Son movimientos activos de braceo, con desplazamiento alrededor del

cilindro

e Escalamiento: Es una conducta activa dirigida contra las paredes del cilindro en
intentos de trepado de las paredes del estanque, cuyos movimientos severos generan

burbujeo.
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La PNF posee una validez de apariencia al simular el autoabandono y
desesperanza, propios del animo deprimido, observados en el desarrollo de inmovilidad.
Segun Porsolt, “la inmovilidad refleja un decaimiento del estado de d&nimo en la rata, el

cual es selectivamente sensible a tratamientos antidepresivos” (Porsolt, 1978)

Figura 2.4 Conductas desplegadas durante la PNF: inmovilidad, nado y escalamiento

La propuesta de Porsolt indica que la inmovilidad en la PNF es parecida a las
conductas de auto-abandono de los sujetos deprimidos. Aunque esta interpretacion es
controversial, se ha demostrado a lo largo de 30 afios que los tratamientos
antidepresivos reducen la conducta de inmovilidad de forma selectiva, y en una relacion
de potencia semejante a la reportada para los humanos. Asimismo, la conducta de
inmovilidad es resultado del sometimiento a una condicion de estrés agudo inescapable,

por lo cual el modelo cumple con el criterio de validez hipotética y etioldgica.

Por otro lado, la PNF ha mostrado una gran sensibilidad para mostrar el potencial

antidepresivo (AD) de diferentes farmacos, con una importante validez predictiva en la
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respuesta a tratamientos. El grado de sensibilidad es tal que es posible distinguir entre
farmacos AD de los que no lo son. Asimismo, esta prueba permite conocer el
mecanismo neuroquimico que subyace la accion de los AD: el incremento de la
conducta de nado estd asociada con la activacion del sistema serotoninérgico, ya que
todos los ISRS la estimulan, mientras que el incremento de la conducta de escalamiento
lo estd con los sistemas catecolaminérgicos (noradrenérgico y/o dopaminérgico), dado
que responde a farmacos de efecto selectivo sobre la trasmision de catecolaminas, como

la desipramina y la reboxetina (Detke y cols.,1995; Cryan y cols., 2005).

La PNF ha sido util en la distincion de variables de género, edad, cepa, condicion
hormonal e incluso region cerebral. Trabajos que han comparado diferencias sexuales
han demostrado que las ratas hembra presentan mayor reactividad al estrés por nado
forzado y pueden desarrollar mas inmovilidad (Lopez-Rubalcava y cols., 2009; Estrada-
Camarena y cols., en revision). Investigaciones por edad muestran que ratas mayores a
21 dias posnatal (PN) son sensibles a la PNF, y que las conductas observadas durante la
prueba se estabilizan a partir de los 26 dias PN (Abel, 1993). En otra investigacion
realizada en nuestro laboratorio, se encontr6 que ratas prepuberales macho (32 dias PN)
también muestran las conductas activas a la par de la inmovilidad (Martinez-Mota y
cols., 2010, en revision). Por otro lado se ha reportado que existen cepas con mayor
sensibilidad al estrés por nado forzado (NF), como es el caso de la cepa de ratas Wistar
Kyoto (Rittenhouse y cols, 2002). Otras investigaciones reportaron que el estrés por NF
se asociada con un decremento en los niveles de SHT extracelular en el septum lateral y
la amigdala, y con un incremento de éstos niveles en el estriado (Kirby y cols., 1995);
finalmente, trabajos sobre funcionalidad mostraron que la PNF reduce la tasa de disparo

neuronal en septum lateral (Contreras y cols., 2004)

La sensibilidad, especificidad, alta validez y relativa sencillez de la PNF han
hecho de ésta una herramienta muy empleada en la exploracion de nuevos farmacos, asi

como en la comprension de la fisiopatologia de la depresion.
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2.5 EDAD Y DEPRESION

Un conjunto de cambios cognitivos, conductuales y emocionales estan asociados
con la edad. En la infancia y juventud estos procesos estan relacionados particularmente
con el desarrollo del hipocampo, la amigdala y los 16bulos frontales (Lupien y McEwen,
2009). En la vejez ocurren procesos normales y patologicos que determinan algunos de
estos cambios. Se ha mencionado que la prevalencia de la depresion varia con la edad y
el género (Bello y cols., 2005).

Diferentes estudios consideran que las edades del humano pueden dividirse en
prenatal, posnatal, nifiez, adolescencia, edad adulta y vejez. En la rata se han realizado
estudios que abarcan todas las etapas de la vida, desde la prenatal hasta la vejez. La
capacidad reproductiva de estos roedores, junto con su facil mantenimiento y relativa
rapidez para llegar a la vejez ha favorecido su uso en la investigacion. Algunos autores
consideran que la adolescencia en la rata puede dividirse en tres etapas: prepuberal (21-
34d), adolescencia media (34-46d) y adolescencia tardia (46-59d) (Lupien y cols.,
2009), edades que no varian entre cepas de rata. Dado que la PNF se ha estandarizado
para ratas mayores a 21 dias (Detke, 1995; Bylund, 2007; Rubalcava y cols., 2009) en
este trabajo consideramos solamente las edades prepuberal (24-32d), adolescencia
media o puberal (40-41d), adulto joven (60-90d) y adulto de mediana edad (12-13
meses).

Diferentes estresores en ratas de edad prenatal y posnatal han mostrado tener
repercusiones de largo plazo en etapas posteriores de la vida de los animales, tales como
hiperactividad del eje HHA e hipercorticosteronemia, asi como alteraciones de la
conducta, como son la predisposicion al consumo de alcohol y drogas de abuso,
conducta antisocial, déficit de atencion e hiperactividad, trastornos del suefio, ansiedad
y depresion (Bathia y Bathia, 2007; Birmaher y cols., 1996; Bylund y Reed, 2007).
Estos efectos han sido explicados por los efectos neurotoxicos de los GC sobre el
desarrollo de los sistemas serotonérgico y dopaminérgico, sobre la neurogénesis
hipocampal y la plasticidad cerebral en general (Cameron y cols., 1998; Sousa y cols.,
2000; Castrén y cols., 2007).

Algunos trabajos enfocados a la depresion y el estrés en nifios y adolescentes, han
demostrado que estos grupos de edad pueden sufrir desajustes en el eje HHA ante
eventos traumaticos como son la deprivacion materna, la violencia o el abuso, eventos

que pueden derivar en efectos de largo plazo, tales como propension al consumo de
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drogas de abuso, agresividad y depresion, entre muchos otros trastornos (Birmaher y
cols., 1996; Bylund y Reed, 2007). Algunos autores consideran que el cerebro del
adolescente aun no esta totalmente maduro (Bylund y Reed, 2007), ya que se conoce
que regiones como el lobulo frontal y el hipocampo continuan en desarrollo (Lupien,
2009).

En ratas adolescentes se ha observado una alta respuesta del eje HHA
caracterizada por una liberacion prolongada de GC en comparaciéon con adultos,
mostrando una incompleta maduracion del asa de retroalimentacion negativa de este eje
(Lupien y McEwen, 2009). Un trabajo con ratones en adolescencia media, mostré que
estos tienen mayores niveles basales de corticosterona, y que tras 15 minutos de estrés
agudo por restriccion, el incremento de esta hormona es superior a los niveles
mostrados en animales adultos (Nirupa, 2007), confirmando que los adolescentes
pueden ser mas susceptibles al estrés agudo.

Por otra parte, estudios sobre anhedonia utilizando el modelo de CMS, y el
consumo de sacarosa como principal parametro, mostraron que 35% de las ratas macho
jovenes (3-5 meses) desarrollaron anhedonia tras ser sometidas a un modelo de estrés
cronico (CMS), mientras que en las ratas de mediana edad (12-15 meses) fue el 73%
(Herrera-Pérez y cols., 2008), lo cual podria sugerir que la incapacidad de experimentar
placer inducida por estrés estd asociada con los cambios neuroendocrinos
desencadenados por la vejez. En una investigacion que midio los sitios de union de
paroxetina (un ISRS) marcada con tritio, se reportd que los sitios de recaptura de SHT
en hipocampo de rata se incrementan significativamente con la madurez y decaen con la
vejez (Arora y cols., 1993) Estos datos en conjunto permiten sugerir que la vejez es un
factor de vulnerabilidad al estrés y la depresion

Diversos estudios han mostrado que la infancia temprana y la vejez son edades
particularmente sensibles al estrés (Lupien y cols, 2009; Herrera-Pérez y cols., 2008) en
las cuales éste puede tener consecuencias a largo plazo, especialmente en cuanto a
trastornos afectivos se refiere, tales como la depresion. Por un lado se menciond que la
prevalencia de la depresion en nifios aumenta de manera importante hacia la
adolescencia (Birmaher y cols., 1996; Malkesman y Weller, 2007). Ademas, de manera
general la incidencia de la depresion es mayor en personas de edad avanzada que en

jovenes (Blazer 1980; Reynolds III and Kupfter, 1999).
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Recientemente se ha esclarecido la existencia de diferencias significativas en la
efectividad de los diferentes tratamientos antidepresivos en niflos y adolescentes
comparados con adultos (Birmaher y cols., 1996; Murrin, 2007). La poblacion de
menores responde con mejor eficacia a los inhibidores selectivos de la recaptura de SHT
(ISRS), y la respuesta es mas pobre cuando son tratados con antidepresivos triciclicos
(Malkesman y Weller, 2009; Bhatia y Bhatia, 2007) lo que habla de factores que
determinan un perfil especial de depresion en la infancia y adolescencia. Asimismo, no
todos los ISRS pueden ser administrados a la poblacion pediatrica, ya que segun
estudios recientes, el uso de algunos de estos farmacos constituye un factor de riesgo en
la conducta suicida de adolescentes (Malkesman y Weller, 2009). Por lo tanto, tenemos
a una poblacion extremadamente vulnerable en la que una psicopatologia de inicio
temprano podria dar lugar a otras de mayor severidad, o predisponer a psicopatologias
en la edad adulta (Lupien y cols., 2009).

Por otro lado, en diversas publicaciones se ha reportado que la poblaciéon anciana
sufre un deterioro en la respuesta a los tratamientos antidepresivos, usualmente los
mismos ISRS, ain cuando estos fairmacos son los de mas baja toxicidad para dicha
poblacion. De forma interesante, los ancianos se vuelven mas lentos metabolizadores de
farmacos, entre ellos los ISRS, asi que a pesar de tener elevadas concentraciones
sanguineas del farmaco, los efectos antidepresivos se ven reducidos. Una de las posibles
respuestas es que esta poblacion presenta alteraciones en los sitios de union a dichos
antidepresivos, principalmente en la funcionalidad y expresion del SERT (Nelson y

cols., 1995; Mamdani y cols., 2000).
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2.6 ESTRUCTURAS ASOCIADAS AL ESTRES Y LA DEPRESION

Sistema Limbico.

El término “limbico” fue acufiado para designar al conjunto de estructuras
cerebrales asociadas con las emociones. Uno de los primeros circuitos asociados al
control de las emociones fue el descrito por James Papez, que integraba una relacion
funcional del talamo, el hipotdlamo, la corteza y el hipocampo. Posteriormente se
integro en un complejo anatdémico denominado sistema limbico. Se trata de un conjunto
de estructuras asociadas a funciones basicas en organismos inferiores de la escala
filogenética de los vertebrados, mostrando un incremento en su complejidad en
organismos con funciones cerebrales superiores (Purves y cols., 2004). En este trabajo
se van a mencionar solamente algunas de las estructuras asociadas con la respuesta al
estrés y la depresion.

Como se menciond anteriormente, en respuesta a los estresores, la amigdala
estimula la liberacion de CRH en el nucleo paraventricular del hipotalamo (PVA), que
inicia la activacion del eje HHA, resultando en la liberacion de GC, cuyo blanco de
retroalimentacion son el mismo hipotalamo y la hipofisis, y los blancos de respuesta al
estrés son principalmente: la amigdala, los nucleos dorsales del rafé, el septum lateral,
la corteza prefrontal y el hipocampo.

La amigdala es una complejo anatomico situado en la parte antero medial del
l6bulo temporal, rostral al hipocampo (Figura 2.5). Estd compuesta por 3 regiones
funcionales: la region medial, que mantiene conexiones con el bulbo y corteza olfativas;
la region basolateral, que mantiene conexiones hacia las cortezas prefrontal del 16bulo
frontal y asociativa del l6bulo temporal; las regiones central y anterior de la amigdala
mantienen conexiones con el hipotdlamo y el tallo cerebral, en particular con los
nucleos del rafé. La amigdala recibe inervaciones del sistema sensorial, por lo que
células de la amigdala responden a estimulos visuales, olfativos o auditivos. Se
considera uno de los epicentros del sistema limbico, pues es el iniciador de diferentes
respuestas, entre ellas la del estrés. Ha sido asociada con funciones en el procesamiento
del miedo y la agresion (Lupien, 2009), control del tono simpéatico y la respuesta
condicionada (Zandio, 2002). Activa tanto al eje HHA a través del estimulo de arginina

vasopresina (AVP) en el hipotalamo, asi como las vias autonomas del sistema nervioso,
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responsables de la respuesta rapida, adrenérgica y noradrenérgica, via médula
suprarrenal. La amigdala “media tanto la expresion auténoma como la experiencia
cognitiva de la emocion” (Iversen, S. et al, en Kandel, 2006, p992). Un trabajo de
investigacion demostr6 que una sesion de 30 minutos de nado forzado induce una
disminucion de las concentraciones extracelulares de SHT en la region

amigdalina,determinada por empleando microdialisis en vivo (Kirby y cols., 1995)

Los nticleos de rafé son un conjunto de niicleos neuronales que se encuentran en
la parte superior del tallo cerebral a lo largo del mesencéfalo y puente cerebral hacia la
médula, ventrales al acueducto de Silvio. Esta constituida por varias subregiones: dorsal,
medial y ventral. En los ntcleos del rafé es donde surgen las fibras serotoninérgicas que
inervan la mayor parte del cerebro. Ha sido asociado con la regulacion del suefio y la
vigilia. La gran cantidad de proyecciones serotoninérgicas lo hace importante en la
farmacologia de la depresion y la ansiedad. En el rafé dorsal, existen proyecciones

serotoninérgicas que inervan el septum lateral (Figura 2.6)

Corteza cingular anterior Corteza cingular posterior Serotonina
Corteza cerebral
Amigdala
Nucleos de rafé

Figura 2.5. Esquema de corte transversal de  Figura 2.6 Nucleos del Rafé en corte sagital

cerebro humano, mostrando la regién en cerebro humano. Se muestran las

amigdalina en los l6bulos temporales (Purves,  proyecciones serotoninérgicas hacia

2004). importantes regiones del SNC (Purves,
2004).

El septum lateral es una region neuroanatdmica situada entre los ventriculos
laterales y el fornix, ventral al cuerpo calloso. También se divide en tres subregiones:
dorsal, intermedio y ventral. La actividad del septum estd asociada con las respuestas de

alerta, miedo y agresion ante eventos adversos. Diferentes trabajos han confirmado que el
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septum lateral media los efectos conductuales de diferentes antidepresivos o compuestos
que no son estrictamente antidepresivos, pero que comparten acciones con estos, como la
vasopresina, la progesterona y el estradiol (Stemmelin, 2005; Estrada-Camarena y cols.,
2002; Contreras y cols., 1995). De hecho, en esta region se han encontrado células
sensibles a estradiol (Purves y cols., 2004). La activacion del septum es regulada
negativamente por la SHT, de manera que cuando disminuyen los niveles de este
neurotransmisor, el septum se activa; mientras se mantiene un nivel alto de SHT el
septum lateral queda inhibido. Por esta razon ha sido considerado como el responsable de

las conductas activa o pasiva ante estimulos estresantes (Cryan y cols., 2005).

En el primer caso, la exposicion aguda al nado forzado estimula la liberacion
hipotalamica del CRH (Cryan y cols., 2005) que actia sobre neuronas gabaérgicas en
los micleos dorsales del rafé, provocando la liberacion de GABA, el cual inhibe a las
neuronas SHT que proyectan hacia el septum lateral; esto disminuye los niveles de SHT

en esta region y como consecuencia un incremento de la actividad del septum (Figura

2.7).

Exposicién aguda e
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Exposicién repetida CRF

Figura 2.7 Esquema sugerido por Cryan y Lucki, para explicar el efecto
diferencial del estrés por nado agudo y créonico mostrado en las conductas activa o
pasiva durante el nado (Cryan y cols., 2005).
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Lo anterior puede explicar la conducta activa observada durante la exposicion
inicial al nado. En contraste, la exposicion repetida al nado, provoca la desensibilizacion
de los mecanismos del CRH en el rafé dorsal, lo cual provoca la pérdida de la actividad
inhibitoria, manteniendo continua la trasmision SHT que inactiva al septum, por lo cual
se muestra una conducta pasiva durante la prueba de nado forzado (Cryan y cols.,
2005). Estudios en el septum lateral con la PNF, mostraron que el incremento de la tasa
de disparo en esta region esta asociado con el incremento en la motivacion del animal
para escapar en situaciones estresantes, mientras que la reduccion de la tasa de disparo

estaria asociado con la desesperanza (Contreras y cols., 2004)

, El hipocampo es una estructura
Hipocampo

de invaginacion cortical en el interior
del l6bulo temporal. Esta estructura
mantiene estrecha continuidad con el
giro dentadko y el subiculo,
constituyendo la formacion
hipocampal. El hipocampo estd

formado por tres estratos celulares:

células  polimorficas  gabaérgicas

Células

piramidales intrinsecas (interneuronas

inhibitorias);  células  piramidales
Figura 2.8. Regiones de la formacion extrinsecas (con proyecciones del
hipocampal en rata, vias excitatorias y exterior) responsables de la
conexiones sindpticas (Purves y cols., comunicacion externa del hipocampo;
2004). y células granulares (Figura 2.8). El
hipocampo presenta una estructura en
forma de cuerno (cornus amon) que de acuerdo al tipo celular se divide en varias
regiones: CA1l, CA2 y CA3. Las células piramidales se encuentran principalmente en la
region CA3, donde ademas existen importantes ramificaciones dendriticas hacia el
interior hipocampal, responsables de funciones plasticas asociadas con la memoria.
Otras proyecciones colaterales de CA3 son dirigidas hacia la region CA1l del mismo
hipocampo (colaterales de Schaffer). E1 hipocampo mantiene importantes vias aferentes

desde los nucleos septales, el hipotalamo y el Jlocus coeruleus. Por ello el hipocampo
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participa en funciones de memoria explicita y espacial. Importantes conexiones con el
nucleo amigdalino, hacen que la region CA3 tenga una participacion en el estrés.
Trabajos con microdidlisis en vivo mostraron que las concentraciones de SHT
extracelular en el hipocampo ventral posterior no se ven alteradas con el nado forzado
(Kirby y cols. 1995). Ademas de la plasticidad se ha observado neurogénesis en areas
como el giro dentado, en la formacion hipocampal, lo que le confiere un papel
importante en la adaptacion a situaciones nuevas y recuperacion de eventos estresantes.
Es de resaltar que pacientes deprimidos cronicos muestran una reduccion del volumen
hipocampal, y que tanto los antidepresivos como la psicoterapia recuperan el volumen
de esta estructura, lo que revela su importancia en la depresion y recuperacion de la
psicopatologia (Castrén y cols., 2007). Se han encontrado importantes concentraciones
de GR y MR que indican que el hipocampo es parte de la via de retroalimentacion
negativa del eje HHA, que inhibe la liberaciéon de CRH en el niicleo paraventricular del

hipotalamo y con ello frena la respuesta del eje.

La influencia de la amigdala
en los procesos afectivos es
resultado de las proyecciones hacia
la corteza prefrontal (Iversen y cols.,
en Kandel y cols., 2001). La corteza

prefrontal es la region motora de la

Corteza prefrontal

; ) corteza frontal y se ha relacionado
orbital y medial

con funciones de asociacion y
planificacion ante requerimientos

Figura 2.9 Esquema de corte transversal de cognitivos que requieren

cerebro humano, mostrando la corteza informacion para guiar el

prefrontal (Purves y cols., 2004). comportamiento apropiado ante un
desafio (Purves y cols.,, 2004),
desarrollo de iniciativa y voluntad (Zandio y cols., 2002). Se ha considerado como parte
del sistema limbico y dadas sus funciones podria tener un papel importante en la
respuesta de estrés. De la misma manera que el hipocampo, posee importantes

concentraciones de GR que le confieren un papel dentro de la via de retroalimentacion

negativa del eje, frenando su activacion (Figura 2.3)
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2.7. SEROTONINA'Y SERT

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (SHT) es una indolamina del grupo de las
monoaminas, derivada del aminoacido triptofano, que es producida en las neuronas,
almacenada en vesiculas y liberada en la terminal sinaptica (en respuesta a un estimulo
despolarizante) donde activa los receptores pre- y post- sindpticos, estableciendo asi la
comunicacion serotoninérgica (Jayanthi y Ramamoorthi, 2005). La SHT se ha ligado a
la regulacion de funciones emocionales, de manera que alteraciones en la
neurotransmision serotoninérgica ha sido asociada con desoérdenes psiquiatricos y
conductas asociadas tales como la depresion, el suicidio, la violencia impulsiva y el
alcoholismo (Jayanthi y Ramamoorthi, 2005). El estrés agudo puede resultar en un
incremento de los niveles SHT en la corteza prefrontal, el nicleo accumbens, la
amigdala y el hipotalamo lateral (Charney, 2004). También se asocia con efectos
ansoliticos o ansiogénicos dependiendo de la region cerebral donde se encuentren los
receptores a SHT que participan en la trasmision sindptica (Charney, 2004). Se vincula
con funciones del desarrollo embrionario y de la maduracion de los vertebrados
(Lauders, 1990; Ansorge y cols., 2004; Bylund y Reed, 2007; Malkesman y Weller,
2009).

Uno de los principales reguladores de la SHT es su transportador, el SERT, una
fosfoproteina transmembranal que se encuentra en la terminal sinaptica y axones de las
neuronas del sistema serotoninérgico.

Las dos extremos terminales del SERT son citoplasmaticos y son potencialmente
los sitios de fosforilacion que desencadenan la internalizacion de los dominios del
SERT, y como consecuencia, el bloqueo del transporte y recaptura de la SHT (Zhou y
cols., 1996). El SERT reintroduce la SHT extracelular al citoplasma de las neuronas,
regulando las concentraciones de esta monoamina en el espacio sinaptico y con ello la
trasmision serotoninérgica. Existen diferentes mecanismos que regulan la funcion del
SERT, como son la actividad neural, las hormonas, los factores de crecimiento e incluso
los factores ambientales. Sin embargo, los mas notables son a nivel de la transcripcion
génica (a largo plazo, regulacion cronica) y modificaciones post-traduccionales a nivel
proteico (a corto plazo, regulacion aguda) (White y cols., 2005; Jayanthi y
Ramamoorthi, 2005).
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Figura 2.10. Esquema que ilustra los nueve dominios, los extremos terminales y la
organizacién del SERT (Modificado de Zhou y cols., 1996)

A nivel génico se han identificado diversos factores de transcripcion que regulan
la sintesis del SERT, como son los sitios AP1 y AP2 o el elemento de uniéon al AMPc
(CREB), entre otros. La regulacion a nivel proteico se debe a mecanismos de
glicosilacion y fosforilacion (White y cols., 2005). La mayoria de los mecanismos de
regulacion proteica se deben a alteraciones en la estructura del transportador. Tales
alteraciones son provocadas principalmente por la accion de proteinas cinasas (PKC) y
de inhibidores de fosfatasas, sobre el SERT (White y cols., 2005; Jayanthi y
Ramamoorthi, 2005).

Las investigaciones sobre la estructura, funcion, expresion y regulacion del SERT
soportan consistentemente la idea de que estos transportadores juegan un papel
fundamental en la regulaciéon normal y anormal de la sefializacién serotoninérgica
dentro del sistema nervioso (Jayanthi y Ramamoorthi, 2005), por lo que alteraciones del
SERT a cualquier nivel, pueden afectar la recaptura de la SHT y alterar todo el sistema
serotoninérgico.

En humanos, esta proteina es codificada a partir del gen SLC6A4 en el
cromosoma 17, q11.1-q12 (Ramamoorthy, 1993), con un promotor con dos variantes
polimorficas, larga y corta. La variante corta es menos funcional en la expresion del gen
y genera proteinas con deficiencias estructurales, lo cual se asocia con trastornos

afectivos, tales como la depresion (Young y cols, 2008). Por esta razén ha sido el
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blanco de los tratamientos farmacologicos de trastornos y enfermedades asociados con
disfunciones en la trasmision serotoninérgica, como depresion, el alcoholismo, la
ansiedad, el insomnio y los trastornos alimenticios y obsesivo-compulsivos.
Anteriormente se explico el papel de los ISRS sobre el SERT, que ha sido el blanco
terapéutico de estos farmacos y otros menos selectivos.

Estudios  sobre el efecto de los  antidepresivos  sobre el
SERT, mostraron que la paroxetina reduce hasta en 80% la expresion del SERT en la
region CA3 del hipocampo (Benmansaur y cols., 2002), en el nucleo lateral de la
amigdala, en el giro dentado y en los nucleos del rafe dorsal (Gould y cols., 2003) lo
cual confirma que el bloqueo del SERT en algunas regiones esta asociado con el efecto
antidepresivo de los ISRS.

Existen diversas evidencias que vinculan alteraciones del SERT con la depresion.
Un estudio reciente sugiere que bajos niveles de SERT en la corteza prefrontal
constituye un importante factor de riesgo en la aparicion de trastornos afectivos, como
es la depresion (Frokjaer y cols., 2009). Estudios post-mortem realizados en el tallo
cerebral de humanos, victimas de suicidio, mostraron que éstos presentan bajos niveles
de SHT y su metabolito (SHIAA) , asi como elevados niveles de receptores SHT, Y
SHTija (Mann y cols.,, 1989). Asimismo, las investigaciones de Kakiuchi y
colaboradores muestran que existe una relacion entre bajos niveles, deterioro de la
funcion, decremento de la velocidad e intensidad de recaptura del SERT con elevados
niveles del cortisol en individuos viejos (Kakiuchi y cols., 2001). Estos resultados
fortalecen la idea de que existe una relacion entre las alteraciones en los niveles, la

expresion y la funcion del SERT con la depresion y el estrés.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La depresion es una enfermedad de origen multifactorial, y el estrés es uno de los
factores etioldgicos mas asociados a los trastornos depresivos. La vejez es una etapa de
mayor vulnerabilidad al estrés, lo mismo que edades de desarrollo, como es la nifiez y la
pubertad; asimismo estas poblaciones muestran una alta prevalencia de trastornos
depresivos. Sin embargo los tratamientos antidepresivos mas empleados tienen una
pobre respuesta en estos grupos. Los ISRS tienen como sitio blanco al SERT. A la fecha
existen pocos estudios que relacionen los niveles de SERT con el estrés en diferentes
grupos de edad, en un modelo de depresion. Por esta razon resulta de interés estudiar los
efectos del estrés y la edad sobre los niveles del SERT en regiones cerebrales asociadas

con la depresion y el estrés y la conducta depresiva en un modelo animal.

4. HIPOTESIS

e La edad es un factor asociado con la vulnerabilidad al estrés, por lo que el nado
forzado producira mas inmovilidad en los grupos juveniles y de edad media.

e EI SERT es una proteina asociada con el desarrollo y funcionamiento del sistema
serotoninérgico, por lo que los grupos juveniles y de edad media tendran bajos
niveles de SERT en regiones del sistema limbico asociadas a la depresion.

e Ya que el estrés por nado forzado afecta el sistema serotoninérgico entonces
producird una reduccion en los niveles del SERT en regiones cerebrales
relacionadas a la depresion, principalmente en las poblaciones mas vulnerables

(prepuberes, puberales y edad media).
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5. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del estrés por nado forzado y la edad sobre los niveles del SERT

y la conducta depresiva en ratas Wistar macho.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de la edad sobre la respuesta conductual en el modelo de nado

forzado.

2. Determinar los niveles de SERT en regiones cerebrales asociadas con el estrés

y la depresion:

Corteza prefrontal, region prelimbica (CPF)
Septum lateral, region intermedia (SLI)
Amigdala, nucleo basolateral (BSA)
Hipocampo dorsal, region CA3 ventral (HCA3)
Nucleo dorsal del rafé (DRD)

3. Determinar los niveles del SERT en cada una de las estructuras seleccionadas

en relacion con la edad: prepuber, puberal, adulto joven y edad media.

4. Determinar si el estrés por nado forzado modifica los niveles del SERT en cada

una de las estructuras seleccionadas
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. SUJETOS EXPERIMENTALES.

Se utilizaron 84 ratas macho de la cepa Wistar, alojadas en cajas de acrilico de 35
x 25 cm y 15 cm de alto durante al menos una semana antes del experimento, en el
bioterio del INPRFM, con un ciclo invertido de luz-oscuridad de 12 horas (la luz se
encendi6 a las 22:00 horas) en condiciones controladas de temperatura y humedad.
Todas las ratas tuvieron acceso libre a comida y agua, antes y durante el experimento.
El manejo de animales se llevo a cabo bajo los lineamientos de la norma oficial de
manejo de animales (NOM-062-ZO0-1999) y la norma internacional para el uso de

sujetos de experimentacion (NIH publicacion 85-23, 1985).

6.2. EDADES

Las ratas fueron seleccionadas de acuerdo a su edad con base a los criterios
establecidos en la literatura (Lupien y cols., 2009; Bylund, 2007) (ver capitulo 2.5),

considerando como edades cruciales postnatales (PN) las siguientes:

o Prepuberes, entre 24 y 32 dias. Se considera prepuberes a los machos

que atn no presentan la separacion prepucial.

e Puberales, de 40-41 dias. Son los animales que presenta la separacion

prepucial.
e Adultos jovenes de 90 dias. Es el adulto en edad reproductiva.

e FEdad media, de 12 al3 meses. Se considera de mediana edad a los
animales que comienzan a mostrar un decremento significativo de los

niveles de T total (Herrera-Pérez y col., 2008).

A lo largo de este trabajo denominaremos al conjunto de ratas prepuberes y
puberales como “juveniles”. A los adultos jovenes simplemente los denominaremos

“adultos”.
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6.3 DISENO EXPERIMENTAL

Los animales de las diferentes edades se asignaron aleatoriamente a dos grupos:
con estrés por nado forzado (NF) y control (C). Los cuatro grupos de edades asignados
al NF fueron sometidos a las sesiones de preprueba y prueba de acuerdo al modelo de
PNF (ver mas adelante). Los animales del grupo control permanecieron en las mismas
condiciones de alojamiento y cuidado y no fueron sometidos a la prueba de NF. Al
término de la prueba de nado, inmediatamente todos los grupos fueron anestesiados y
perfundidos. Los cerebros se extrajeron y se preservaron; posteriormente se rebanaron
en el criostato a -22 °C. Finalmente los cortes se procesaron por inmunofluorescencia.
Las imagenes se analizaron con el programa Metafluor. El disefio experimental puede

resumirse en forma diagramatica en la figura 6.1 (disefio A)

Con respecto a la preprueba de NF en ratas juveniles, no existen suficientes datos
en la literatura sobre los efectos de la preprueba en las conductas de la PNF, por lo que
los resultados de la preprueba registrados en este trabajo, en los grupos de animales
prepuberes y puberales, fueron analizados adicionalmente, no asi los datos de los
animales adultos y en edad media. Por esta razon se desprende un segundo disefio para

las ratas juveniles (figura 6.1 B).
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Disefio experimental A

RATAS WISTAR MACHO

FREFUBERES PUBERALES ADULIOY IONWENEY EDAD REDA

PME  COMIHOL  PNE COMIHOL PFHE  COMIEOL PHME  COMIHOL

FERFUSION

EXTRACCION DE CEREBROS

CORTES

INMLUNOFLLIORESCEMNCIA

Disefio experimental B

RATAS WISTAR MACHO

PREPUBERE% PUBERALES
PRE-PRUEBA PRE-PRUEBA
CONTROL COMTROL
PNF PHF
s
PERFUSION

EXTRACCION DE CEREEROS
CORTES

INMUNOFLUORESCENCIA

Figura 6.1 A. Esquema general que representa la secuencia de los experimentos realizados en
este trabajo. B. El segundo disefio experimental es un desprendimiento del esquema general,

que incluyo el registro y analisis de los datos de la preprueba para las ratas preplberes y

puberales.
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6.4 PRUEBA DE NADO FORZADO (PNF)

Las ratas asignadas a los grupos con estrés, fueron forzadas a nadar por 15
minutos en estanques cilindricos de vidrio de 46 cm de alto por 20 de didmetro, con
agua corriente a una altura de 30cm, a 22 °C de temperatura. Esta primera sesion de
nado forzado constituye la preprueba. El desarrollo de las conductas en la preprueba de
nado forzado ha sido reportado para ratas adultas (Cryan y col., 2005; Rubalcava y
Lucki, 2000; Martinez-Mota y cols., 2005), por lo que para este trabajo solo se
considerd estudiar este desarrollo en las ratas juveniles. Para el caso de los dos grupos
de ratas juveniles menores, la sesion de preprueba de 15 minutos fue videograbada para
su posterior andlisis, y dividida en periodos de 5 minutos. Al término de la preprueba
todas las ratas fueron secadas con una franela y colocadas en cama de aserrin iluminada
por una lampara que les proporciono calor. Posteriormente fueron reincorporadas a sus
cajas de acrilico al bioterio. Veinticuatro horas después, todos los grupos (todas las
edades) fueron nuevamente sometidos a nado forzado para la sesion de prueba por 5
minutos, que fue videograbada para su posterior analisis.

El analisis conductual se realiz6 mediante registro instantaneo con ayuda de
cronometros que indican una sefial cada 5 segundos, momento en la cual fue anotada la
conducta observada en el video. Las conductas analizadas fueron, como se describid
anteriormente, inmovilidad, nado y escalamiento (ver pagina 21). Cada conducta
registrada se definié como una cuenta, de tal forma que en 5 minutos se contabilizé un
total de 60 cuentas repartidas entre las tres conductas.

Para los grupos juveniles, los resultados de la preprueba fueron separados en tres

periodos de 5 minutos cada uno para el analisis estadistico.
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6.5 PERFUSION

Las ratas macho Wistar de los grupos control y estrés por NF fueron anestesiadas
con una mezcla de ketamina (100 mg/kg) y xilacina (20 mg/kg) via i.p. (ver apéndice
12.5 de anestésicos), usados como anestésico y relajante muscular, respectivamente.
Para realizar la perfusion se introdujo una canula a través del ventriculo izquierdo, hasta
ser colocada en la aorta, mediante la cual fue suministrada una solucidén salina de
fosfatos (PBS 0.001M: NaCl, 0.13 M; Na,HPO,, 0.003 M y Na,HPO4, 0.007 M) y
heparina como anticoagulante (0.1 ml por cada 100 ml de PBS) en dosis de 1000 ml de
PBS / kg. Posteriormente se perfundieron con una solucion de paraformaldehido al 4%.
Al término de la perfusion los cerebros se extrajeron y se lavaron en PBS 0.001 M en
agitacion constante por 20 min, y se almacenaron en una solucion de PBS 0.001M con

sacarosa al 30% y trimerosal al 0.1 % a -4°C.
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6.6 REGIONES DE INTERES

Diferentes reportes establecen la participacion de determinadas areas del sistema
limbico durante el estrés agudo y la depresion. Con base en estos criterios establecimos
las regiones de interés, que fueron identificadas por medio de las coordenadas
estereotaxicas (Interaural y de Bregma) tomadas del el atlas de cerebro de rata (Paxinos

y Watson, 1998).

Los cerebros se rebanaron con un criostato (Microm HM 505 N) a -22°C, y se
obtuvieron cortes coronales de 40 um. Estos se guardaron en una solucion
anticongelante de etilenglicol/glicerol (25-25%) en solucion PBS 0.001M a -8°C.
Posteriormente se colocaron en PBS 0.001M dentro de una caja de petri y se

seleccionaron cortes correspondientes con las siguientes 5 regiones:
e Region prelimbica de la corteza prefrontal (CPF)

Diversos reportes indican que las regiones orbital, ventrolateral y prelimbica
de la corteza prefrontal participan en funciones de asociacion y planificacion
y se han asociado con la fisiopatologia del estrés y la depresion (Iversen y
cols., en Kandel, 2001; Zandio y cols., 2002). Elegimos el area prelimbica

de la corteza prefrontal dentro del recuadro.

Interaural: 13.70 a 13.20 mm
Bregma: 4.70 2a4.20 mm
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e Region intermedia del septum lateral (SLI)

Los reportes de Kirby y cols., quienes realizaron dialisis en esta region
media del septum lateral, indicaron cambios importantes en las
concentraciones extracelulares de SHT en esta region durante el estrés por
nado forzado (Kirby y cols., 1995). Otras investigaciones demostraron que
el septum lateral estd implicado en la respuesta farmacoldgica de los
antidepresivos (Contreras y cols., 2001). Se eligi6 el area intermedia de los
nucleos septales (la zona sombreada dentro del recuadro) con la finalidad de
delimitar un area de medicion, sin descartar que mas adelante se pueda
extender la cuantificacion del SERT en areas dorsal y ventral del septum, las
cuales también han sido asociadas con la respuesta farmacologica en la

depresion (Contreras y cols., 2001).

Interaural: 8.74 a 8.60 mm

Bregma: -0.26 a -0.40 mm

e Nucleo basolateral anterior de la amigdala (BLA)

Ha sido reportada la participacion de la amigdala en la regulacion del eje

HHA (Zandio, 2002) especialmente el nucleo basolateral anterior de la
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amigdala. Fue reportada una disminucion de las concentraciones de SHT
extracelular tras una sesion de nado forzado (Kirby y cols., 1995). Fue

elegida la zona sombreada dentro del recuadro en el esquema.
Interaural: 6.70 a 5.70 mm

Bregma: -2.30 a -3.30 mm

e Region CA3 del hipocampo ventral posterior (HCA3)

La region CA3 del hipocampo estad compuesta principalmente por neuronas
piramidales, y constituye un importante puente de respuesta al estrés entre la
amigdala y la corteza prefrontal. Reportes de Kirby y cols. indicaron pocas
modificaciones en los niveles extracelulares de SHT en el hipocampo ventral
durante el estrés por nado (Kirby y cols., 1995). En este trabajo se eligio la
zona sombreada dentro del recuadro.

Interaural: 4.48 mm

Bregma: -4.52 mm
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e Nucleos dorsales del rafe (DRD)

Las fibras serotoninérgicas tienen su origen en los niicleos de Rafé. Durante
el estrés se incrementa la produccion de SHT especialmente en los nucleos
dorsales de esta region. La zona sombreada en el recuadro fue seleccionada

para cuantificar los niveles del SERT

Interaural: 1.70 a 1.36 mm

Bregma: -7.30 a -7.64 mm
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6.7 TINCION DE NISSL

Una vez establecidas las coordenadas y subregiones de interés, fue seleccionada
una muestra de cortes de manera aleatoria dentro de las coordenadas estereotaxicas de
interés y teflidos con el método de Nissl para observar la citologia general del sistema
nervioso, con la finalidad de identificar las areas cercbrales de interés. Los cortes de
cerebro fueron lavados en PBS 0.001M y colocados en portaobjetos gelatinizados. Una
vez secos fueron lavados con agua destilada y tefiidos por 20 minutos en solucion de
violeta de cresilo 0.02%. Posteriormente fueron deshidratados gradualmente en
soluciones de alcohol 70, 80, 96 y 100%. Finalmente se lavaron en alcohol absoluto y
colocaron por 10 minutos en xilol. Se lavaron en xilol limpio y se montaron con resina

sintética Entellan (ver protocolo de Nissl en el apéndice 1)
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6.8 INMUNOFLUORESCENCIA

Los cortes de las diferentes estructuras se procesaron para inmunofluorescencia
indirecta con un anticuerpo primario monoclonal elaborado contra los aminoacidos 1-85
del extremo N-terminal del SERT, desarrollado en raton. Este anticuerpo fue marcado
con un anticuerpo secundario conjugado a un fluoroforo verde (Oregon green) el cual
nos permite visualizar al transportador en un microscopio de epifluorescencia. Las
muestras fueron depositadas en de cajas multipozos con PBS 0.001M. Se procedio

conforme al siguiente protocolo:

1) Tres lavados de 20 minutos cada uno. Dejar toda la noche en PBS (Sigma) 0.01M

2) Prebloqueo de sitios inespecificos mediante incubacion de los cortes por 2h a

temperatura ambiente en solucion PBS 0.001M que contiene:
a. 10% de suero de cabra (Sigma G9023)
b. 1% de BSA (Sigma A7888)
c. 0.3% de Triton X-100 (Sigma)

3) Adicion del anticuerpo primario (Acp) contra los a.a. 1-85 del extremo N-terminal
del transportador de la Serotonina, desarrollado en raton (Chemicon Internacional

MAB1564) a una dilucion 1:500

4) Incubacion en agitacion constante a temperatura ambiente por 1 hora y a -4° C

toda la noche.

5) Tres lavados de 20 minutos c/u, con solucion 7riton X100 al 0.15% en PBS
0.01M (PBS-T)

6) Incubacion con anticuerpo secundario (Acs) anti inmunoglobulina G de raton,
desarrollado en cabra, conjugado con Oregon green 488 (Invitrogen 06380) por 2
horas en agitacion constante a temperatura ambiente, diluido 1:100 en una

solucion de PBS 0.001M con 5% de suero de cabra y 0.3% de 7riton X-100
7) Cuatro lavados de 20 minutos c/u con una solucion de PBS-T.

8) Los cortes se colocaron en caja de petri con PBS 0.001M y se montaron en

oscuridad sobre portaobjetos gelatinizados.

9) Los cortes se montaron con resina (antifade) y cubreobjetos.
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10) La preparacion se dejo secar y se observo en un microscopio de epifluorescencia

(marca Nikon)

11) Las imagenes observadas se capturaron con el programa MetaFluor version 6.1

rl, y se guardaron en archivos jpg.
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6.9 ANALISIS DE IMAGENES

Las iméagenes de microscopia fueron analizadas con ayuda del programa
Metafluor, el cual arroja valores de intensidad en escala de grises, y valores del area
capturada en la imagen, en pixeles. Para conocer el valor del area inmunoreactividad al
SERT (ir-SERT) se retird el valor de la fluorescencia de fondo y se evalu6 la proporcion

del area correspondiente a la inmunoreactividad.

Para conocer y descartar la fluorescencia de fondo se utilizaron dos criterios: el

valor promedio de la fluorescencia de fondo y el valor umbral de la marca ir-SERT.

Para obtener el valor de fondo se seleccionaron aleatoriamente 20 regiones
correspondientes al fondo de la imagen en una muestra de cortes. Los valores de
intensidad se promediaron. Todos los valores por debajo de este promedio fueron

retirados de la imagen (Figura 6.7)

Figura 6.7 Fotomicrografia de un corte coronal de cerebro de rata prepiber en la region
CA3 del hipocampo. Seleccion aleatoria de la fluorescencia de fondo. En A se presenta la
imagen original, en la cual fueron seleccionadas 20 regiones circulares dentro del fondo.
(B) La intensidad de estos campos fue promediada y todos los pixeles por debajo de este

valor fueron extraidos de la imagen original, obteniendo el valor del area ir-SERT
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Para obtener el valor umbral de la ir-SERT, se obtuvo el histograma de
fluorescencia correspondiente a cada imagen (pixeles vs intensidad). Se establecio el
valor de intensidad umbral donde cruza una recta formada por dos coordenadas de la
seccion decreciente de la curva y el eje de las x. La campana fue acotada en el valor
umbral de intensidad El valor de umbral estuvo aproximadamente 2.5 desviaciones

estandar arriba de la media de fluorescencia de cada curva (figura 6.8)

Pixeles

Punto de
Inflexion

Area ir-SERT

Intensidad

Figura 6.8 Histograma correspondiente a la inmunoreactividad al SERT encontrada en
un corte cerebral de rata prepiber control en la region del rafé dorsal. El 4rea ir-SERT
fue cuantificada extrayendo el fondo de la imagen hasta el punto de inflexion derecho de la
campana de fluorescencia. A partir de este punto los valores fueron considerados como

marca ir-SERT.

Area relativa

Las regiones de interés fueron estudiadas en campos de tamaiio fijo para todas las
imagenes (344064 pixeles). Los valores del area ir-SERT fueron medidos en pixeles con
valor de intensidad arriba del umbral. De cada rata se obtuvieron de 2 a 6 cortes
aledafios a cada region de interés dentro de las coordenadas estereotdxicas y se
registraron los valores de ambos hemisferios, de modo que por cada estructura cerebral
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se obtuvieron de 4 a 12 datos del area ir-SERT en cada rata. Los valores de diferentes
cortes de una misma estructura fueron sumados y divididos entre el valor del area total
de los campos capturados en cada rata. Este cociente de ambos valores por cien nos

permitié conocer el porcentaje de area ir-SERT:

% Area relativa = ( Area irSERT ) x 100
Area total
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6.10 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos conductuales obtenidos de los videos de la PNF y los obtenidos por la
cuantificacion de area ir-SERT en las imdgenes, se analizaron con el programa Sigma

Stat (Version 3.1) y fueron graficados con el programa Sigma Plot (version 10.0).

Los datos obtenidos durante los 15 minutos de la preprueba en los grupos
prepuberes y puberales, se dividieron en tres periodos de 5 minutos cada uno, con la
finalidad de comparar el curso temporal de las conductas. Para evaluar la influencia de
la edad sobre la preprueba, se realiz6 un ANOVA de dos vias para muestras repetidas,
considerando los factores edad (prepuber / puberal) y periodo (0-5, 5-10 y 10-15

minutos). Adicionalmente se hicieron pruebas post-hoc de Tukey.

Con la finalidad de conocer el efecto de la preprueba sobre la conducta de
inmovilidad, 24 horas después en ratas menores a 41 dias (dado que tampoco existe
evidencia solida al respecto) se compar6 la inmovilidad de ambas sesiones entre ratas
prepuberes y puberales mediante un ANOVA de 2 vias para muestras repetidas,
considerando los factores edad (prepuber / puberal) y periodo (0-5, 5-10, 10-15 min y

24 hrs). Posteriormente se corrieron pruebas post-hoc de Tukey

Para evaluar la influencia de la edad en la PNF de los 4 grupos, se realizaron
ANOVAS de una via para cada conducta y pruebas post-hoc de Tukey. Para comparar
dos grupos se realizaron pruebas de ¢ de Student.

El area ir-SERT de cada estructura obtenida en cada rata fue sumadas y divididos
sobre el area total para obtener un solo valor del area ir-SERT por estructura en cada
rata. Con estos valores se realizo una ANOVA de tres vias, considerando como factores
la condicion de estrés, la region cerebral y la edad. Adicionalmente se realizaron
ANOVAs de dos vias en cada region cerebral para un analisis mas fino, considerando
los factores edad y estrés. En ambos casos se realizaron pruebas post-hoc de Tukey y

pruebas de ¢ de Student

Para analizar la correlacion entre las conductas observadas en la PNF y los datos

de area ir-SERT, fueron realizadas pruebas de correlacion de Pearson.
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7. RESULTADOS

7.1 PREPRUEBA

Los resultados de la preprueba se analizaron solamente en las ratas prepuberes y
puberales (como se explicd en el disefio experimental B). Estos se resumen en las
graficas 7.1 para cada conducta observada. En los primeros 5 minutos, las ratas
prepuberes mostraron menor inmovilidad que las puberales y mayor conducta de
escalamiento. Al término de la preprueba ambos grupos adquieren una inmovilidad

cercana a las 60 cuentas/5 min.

Se encontraron diferencias por el factor periodo de la preprueba (ANOVA 2 vias
MR; Fz10 = 95.44; p<0.001) no asi para el factor edad (Fi 0 = 4.11; p=0.098); se
observo una tendencia en la interaccion de los factores edad y periodo (F210 = 3.4;
p=0.075). El analisis reveld que la inmovilidad es estadisticamente menor en prepuberes
respecto a los puberales durante los primeros 5 minutos de la preprueba (post-hoc de
Tukey; p=0.01). En el resto de las comparaciones (intervalos de 5-10 min y de 10-15
min) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

de edad.

En la conducta de nado, el analisis demostré que existen diferencias significativas
entre los periodos de la preprueba (F,, 10 = 26.36; p<0.001), no asi por el factor edad
(F1,10=10.29; p=0.61) ni por la interaccion de ambos factores (F2,10=0.40; p=0.68) entre
los grupos. No se encontraron diferencias significativas por edad en ninguno de los
periodos de la preprueba en esta conducta, pero hubo una disminucion estadisticamente
significativa de la conducta de nado en el segundo y tercer periodo de la prueba respecto

al primero (post-hoc de Tukey: prepuberes: p<0.005; puberales p<0.01).

En la conducta de escalamiento, el analisis demostré diferencias significativas
para el factor periodo (F, 0= 34.81; p<0.001) no asi para el factor edad (F; 0= 3.37;
p=0.13) ni para la interaccion de factores (F,,10=0.083). Se encontr6 que la conducta de
escalamiento es estadisticamente mayor en el grupo de prepuberes respecto de los

puberales durante los primeros 5 minutos de la preprueba (post-hoc de Tukey: p=0.01).
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7.2 PRUEBA DE NADO FORZADO

Efecto de la preprueba en ratas juveniles

Para las ratas prepuberes y puberales, el andlisis de la inmovilidad entre la
preprueba y la prueba de nado, mostrd diferencias significativas en los factores edad
(F6.15= 6.66; p<0.05) y periodo de tiempo (F;3;5=35.98; p<0.001), asi como en la
interaccion de ambos factores (F3,;5=7.07; p<0.005). En las ratas prepuberes, la prueba
post-hoc de Tukey mostr6 que la inmovilidad en la prueba de nado no es
significativamente distinta de la inmovilidad encontrada en el primer periodo de la
preprueba (p=0.3) y en cambio si es estadisticamente menor de la inmovilidad

encontrada en el segundo (p<0.001) y tercer periodos de la preprueba (p<0.001). Por el

INMOVILIDAD

30 1

CUENTAS c /5 min.
N
o

-
o
1

PRE-PRUEBA PRUEBA PRE-PRUEBA  PRUEBA
PREPUBERES PUBERALES

GRAFICA 7.2 Inmovilidad desarrollada en ratas prepuberes y puberales a lo largo de la
preprueba y prueba de NF. La preprueba fue dividida en tres periodos de 5 minutos cada
uno (Primeras tres columnas de cada grupo de edad). Se agregan en la cuarta columna los
datos de la prueba desarrollada 24 hrs después. (Preprueba: prepiberes n=7, puberales n=6;

Prueba, ambos grupos n=8). Resultados de la prueba de Tukey: ***p<0.001 **p<0.005



contrario, en las ratas puberales se encontr6 que la inmovilidad en la prueba de nado es
estadisticamente mayor respecto del primer intervalo de la preprueba (post-hoc de
Tukey: p<0.005), pero no lo es de la inmovilidad observada en el segundo (post-hoc de
Tukey: p=0.47) y tercer periodos (post-hoc de Tukey: p=0.72) de la preprueba.

Por ultimo, se encontr6 que existen diferencias significativas por edad en la
conducta de inmovilidad expresada en el primer periodo de la preprueba (post-hoc de
Tukey: p<0.05), y en los 5 minutos de la prueba (post-hoc de Tukey: p<0.001), lo cual
indica que la preprueba genera mayor inmovilidad en las ratas puberales que en las

prepuberes.

Estos datos, asi como otros de la literatura (Bernal-Morales y cols., 2009)
sugieren que la preprueba tiene mayor impacto sobre la conducta de inmovilidad
expresada en animales mas desarrollados (en este caso los puberales) durante la prueba,

24 horas después.
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PNF EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE EDAD

En la PNF (sesion de prueba), se encontraron diferencias significativas entre los
cuatro grupos de edad en la conducta de inmovilidad (F323 =4.605, p=0.01); a su vez
con la prucba de Tukey se encontr6 que las ratas prepuberes tuvieron menor
inmovilidad respecto a las ratas puberales (p=0.008) y a las ratas de edad media

(p=0.039).

PRUEBA DE NADO FORZADO (5 min)

. % - Z PUBERALLS
E 40 - % § ég}-\Jllf_)Tl\jl)ESDlA
N B
> Al
e @

3 % §
1
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Grafica 7.3 Diferencias por edad en la expresion de las conductas en la prueba de nado
forzado. Prepuberes (24-32 dias, n=8); puberales (40-41 dias, n=8); adultos (60-90 dias,
n=8); edad media (12-13 meses, n=8). Resultados de la prueba de Tukey pruebas de t: **
p<0.01; * p<0.05. Los asteriscos son de comparacién contra ratas prepuberes.

Encontramos que la conducta de nado es mayor en ratas adultas respecto a las

puberales (prueba de tde Student. P = (0.049)

En la conducta de escalamiento encontramos una tendencia de significancia entre
los grupos (F3, 28 =2.64, p=0.069). Con la prueba de #de Student se encontré una mayor
conducta de escalamiento en las ratas prepuberes en comparacion con puberales

(p=0.013) y con ratas de edad media (p=0.031).
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7.3 TINCION DE NISSL

La histologia general nos permitié localizar las regiones cerebrales que elegimos

como regiones de interés. A continuacion se presentan las imagenes que corresponden a

las regiones de interés elegidas en este trabajo.

REGION PRELIMBICA DE LA CORTEZA PREFRONTAL

Figure 5

Bregma 4.70 mm

Figura 7.4 Regi6én de interés en la corteza
prefrontal dentro de las coordenadas
estereotdxicas Interaural: 13.70 a 13.20 y
Bregma: 4.70 a 4.20mm. Se muestra una
correspondencia entre la fotomicrografia de
un corte cerebral en CPF y el diagrama del
atlas

SEPTUM LATERAL INTERMEDIO

Figura 7.5 Regién de interés en el septum.
Interaural: 8.74 a 8.60 mm y Bregma: -0.26 a
-0.40 mm. Se muestra una correspondencia
entre la fotomicrografia de un corte cerebral
en SLIy el diagrama del atlas.

56



NUCLEQ BASOLATERAL DE LA AMIGDALA REGION CAZ DEL HIPOCAMPO VENTRAL POSTERIOR

6.70 a 5.70 mm; Figura 7.7 Interaural: 448 mm y Bregma -4.52
mm. Se muestra una correspondencia entre la
fotomicrografia de un corte cerebral en CA3H y

Figura 7.6 Interaural:
Bregma: -2.30 a -3.30 mm. Se muestra una
correspondencia entre la fotomicrografia de
un corte cerebral en BLA y el diagrama del el diagrama del atlas.

atlas.

NUCLEOS DORSALES DEL RAFE DORSAL

Figura 7.8 DRD. Interaural: 1.70 a 1.36 mm; Bregma: -
7.30 a -7.64 mm. Se muestra una correspondencia entre
la fotomicrografia de un corte cerebral en DRD y el
diagrama del atlas.



74 ANALISIS MORFOLOGICO
IMAGENES

Las imagenes obtenidas por inmunofluorescencia y analizadas con el programa
Metafluor se capturaron y se guardaron como archivos jpg. Para este estudio se
realizaron observaciones solo de manera visual, sin llevar a cabo mediciones
morfoldgicas. No obstante encontramos patrones morfologicos especificos para cada
region, independientemente de la edad y la condicion a que fueron sometidos los

animales. Los patrones observados fueron los siguientes:

Corteza prefrontal, region prelimbica: Fibras finas, curveadas, con varicosidades

y ramificadas, poco punteadas.

Septum lateral intermedio: fibras escasas, gruesas, largas, sin ramificaciones,

poco punteadas.

Nucleo basolateral de la amigdala: fibras abundantes muy finas, cortas, muy

ramificadas, punteadas.

Region CA3 del Hipocampo posterior ventral: fibras abundantes, gruesas,

extensas, ramificadas, entrelazadas, punteadas y con varicosidades.

Nucleo dorsal del Rafé dorsal (DRD): fibras abundantes muy finas, muy cortas,

con gran cantidad de varicosidades y muy punteadas.

Estas observaciones sobre la morfologia encotnrada nos confirma que cada region
cerebral tiene una organizacion especifica del sistema serotoninérgico. Existen pocos
estudios que describen patrones morfologicos relacionados al SERT en estas regiones
(Zhou y cols., 1996; Zhou y cols., 1998). Sin embargo, ésta es la primer descripcion

diferencial de patrones morfoldgicos regionales.

A continuacién se muestra un grupo de imagenes correspondiente a la ir-SERT en las
regiones cerebrales estudiadas en las ratas prepuberes en condiciones control y estrés
por NF. Debajo se agregan las graficas correspondientes a distribucion de la ir-SERT
por region y por condicion de estrés en el septum lateral (la explicacion de las gréaficas

se encuentra mas adelante en el texto).
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PRE-PUBERALES (PN 24-32)

CORTEZA SEPTUM AMIGDALA HIPOCAMPO RAFE

CONTROL

ESTRES

Tabla 7.9 Fotomicrografias correspondientes a la inmunofluorescencia de cortes coronales de cerebro de ratas en edad prepuberal. Se pueden
apreciar los patrones morfoldgicos encontrados en cada estructura, asi como un incremento en la densidad de fibras en el septum lateral de ratas

sometidas a estrés por nado forzado. En correspondencia se agregan la graficas de ir-SERT en esta region cerebral.

SEPTUM

DISTRIBUCION DE SERT POR REGION

% AREA ir-SERT
5

% AREA ir-SERT
5

05 05
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7.5 NIVELES DEL SERT
INFLUENCIA DE LA EDAD, EL ESTRES Y LA REGION CEREBRAL

Para determinar la influencia de la edad, el estrés y la region cerebral en la
expresion del SERT utilizamos un ANOVA de tres vias. Se encontraron diferencias por
los factores edad (F 3,120=17.641, p<0.001) y region cerebral (F 4,120=15.405, p< 0.001),
y s6lo una tendencia en el factor estrés (Fy,120=3.218, p=0.075). De forma interesante, en
la interaccion de factores estrés y edad se encontré una diferencia significativa (F 3 120=

4.923, p=0.003).

EDAD

Para comparar la ir-SERT por edad se sumaron los valores de las cinco regiones
cerebrales y de las condiciones control y estrés en cada grupo de edad. Se encontr6 que
en las ratas adultas tuvieron significativamente mas ir-SERT respecto a los otros tres
grupos de edad (post-hoc de Tukey p<0.001 contra ratas prepuberes y puberales, y

p<0.005 contra ratas de edad media). El incremento en la expresion del SERT

Prepuiber Puberal  Adulto Edad Media

GRAFICA 7.10 Distribucién del area ir-SERT considerando soélo el factor edad (cada
barra incluye la suma de los valores de todas las regiones en condiciones control y
estrés). Resultados de la prueba de Tukey. Los asteriscos sin corchete son contra adultos

(n=8, para cada grupo). *p<0.01, **p<0.005, ***p<0.001



observado en la edad adulta comenz6 a decaer con el envejecimiento, llegando a ser
equivalente a la encontrada en animales adolescentes, pero significativamente diferente
de la encontrada en prepuberes (post-hoc de Tukey: p=0.006). El grupo de animales
puberales no mostré un incremento significativo en la expresion del SERT respecto a

los prepuberes.

REGION CEREBRAL

Se compar6 la suma de los valores de todas las edades y condiciones en cada
region cerebral. Se encontré que en el septum lateral intermedio hubo menos ir-SERT
que en la corteza prefrontal (post-hoc de Tukey: p<0.05) y tal diferencia se acentu6 en
comparacion con el nicleo basolateral amigdalino, la region CA3 del hipocampo ventral
y los micleos dorsales del rafé (post-hoc de Tukey: p<0.001). De estas ultimas regiones,

solo la region CA3 del hipocampo mostré mayor ir-SERT, significativa respecto a la

DISTRIBUCION DE SERT POR REGION
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GRAFICA 7.11 Distribucién del SERT considerando sélo el factor region cerebral (cada
barra incluye la suma de los valores de todos los grupos edad en condiciones control y
estrés). Septum lateral intermedio: SLI; corteza prefrontal: CPF; nticleo basolateral de la
amigdala: BLA; Region CA3 hipocampal: CA3; ntcleos dorsales del rafé¢ dorsal: DRD
Resultados de la prueba de Tukey: *p<0.05, ***p<0.001; (n=4) Los asteriscos sin corchete

son contra SLI.



corteza prefrontal (post-hoc de Tukey : p<0.001). La amigdala mostré unicamente una
tendencia a una mayor expresion del SERT respecto a la corteza (post-hoc de Tukey :

p=0.078).

ESTRES

Para comparar la ir-SERT en condicion control y estrés por nado, se sumaron los
valores de ir-SERT de las cinco regiones cerebrales estudiadas en los cuatro grupos de
edad. Encontramos una tendencia a reducir los niveles de ir-SERT asociada con el

estrés por nado forzado (ANOVA de 3 vias: F; 120=3.218, p=0.075).

EFECTO DEL ESTRES POR NADO SOBRE LA EXPRESION DEL SERT

1.8
1.6 4
1.4 4
1.2
1.0

0.8 A

% AREA ir-SERT

0.6

0.4 1

0.2 1

0.0 T

CONTROL ESTRES

GRAFICA 7.12 Efecto del estrés por nado forzado sobre la expresion del
area ir-SERT, independientemente de la region y la edad (cada barra incluye la
suma de los valores de todas las regiones y edades). Existe una tendencia a reducir
la expresion del SERT con el estrés, tendencia que se vuelve significativa en los

grupos juveniles (vide infia). Resultados de la prueba de Tukey; p=0.075
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ESTRES / EDAD

En la interaccion de los factores edad y condicion de estrés, la prueba de Tukey
mostré que el estrés por nado reduce significativamente el area ir-SERT en las ratas
prepuberes (p=0.034) y en las ratas puberales (p=0.001), sin mostrar cambios

significativos en las ratas adultas y de edad media.

Prepuber Puberal  Adulto Edad Media

GRAFICA 7.13 Efecto del estrés por nado forzado sobre el drea fluorescente ir-SERT (cada
barra incluye la suma de los valores de todas las regiones cerebrales) de cada grupo de edad

(n=4). Resultados de la prueba de Tukey; *p<0.05, **p<0.005
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% AREA ir-SERT

ESTRES / REGION

Para conocer el efecto del nado forzado sobre el porcentaje de area ir-SERT en
cada region, se realizaron ANOVAs de 2 vias considerando como factores la edad y la

condicion de estrés.

En el septum lateral encontramos diferencias significativas por edad (F 324=4.13,
p< 0.05). Los resultados indicaron que las ratas adultas tienen mayor ir-SERT que los
otros grupos de edad. El andlisis demostré el estrés por nado afecta de manera negativa
al grupo de ratas puberales (post-hoc de Tukey: p<0.05) Las pruebas de ¢de Student
indicaron que las ratas prepuberes con estrés por nado incrementaron de manera

significativa el area ir-SERT en esta region (p=0.032).

En el rafé dorsal de las ratas puberales se encontré que el estrés por nado reduce

significativamente el area ir-SERT en ratas puberales (prueba de #de Student. p=0.023).
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Graficas 7.14 Efecto del Estrés por nado sobre el 4rea ir-SERT en los 4 grupos de edad
en: a) septum lateral intermedio; b) sobre los nuicleos del rafe dorsal. Anova de dos vias.

Post-hocde Tukey y pruebas de ¢ de Student. *p<0.05; **p<0.005. (n=4, en cada grupo).

En resumen, el efecto del nado forzado tuvo efectos significativos en el septum
lateral de ratas prepuberes y puberales, asi como en el rafe dorsal de ratas puberales. A
continuacion presentamos un comparativo de imagenes en éstas regiones y edades para

las condiciones control y estrés, mostrando debajo el area- ir-SERT de cada imagen
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original, con la finalidad de ilustrar los cambios encontrados en el area ir-SERT. En la
figura 7.15 se puede apreciar un incremento en la densidad de fibras encontradas en el
septum de ratas preptiberes en condicion de nado forzado. En la figura 7.16 puede
observarse menor densidad de fibras en el corte cerebral del septum de una rata puberal
en condicion de estrés por nado forzado. Finalmente, en la imagen 7.17 se observa
menor densidad de fibras ir-SERT en el corte del rafe dorsal de una rata puberal en

condicion de estrés por nado.

SEPTUM DE RATAS PREPUBERES

&) CONTROL b) ESTRES

Original

Area ir-SERT

Figura 7.15 Fotomicrografias de epifluorescencia (40x) del septum lateral de ratas
prepuberes en a) sin NF o en b) con NF. Puede apreciarse mayor densidad de fibras ir-
SERT bajo condiciones de estrés.
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SEPTUM DE RATAS PUBERALES

a) CONTROL

b) ESTRES

Original

Area ir-SERT

Figura 7.16 Fotomicrografias de epifluorescencia (40x) del septum lateral de ratas

puberales en a) sin NF o en b) con NF. Pueden apreciarse menor densidad de fibras ir-
SERT bajo condiciones de estrés.

RAFE EN RATAS PUBERALES

a) CONTROL b) ESTRES

Original

Area ir-SERT

Figura 7.17 Fotomicrografias de epifluorescencia (40x) del rafe dorsal de ratas

puberales en a) sin NF o en b) con NF. Puede apreciarse menor densidad de fibras ir-
SERT bajo condiciones de estrés.
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REGION /EDAD

Encontramos diferencias significativas en el area ir-SERT asociadas con la edad

en cada region cerebral.

En la corteza prefrontal el grupo de adultos mostré6 mayores niveles del area ir-
SERT en relacion con los prepuberes (p<0.001) y los puberales (p=0.005); el grupo de
edad media mostré mas niveles de ir-SERT que los prepuberes (p=0.002) y puberales

(p=0.020). Entre adultos y edad media no se encontr6 diferencia significativa (p=0.97)

En el septum lateral, encontramos mayor area ir-SERT en el grupo de ratas adultas
que el grupo de los prepuberes (Tukey; p=0.008) y los puberales (Tukey; p=0.023); el
grupo de edad media mostrd una tendencia estadistica a la baja en el area ir-SERT
(Tukey; p=0.053).

GRAFICA 7.18 Distribucion del rea ir-SERT por region cerebral en diferentes edades de la rata.
Se presenta al grupo de adultos como control. Cada barra incluye la suma de ratas en condicion
control y ratas en condicién de nado. Cada grupo de edad: n=8. Resultados de la prueba de Tukey
y pruebas de t. ***p<0.001; **p<0.01; *p<0.05. Los asteriscos * sin corchete indican la
comparacion con adultos; los simbolos “@” son contra el grupo de edad media

67



En el nicleo basolateral de la amigdala encontramos que el grupo de adultos
presentd significativamente mas porcentaje de area ir-SERT que prepuberes (prueba de #

de Student, p=0.020) y que el grupo de edad media (prueba de ¢#de Student, p=0.004)

En la region HCA3, los adultos mostraron significativamente mas area ir-SERT
respecto al grupo de prepuberes (p<0.001); encontramos una tendencia de mayor
expresion del SERT en adultos, respecto a puberales y al grupo de edad media (prueba
de Tukey; p=0.05), tendencia que fue confirmada con pruebas de t: adultos contra
puberales (p=0.025); contra edad media (p=0.017)

En los nicleos dorsales del rafé encontramos una menor expresion del SERT en
ratas puberales respecto del grupo de adultos (prueba de #de Student, p=0.028) y del
grupo de edad media (prueba de £de Student, p=0.014)

Correlacion entre la PNF yla ir-SERT

Para establecer una posible relacion entre la conducta en la prueba de nado y la
cantidad de ir-SERT se realizd una correlacion de Pearson entre éstas variables. No
hubo significancia en las correlaciones. Sin embargo, se encontrdé que la correlacion
entre la inmovilidad y la ir-SERT en el septum lateral tiene un valor positivo en las ratas
prepuberes (r=0.47) y un valor negativo en las ratas puberales (r = -0.39); la correlacion
entre la inmovilidad y la ir-SERT en el rafé¢ dorsal de las ratas puberales tuvo un valor

positivo en los dos grupos juveniles (r =0.66 en prepuberes y r = 0.2 en puberales).
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8. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo pueden resumirse de la siguiente manera: El desarrollo
de la desesperanza (conducta de inmovilidad) entre los grupos de edad juvenil en la PNF fue
muy parecido; sin embargo el impacto de la preprueba fue mayor para los animales de edad
puberal. En la prueba, se presentaron diferencias en la conducta tipo depresiva (representada
por la inmovilidad) relacionadas a la edad, ya que las ratas puberales (40-41 dias) y de edad
mediana (12 meses) mostraron mayores niveles de conducta depresiva. La ir-SERT cambi6 de
acuerdo a la edad de los animales, la estructura cerebral, y en algunos casos (grupos juveniles)
al estrés por nado forzado. Los grupos con menores niveles de ir-SERT fueron los
prepuberales y los de mediana edad, mientras que los mas sensibles al estrés por nado forzado

fueron los dos grupos de animales juveniles.

8.1 PREPRUEBA DE NADO FORZADO

La prueba de nado forzado es un modelo sensible a terapias antidepresivas farmacoldgicas
y no farmacolédgicas. La primera sesion de nado forzado tiene la finalidad de promover el
desarrollo de la desesperanza y de inducir cambios neuroquimicos y conductuales que
permiten la evaluacion de los farmacos antidepresivos 24 horas después (Porsolt., 1977,
Borsini y Meli, 1988). Un estudio previo en el cual se utiliz6 una version modificada de la
PNF mostré que las ratas prepuberales (21 dias) son incapaces de desarrollar la conducta de
inmovilidad en la segunda sesion de nado. De hecho, fue necesario el uso de un estresor
adicional a la preprueba para mantener la conducta de inmovilidad 24 horas después (Bernal-
Morales y cols., 2009). En contraste, el presente estudio demuestra, por un lado, que las ratas
macho de diferentes edades, desarrollan la inmovilidad a lo largo de la sesion de preprueba, y
por otro, que el estimulo estresante es tan intenso que mantiene la inmovilidad 24 horas
después, independientemente de la edad de los sujetos. Es posible que las diferencias
metodologicas entre ambos estudios se relacionen al desarrollo y mantenimiento de la
inmovilidad en las ratas prepuberes. Las principales diferencias metodoldgicas son la forma
del estanque, que es cilindrica en nuestro estudio, la profundidad del agua, que rebasa la altura
de la rata, y la medicion de la inmovilidad y las conductas activas, que en nuestro estudio se

determina cuantificando el nimero de episodios con un método de registro instantaneo.



Las ratas prepuberes mostraron menor inmovilidad que los puberales en los primeros 5
minutos de la preprueba, resultados que concuerdan con los datos sobre la prevalencia de la
depresion en humanos, la cual se incrementa de la infancia hacia la adolescencia en mas de 4
veces (Birmaher y cols., 1996; Kessler y cols., 2001). Por otro lado la preprueba generd
mayor inmovilidad en las ratas puberales, confirmando que el modelo de PNF tiene mayor

impacto sobre ratas con mayor desarrollo.

8.2 SESION DE PRUEBA DE LA PNF

Durante la prueba de nado, las ratas pre-puberales mostraron significativamente menor
inmovilidad y mayor escalamiento que las ratas puberales. Es posible que factores ligados al
desarrollo participen en este perfil conductual, por ejemplo la elevacion en la concentracion
plasmatica de testosterona en la adolescencia media (Lupien, y col, 2009). Por otra parte, los
resultados de las conductas activas, nado y escalamiento en ratas prepuberes, sugieren que los
sistemas serotoninérgico y noradrenérgico continiian en desarrollo en ésta edad (como lo
confirman los resultados de la ir-SERT por edad). Se ha demostrado que la conducta de
escalamiento se asocia a la activacion de los sistemas noradrenérgico y dopaminérgico (Cryan
y cols., 2002; 2005), mientras que la conducta de nado se relaciona con la activacion del
sistema serotoninérgico (Detke y cols., 1995). De forma interesante, las ratas prepuberes
mostraron mayor conducta de escalamiento, lo cual podria estar relacionado con el desarrollo
de las catecolaminas y su asociacion con el sistema motor. Duncan y colaboradores, en 1993
reportd que los sistemas noradrenérgico y dopaminérgico estan relacionados con la actividad
motriz, a través de la activacion del septum, y que este tipo de activacion estd asociado con las

conductas observadas durante la PNF (Duncan y cols., 1993).

Los datos sobre prevalencia muestran que la depresion se incrementa a partir de la
adolescencia (Birmaher y cols., 1996; Bylund y Reed, 2007) y en concordancia, nuestros
resultados de la PNF muestran que la conducta de inmovilidad es mayor en la edad puberal.
Para analizar estas diferencias, consideraremos aspectos de maduracion neuronal,

especialmente del eje HHA y del perfil endocrino de cada edad.
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Para entender la maduracion de los sistemas neuronales se han empleado diversos criterios
como son el crecimiento dendritico, los niveles de neurotransmisores y sus transportadores,
asi como el volumen de las regiones cerebrales, como el hipocampo y los 16bulos frontales
(Bylund y Reed, 2007). Se sabe que durante la adolescencia se desarrollan varios sistemas
neuronales (como el serotoninérgico y noradrenérgico; Bylund y Reed, 2007) y regiones
cerebrales como el hipocampo y la corteza prefrontal (Mc Ewen, 2009), lo cual sugiere que el
menor desarrollo en las ratas prepuberes pudiera estar implicado en las conductas observadas
durante la PNF (baja inmovilidad y alto escalamiento). En este sentido, es comin que algunos
cambios en los sistemas de neurotransmision por variables como la edad, el sexo y la
condicion endocrina sean evidenciados en varias pruebas conductuales hasta que se reta al
organismo con los tratamientos farmacologicos (Fernandez-Guasti y Martinez-Mota, 2003;
Martinez-Mota y cols., 2008), por lo que es probable que a pesar de observar que las ratas
juveniles muestran un desarrollo adecuado de las conductas en la PNF, similar a lo
encontrado en adultos (Martinez-Mota y cols., 2005) si existan modificaciones de los sistemas
de neurotransmision asociados al desarrollo. De hecho, algunos autores han reportado la falta
de eficacia de tratamientos antidepresivos en animales prepuberales, y sugieren como

tratamientos efectivos exclusivamente a los ISRS (Malkesman y Weller, 2009).

La expresion de la conducta de inmovilidad esta ligada directamente a la activacion del
eje HHA. Investigaciones del grupo de Irving Lucki (Lopez-Rubalcava y Lucki, 2000) han
encontrado que cepas mas vulnerables al estrés, como la Wistar Kyoto, exhiben mayor
conducta de inmovilidad en la PNF respecto a otras cepas de ratas, y que dicho cambio
conductual estd positivamente correlacionado con la elevacion de los niveles plasmaticos de
corticosterona y ACTH, hormonas que son utilizadas como marcadores de la respuesta de
estrés. Asimismo, la administracion de diferentes farmacos antidepresivos y hormonas con
acciones antidepresivas en la PNF disminuyen la conducta de inmovilidad a la par que
reducen los niveles de corticosterona (Detke y cols., 1999; Kirby y cols. 1997; Lopez-
Rubalcava y Lucki, 2000). En este sentido, diferentes investigaciones han mostrado que el eje
HHA sufre un proceso de desarrollo a lo largo de la vida de los mamiferos, mostrando mayor
vulnerabilidad al estrés durante la edad prenatal y la infancia (Bylund, 2007; Lupien, 2009;
Juruena, 2007). Sin embargo la edad puberal parece ser especialmente sensible al estrés y la
depresion (Birmaher y cols., 1996; Lupien y cols., 2009; Purper y cols., 2002) ya que
comienza a sufrir una influencia de parte del eje gonadal (Lupien y cols., 2009). Nuestros
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resultados en la prueba de NF en el grupo de animales puberales, los cuales muestran mayores

niveles de conducta de inmovilidad, apoyan esta idea.

Es posible especular que las diferencias conductuales encontradas entre los animales
prepuberes y puberales se debe a la participacion de las hormonas en la conducta depresiva.
Algunos trabajos han mostrado que los niveles séricos de testosterona se incrementan con la
adolescencia (Lamberts y cols., 1997). De acuerdo con estudios previos (Martinez-Mota y
cols., en revision) las edades en que fueron utilizados nuestros animales se caracterizan por
mayores niveles de estradiol en ratas prepuberales, que a su vez presentan niveles de
testosterona en el limite inferior de deteccion. En el trabajo realizado en nuestro equipo de
investigacion, se encontré que los niveles de estradiol en ratas prepuberes macho bajo el
mismo esquema de PNF, se incrementan hasta 5 veces respecto de los niveles basales,
mientras que en los adultos so6lo se incrementa el doble (Martinez-Mota y cols., en revision).
En varios trabajos se ha demostrado que los estrogenos tienen un efecto antidepresivo en la
PNF (Estrada-Camarena y cols., 2003). Por esta razon podemos proponer una relacion entre el
incremento de estrogenos con el nado forzado en ratas prepuberales y sus bajos niveles de
inmovilidad. A su vez, los receptores a estradiol han sido identificados en distintas regiones
cerebrales, entre ellas la amigdala, el septum y el rafe (McEwen, 1976, en Purves y cols.,
2004), lo que permitiria una menor expresion de la inmovilidad en individuos juveniles, por
accion de los estrogenos sobre sus propios receptores. Este mecanismo ha sido elucidado en
ratas hembras, las cuales fueron tratadas con estradiol y con un antagonista de los receptores a

estrogenos (Estrada-Camarena y cols., 2000).

Algunos trabajos sugieren que las hormonas gonadales modulan de diferente manera la
maduracion del eje HHA: mientras la testosterona reduce la reactividad del eje HHA ante el
estrés (Viau, 1996; Romeo, 2010), los estrégenos y la progesterona la incrementan (Romeo,
2010). Ademas de sus acciones activacionales, las hormonas gonadales también interactiian a
través de acciones organizacionales sobre el eje HHA. En un trabajo reciente se demostr6 que
ratas macho castradas en edad prepuberal presentan una reduccion de hasta el 50% de
receptores a glucocorticoides en la formacion hipocampal, indicando que las hormonas
gonadales modulan positivamente los niveles cerebrales de GR en areas involucradas con la

funcion del eje HHA (Evuarherhe, 2009).
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Diversos trabajos han demostrado que los niveles de estradiol tienen un efecto variable
sobre la conducta depresiva, de manera que alteraciones en los niveles fisiologicos de
estradiol, tanto a la baja como a la alta, pueden elevar las conductas depresivas en mujeres,
como es el incremento de estrogenos durante la adolescencia o el decremento en la
menopausia, asi como aumentar las conductas de tipo depresivas en modelos animales, como
la inmovilidad en la PNF (Kessler y Walters, 1998; Young y cols., 2000). En los trabajos de
Walf y Frye (2005) se demostrd que existe un rango de concentraciones de estradiol que tiene
efectos benéficos en pruebas de ansiedad y depresion y que dosis superiores e inferiores a los
niveles fisiologicos, incrementan las conductas ansioso depresivas (Walf'y Frye, 2005). Como
se menciond mads arriba, en nuestro equipo de trabajo se encontr6 que las ratas macho
prepuberes presentan bajos niveles de T y elevados niveles de E,, un perfil endocrino similar
al de las hembras (Martinez-Mota y cols., en revision), y ante el nado forzado se encontrd que
elevan los niveles de E, en mayor medida y muestran menor inmovilidad. Las diferencias
encontradas en las ratas puberales y de edad media sugieren que existe una asociacion entre
las alteraciones endocrinas que ocurren en esta etapa (elevacion de T en la pubertad y

decremento con la edad media) con la mayor inmovilidad encontrada en estos grupos.

Datos del laboratorio indican que las ratas puberales macho presentan un perfil endocrino
similar al de los machos adultos, con elevados niveles de T y reducidos niveles de estradiol, y
ante el estrés por nado se incrementa principalmente la T. Existe la posibilidad de que aunque
la T se metabolice a estradiol, via aromatasa, no alcance una concentracion suficiente para
contrarrestar el impacto del NF sobre la conducta, y que por lo tanto se observe una mayor
inmovilidad en los puberales respecto a los animales mas juveniles (Se sabe que la actividad

de esta enzima alcanza sus niveles mas altos durante la juventud, Pombo, 1997).

Al igual que las ratas puberales (40-41 dias), las de mediana edad (12-13 meses) mostraron
mayor inmovilidad y menores conductas activas que las ratas prepuberes y las adultas
jovenes. Se sabe que con la edad media, inicia una etapa de deterioro de las funciones
neuroendocrinas, lo cual se asocia con el hecho de que en la vejez se presenten los indices
mas elevados de depresion y suicidio en poblaciones como las de Estados Unidos (Reynolds
IIT and Kupfter, 1999). Previamente, en nuestro grupo de trabajo se estudio el efecto del estrés
cronico moderado (CMS) en ratas macho de esta misma edad, y se encontré una importante

disminucion en el consumo de sacarosa (anhedonia) ademas de un decremento en los niveles
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plasmaticos de T y Ea, lo cual viene a confirmar la susceptibilidad de este grupo al estrés
(Herrera-Pérez y cols., 2008), y sugiere que existe una disminucion del efecto neuroprotector
que confieren las hormonas gonadales. Existen reportes previos que indican ademads, una
importante disminucion de otros esteroides, como son la dehidroepiandrosterona (DHEA) y
su sulfato (DHEAS) en la vejez (Lamberts, 1997). Por otra parte los individuos viejos
presentan elevados niveles de GC (Herrera-Pérez y cols., 2008; Kakiuchi y cols., 2001). Los
bajos niveles de hormonas gonadales, la elevacion de GC y el deterioro neuroendocrino
generalizado pudieran explicar la elevacion de la conducta de inmovilidad observada durante
la PNF. A su vez, nuestros datos confirman que la vejez es un factor de riesgo para
incrementar la conducta depresiva, no s6lo en un modelo de estrés cronico, como el CMS,
sino también en un modelo de estrés agudo como la PNF. Esta mayor inmovilidad no se
relaciona con el mayor peso corporal de los animales, ya que previamente se demostré que
ratas machos de 3 meses, castradas, quienes alcanzan un peso equivalente al de los animales
de mediana edad, no desarrollan la conducta de inmovilidad en la PNF (Martinez-Mota y

cols., 2004).

8.3 EXPRESION DEL TRANSPORTADOR

Cambios en el SERT por Region

Las imagenes de la ir-SERT muestran patrones morfoldgicos caracteristicos por region. En
trabajos previos con anticuerpos contra los primeros 71 a.a. del extremo N-terminal del SERT
mostraron un patron de fibras finas, curveadas, ramificadas y con abundantes varicosidades en
las terminales serotoninérgicas en la corteza frontal, los ntcleos del rafe dorsal y el
hipocampo, mientras que en las vias neuronales serotoninérgicas (hacia el hipocampo y el
septum), se encontrd un patrén de fibras gruesas, rectas y sin ramificaciones sugiriendo que la
inmunoreactividad del anticuerpo estaba sefialando fibras del sistema serotoninérgico (Zhou y
cols., 1996). El anticuerpo que usamos en este estudio estd dirigido a los primeros 85 a.a. del
extremo N-terminal, por lo cual los patrones morfoldgicos mostrados son muy similares a los
descritos por el equipo de Zhou (1996). No obstante, ni el equipo de Zhou ni otros
investigadores, reportan patrones morfologicos del SERT en regiones relacionadas con el

estrés y la depresion. Nuestras observaciones sugieren que el SERT y las fibras
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serotoninérgicas donde se encuentran, tienen patrones morfologicos especificos en cada

region cerebral.

Una ventaja de la técnica de inmunofluorescencia es que nos permite marcar y visualizar
una proteina en su sitio de accion, con una gran especificidad de la region y subregion que
queremos cuantificar. No son trascendentes las diferencias de volumen de las estructuras, ya
que esta técnica nos permite evaluar proporciones del SERT en cada region seleccionada.
Hasta el momento no existen reportes que hayan cuantificado al SERT en animales sometidos

a la PNF, por lo que este es uno de los primeros trabajos que se realizan en este modelo.

Encontramos diferencias en los niveles del SERT de acuerdo a la region cerebral analizada,
lo cual implica que el SERT se distribuye de una manera regionalmente diferencial. La
expresion de este transportador fue menor en el septum y la corteza (Grafica 7.6,), mayor en
la amigdala y el rafe, asimismo, los niveles mas altos se encontraron en el hipocampo. Estos
resultados podrian tener relevancia en el sentido fenomenoldgico y farmacoldgico de la
depresion. En el primer sentido, se ha mencionado que cada region participa de una manera
determinada en la repuesta al estrés y en el desarrollo de la depresion (Kirby y cols., 1995;
Cryan y cols., 2005). Es importante recordar que el rafe es el principal reservorio de SHT en
el cerebro y la mayor fuente de proyecciones serotoninérgicas: en el caso del rafe dorsal, estas
proyecciones se dirigen hacia los 16bulos frontales, donde se encuentra el septum lateral. El
septum es una region involucrada en la respuesta de alerta y la conducta activa ante el estrés,
mientras que la amigdala participa en la memoria emocional, la respuesta de miedo y ansiedad
involucrados en el estrés. Por esta razon, la distribucion diferenciada del SERT implicaria una
distinta participacion de este transportador en la regulacion del sistema serotoninérgico. El
efecto antidepresivo de los ISRS se realiza especialmente en su interaccion dentro del septum
y al rafé dorsal (Kirby y Lucki, 1997; Cryan y cols., 2005), por lo que la expresion del SERT

en estas regiones es fundamental para la respuesta al tratamiento con los ISRS.

Cambios en el SERT por Edad

Los humanos de diferentes edades no responden de la misma manera al tratamiento
farmacoloégico con farmacos antidepresivos (Birmaher y cols., 2006), entre ellos a los que

tienen como sitio blanco al SERT. El SERT juega un importante papel en la regulacion

75



presinaptica de la transmision serotoninérgica (Zhou, 1996), neurotransmisor con una
importante participacion en el desarrollo (Lauders, 1990; Ansorge y cols. 2004; Malkesman,
2009) cuyas concentraciones varian a lo largo de la vida del individuo. Algunos autores
sostienen que el SERT alcanza los niveles del adulto desde el nacimiento, mientras que los
niveles de neurotransmision e inervacion del sistema serotoninérgico lo hacen a las 3 semanas
posnatal (Bylund, 2007). Estudios con monos rhesus demostraron que individuos viejos
presentan menor densidad y funcionalidad del SERT (Kakiuchi, 2001). Por esta razon nuestra
hipotesis plantea que el SERT se incrementa con la edad y decae con la vejez. En este estudio
encontramos que en efecto, en la rata macho Wistar, la expresion del SERT se incrementa
hacia la edad adulta, y decae con la edad media. Esto sugiere que los bajos niveles del sitio
blanco, pudieran guardar una asociacion con la pobre respuesta antidepresiva observada con

los tratamientos de ISRS en individuos en desarrollo y durante la vejez.

Cambios en el SERT por Estrés

Los resultados indican que el estrés por nado forzado esta asociado con una tendencia al
decremento de los niveles del SERT en regiones cerebrales asociadas a la depresion. De
forma interesante el analisis estadistico mostr6 diferencias en la interaccion entre la condicion
de estrés por nado mas la edad, lo cual indica que el estrés por nado no afecta de la misma
manera los distintos grupos de edad. De manera mas clara, la grafica correspondiente (grafica
7.8) nos muestra que los grupos juveniles fueron mas sensibles al nado forzado, el cual indujo
un decremento de la expresion del SERT. Por el contrario, los grupos de animales adultos
mostraron una resistencia a modificar el SERT después del nado forzado. La funcién del
SERT es recapturar la SHT (Zhou y cols., 1998). El bloqueo de esta proteina, por farmacos
especificos, conlleva un incremento en los niveles de SHT (Stahl, 1998). Por esta razon los
resultados refuerzan la idea de que el estrés por nado reduce los niveles y funcionalidad del
SERT de una manera regionalmente especifica (Joeyen-Waldorf et al, 2009; Fumagalli y
cols., 1996) de manera mas sensible en el septum lateral y el rafé dorsal (vide infia) de las
ratas juveniles. Si esta idea es cierta, es probable que la exposicion constante al estrés en
etapas tempranas del desarrollo tenga una repercusion importante en la neurotransmision
serotonérgica en la edad adulta, y por lo tanto en las diferencias en la respuesta a los ISRS en

pacientes con depresion.
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Varios trabajos han relacionado la respuesta prolongada del eje HHA en nifios y
adolescentes durante el estrés con a una incompleta maduracion del asa de retroalimentacion
negativa (Lupien, 2009; Bylund y Reed, 2007). Algunos datos en ratas evidencian altos
niveles basales de glucocorticoides en ratas juveniles (Nirupa, 2006) asi como altos niveles de
CRH en respuesta al estrés (Lupien y cols., 2009), lo cual indicaria mayor susceptibilidad al
estrés, aunque no existan evidencias conductuales suficientes de este efecto central. Estas
investigaciones junto con nuestros resultados, corroboran que los grupos juveniles son mas
susceptibles a los efectos del estrés agudo sobre la expresion del SERT, aunque ésto sea
evidente s6lo en los animales puberales con una mayor expresion de la conducta de
inmovilidad en la PNF respecto a los prepuberales. Es posible que este resultado se relacione
a las diferencias regionales encontradas en los grupos de preptiberes y puberales sometidos a
NF, ya que los preptberes tuvieron una mayor expresion del SERT en el septum y una
tendencia a menor expresion del SERT en rafé, mientras que los animales puberales
mostraron una disminucion en los niveles del SERT en ambas estructuras en condiciones de
estrés, como lo indica la correlacion negativa. En el septum lateral se han encontrado
receptores a glucocorticoides. Implantes de corticosterona o dexametasona en el septum de
roedores bloquean la liberacion de ACTH inducida por adrenalectomia (Armario, 2006) lo
cual sugiere que esta region pudiera participar en el mecanismo de retroalimentacion negativa
del eje HHA. Asimismo se ha reportado que los receptores a vasopresina Vi, en el septum,
estan asociados con los efectos antidepresivos de los antagonistas a este receptor (Stemmeli y
cols., 2005) lo cual indicaria que la AVP liberada con la activacion del eje HHA puede tener

efectos de inhibicion sobre el septum lateral.

Se ha demostrado que fArmacos antidepresivos como la fluoxetina y el citalopram activan
varios subtipos de proteinas cinasas (PK), como las PKA, PKC y PKG que inducen la
fosforilacion del SERT, con lo cual bloquean su funcion (White y cols., 2005). Otros estudios
han mostrado que estrogenos como el E; tienen efectos antidepresivos mediante el bloqueo
del SERT (Ghraf et al, 1983; Michel et al, 1987, en Estrada-Camarena y cols., 2003). Con
estos antecedentes podemos sugerir que el mayor incremento de estrogenos en ratas
prepuberes durante la PNF pudiera estar asociado con el bloqueo del SERT, como un efecto

neuroprotector ante el estrés por nado.
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Por otra parte, diferentes autores sugieren que la vejez también estd asociada con una
mayor vulnerabilidad al estrés. Las investigaciones de Kakiuchi (2001) con monos rhesus
demostraron que los individuos viejos presentan mayores niveles de cortisol en la sangre que
los sujetos jovenes (Kakiuchi y cols, 2001), lo cual explicaria en parte, la mayor incidencia de
la depresion en poblacion anciana. Trabajos en nuestro laboratorio mostraron que el estrés
cronico aumenta la proporcion de ratas de mediana edad que desarrolla anhedonia (respecto a
los jovenes adultos), reforzando la hipétesis de que la edad aumenta la susceptibilidad a la
depresion (Herrera-Pérez y cols., 2008). Investigaciones con dexametasona sugieren que los
glucocorticoides exacerban algunas anormalidades en la funcion serotoninérgica durante la
vejez, lo que contribuye a reducir la efectividad de los antidepresivos (Fumagalli y cols.,
1996). Por otro lado, datos de nuestro laboratorio indican que las ratas de 15 meses tienen
menor expresion del SERT en el rafe dorsal respecto a los adultos jovenes. Sin embargo
nuestro trabajo no mostr6 efectos significativos del estrés por nado sobre la expresion del
SERT en ratas de edad media (13 meses), debido quiza a las diferencias de edad, lo que nos
lleva a plantear la necesidad de estudiar la expresion del SERT en ratas de mayor edad

durante la PNF.

El grupo de adultos jovenes mostré un patron de distribucion y una respuesta al estrés
por nado mas estable. Mientras que los grupos de ratas prepuberes y de edad media mostraron
mas alteraciones en la PNF y més variantes en la distribucion del SERT. Estos datos son de
gran importancia si los relacionamos con los hallazgos de un estudio reciente con ratones
knock out, heterdcigos y homocigos al gen del SERT, donde se confirma que la abundancia
del SERT esta directamente relacionada con un mejor perfil de desempefio conductual en una
serie de modelos relacionados a trastornos de personalidad y afecto, mientras que la ausencia
del SERT estd asociada con una mayor vulnerabilidad al estrés cronico (Joeyen-Waldorf y
cols., 2009). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo nos sugieren que la menor expresion
del area ir-SERT en estructuras cerebrales relacionadas con los trastornos afectivos, esta

asociada con una mayor vulnerabilidad al estrés y la depresion.

El efecto mas significativo sobre los niveles del SERT fue encontrado en animales
juveniles que fueron expuestos al estrés por NF, ya que se produjo un efecto bidireccional en
sus niveles de SERT en el septum lateral y una tendencia a disminuir dichos niveles en el rafé

dorsal. Se sabe que los nucleos del rafé y el septum lateral participan en la fisiopatologia de la
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depresion y el efecto de los farmacos antidepresivos (Purves y cols. 2002; Iversen y cols., en
Kandel y cols, 2001). A su vez, trabajos previos sugieren que el estrés por nado modula la
transmision de la 5-HT de una manera regionalmente especifica (Kirby y cols., 1995). Estos
autores encontraron que la exposicion a 30 minutos de nado forzado reduce los niveles
extracelulares de SHT en la amigdala y el septum, se incrementan en el rafé¢ y se mantienen
invariables en el hipocampo y la corteza prefrontal. En nuestro trabajo no encontramos
diferencias significativas de interaccion entre los factores estrés y region cerebral sobre los
niveles del SERT. Sin embargo al estudiar el efecto del estrés en cada region en los animales
juveniles, encontramos que existen diferencias en los niveles del SERT tanto en el septum

como en el rafé dorsal (vide infa).

Una importante conclusion de los trabajos de Cryan y Lucki, es la que se refiere al
mecanismo de accion del CRH durante el estrés por nado (Cryan y cols., 2005). Ellos
sugieren que durante la exposicion aguda al nado, proyecciones GABA¢érgicas hacia el rafe
dorsal inhiben las neuronas serotoninérgicas que proyectan hacia el septum; la pérdida de los
niveles fisiologicos de SHT en el septum desinhibe la actividad septal generando la conducta
activa observada. En cambio, cuando se presenta una exposicion repetida al nado, de acuerdo
con Cryan y colaboradores, ocurre una “desensibilizacion” (sic) del mecanismo de accion del
CRH hacia el rafe dorsal; esto facilita la trasmision serotoninérgica hacia el septum, lo cual

inhibe su actividad; el resultado es la respuesta pasiva observada (Cryan y cols., 2005).

Las proyecciones serotoninérgicas del rafe dorsal hacia el septum tienen funciones
regulatorias de esta estructura (Cryan y cols., 2005). Los trabajos de Kirby y Lucki en los
cuales midieron SHT extracelular mediante microdialisis, mostraron una reduccion importante
de los niveles de SHT en septum lateral después de una sesion de 30 minutos de NF (Kirby y
cols., 1995). De acuerdo a sus propias hipoétesis, esta reduccion de SHT sucede como
consecuencia de la activacion de neuronas gabaérgicas en el rafe dorsal, que inhiben las
neuronas que proyectan al septum. Nuestras mediciones corresponden a una segunda sesion
de nado, es decir de acuerdo con la hipotesis de Cryan, durante la “desensibilizacion™ del
mecanismo CRH. De acuerdo a esta hipotesis, bajos niveles del SERT tras el nado forzado
repetido (como los que encontramos en ratas puberales), podrian estar asociados con una
elevacion de los niveles de SHT en el septum, lo cual concuerda con la respuesta pasiva

observada en la conducta de inmovilidad en esta edad.
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Resulta de interés la concordancia entre este efecto bidireccional del estrés por nado en la
expresion del SERT en el septum y la conducta de inmovilidad observada durante la PNF. En
el septum lateral las ratas prepuberes sometidas al NF mostraron menor conducta de
inmovilidad y elevados niveles de ir-SERT, mientras que las ratas puberales mostraron altos
niveles de inmovilidad y bajos niveles de ir-SERT. Los valores de correlacion pudieran
indicar que hay una relacion entre las conductas activas y los niveles del SERT en septum

lateral en ratas juveniles.

Otras investigaciones demostraron que el E, participa de manera positiva en la
expresion de RNAm del SERT en el rafe dorsal con mayor intensidad que la T (McQueen y
cols., 1997). Por esta razon podemos sugerir que los elevados niveles de estradiol que se han
reportado en las ratas prepuberes sometidas a NF pudieran estar asociados con una mayor

expresion del RNAm del SERT en los nucleos del rafé.

Como se menciondé en las diferencias por edad, el incremento de la ir-SERT hacia la edad
adulta y el decremento hacia la edad media fue distinto en cada region. Se encontré un mayor
ir-SERT en la corteza, el septum, la amigdala y el hipocampo hacia la edad adulta, y menor ir-
SERT en la amigdala y el hipocampo (con una tendencia a la baja en el septum) hacia la edad
media. No hubo diferencias significativas en la corteza prefrontal y en el rafé. Es de notar que
incluimos ratas en edad media, por lo cual seria importante estudiar la expresion del SERT en
ratas de mayor edad. No obstante, estos resultados nos sugieren que los niveles del SERT no
se incrementan y decaen en la misma forma en todas las regiones, es decir, que el aumento de
la ir-SERT en la juventud y su posterior decaimiento en la vejez, también es regionalmente
diferencial. Al observar la distribucion regional del area ir-SERT (grafica 7.13) y de acuerdo a
la significancia encontrada, podemos sugerir que el decaimiento de esta proteina en la rata
pudiera ocurrir primero en amigdala, luego en hipocampo, posteriormente en septum y mas
tarde en corteza prefrontal y rafe. Estas diferencias regionales pueden estar implicadas en las
particularidades observadas en la depresion y el estrés en cada grupo de edad, asi como a la

diferente respuesta a los farmacos ISRS.
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9. CONCLUSION

Este trabajo nos permite llegar a la conclusion de que la PNF es un modelo sensible a un
importante rango de edades cruciales en la rata. Encontramos que la conducta de inmovilidad
se acenttia a partir de la edad puberal, grupo que junto a las ratas de edad media, son las que
muestran mayores niveles de inmovilidad en este modelo, permitiéndonos sugerir que estas
dos edades son mas susceptibles de desarrollar la conducta de tipo depresiva en un modelo de
estrés agudo.

El estudio de la ir-SERT nos permite concluir que existen patrones morfologicos de
distribucion del SERT caracteristicos de cada estructura cerebral y que los niveles de esta
proteina estdn determinada por la edad, ya que se incrementan durante el desarrollo, se
establecen en la edad adulta y decaen con la vejez, lo cual refuerza la nocion de que el sistema
serotoninérgico continiia en desarrollo durante la adolescencia y sufre un deterioro con la
vejez.

Asimismo, encontramos que el estrés por nado afecta de forma diferencial a los grupos
de edad y a las regiones involucradas en el estrés y la depresion, con mayor influencia sobre
las ratas prepuberes y puberales, lo cual nos sugiere que los individuos juveniles son los mas
vulnerables al estrés agudo. En este caso, la PNF parece tener una asociacion con los niveles
de ir-SERT en septum lateral y rafé dorsal. Esto sugiere que los niveles de transportador en el

septum lateral pudieran participar en la regulacion de la conducta activa de esta estructura.
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10. PERSPECTIVAS

Dadas las conclusiones obtenidas en este trabajo, resulta de particular interés estudiar la
expresion del SERT en edades mas avanzadas, lo cual nos permitiria conocer mejor los
patrones de distribucion y los efectos del estrés. También es de nuestro interés extender el
estudio a ratas hembra, lo cual pudiera arrojar mas informacion sobre la participacion de las
hormonas gonadales en la respuesta al estrés. Por otro lado podriamos complementar este
trabajo con el estudio de farmacos antidepresivos, especialmente ISRS como la fluoxetina y el
citalopram. Se prevé que los grupos con mayor expresion del SERT tendran una mejor
respuesta al tratamiento con inhibidores de la recaptura de SHT. Considero importante el
empleo de técnicas alternativas como el radioinmunoensayo para cuantificar hormonas
esteroides y el uso de técnicas cuantitativas para medir proteinas, como el Westernblot, para
complementar la informacion sobre la participacion del SERT en la fisiopatologia de la
depresion. Finalmente es necesario mencionar la ventaja de combinar las técnicas inmuno-
histoquimicas con el estudio conductual, lo cual nos permite tener un conocimiento mas
integral de algunos aspectos de la depresion.

Nuestro interés principal en este trabajo fue conocer los efectos del estrés en un barrido de
edades, sin embargo, posteriormente serd importante estudiar las diferencias dentro de una

misma estructura por subregion, nivel de los cortes cerebrales y bilateralidad.
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12. APENDICE

1. TINCION DE NISSL

La tincion de Nissl es un procedimiento que utiliza violeta de cresilo, un colorante
acidofilo, para tefiir los nucleos y el reticulo endoplasmico rugoso, llamado sustancia tigroide
de las neuronas (cuerpos de Nissl) por su aspecto moteado en las tinciones. Es empleado para
tincion general del sistema nervioso, por lo que en este trabajo se realizé esta tincion a las
muestras para tener un referente histologico general de las regiones elegidas, tanto en ratas

control como en ratas estresadas.
La tincion de Nissl se llevo a cabo conforme al siguiente protocolo:

- El colorante se prepar6 al 0.2% (200mg de violeta de cresilo en 100ml de agua
destilada). Se indica que puede ser de hasta 0.5% la solucion. Se mezcl6 y filtro.

- Se recomienda disolver el violeta de cresilo en una solucion tampén con acetato de
sodio y agua destilada, y agregar una vez disueltos, acido acético glacial (0.92
ml/100ml)

- Antes de utilizar la solucion para tefiir, le fueron agregados 300ul de acido acético
glacial a la mezcla de colorante

- Los cortes fueron montados sobre portaobjetos gelatinizados conforme a la receta (ver
apéndice 12.3) y puestos a secar.

- Las muestras fueron rehidratadas con agua destilada por 1 minuto

- Los cortes se tifieron por 20 minutos en la solucion de violeta de cresilo

- Posteriormente fueron lavados en agua por 2 min.

- Enseguida fueron deshidratados en alcoholes de 70°, 80° y 96° .

- Las muestras se pusieron en alcohol absoluto por 10 min y fueron lavadas en un
segundo recipiente de alcohol absoluto limpio

- Se pasaron a xilol por 10 minutos y lavadas en un segundo xilol limpio

- Las muestras fueron montadas con resina sintética “Enfellan” y observadas al

microscopio.
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2. SOLUCIONES PARA PERFUSION

AMORTIGUADOR DE FOSFATOS-SALINA (PBS)

SOLUCION PBS 0.01 M (10X)

SAL PM M gL

NaCl 58.44 13 75.972
Na,HPO, 141.96 0.07 9.9372
NaH,POH,0 | 137.99 0.03 4.1397

SOLUCION DE PBS 0.001 M (1X)

Dilucion 1:10 de la solucion 10X de PBS.
Ajustar el pH a 7.2 con NaOH
Filtrar al vacio en envases de acrilico con papel filtro de grado 1 y adicionar 1ml de

heparina por cada litro de PBS 1X

SOLUCION DE PARAFORMALDEHIDO 4%

Calentar 500ml de agua destilada a 60°C.

Anadir 40g de paraformaldehido (Sigma Aldrich)

Anadir algunas gotas (aproximadamente 0.5 ml/l) de NaOH 1M para aumentar la
solubilidad, agitando constantemente hasta disolver

Anadir 100ml de solucion 10X de PBS.

Dejar enfriar y ajustar pHa 7.2

Aforar a 1 litro

Filtrar al vacio en envases de acrilico con papel filtro de grado 1.
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3. GELATINIZACION DE PORTAOBJETOS

- Espolvorear 2 g de gelatina (Q.P. Bayer, al 0.5%) en 100 ml de agua destilada a
temperatura ambiente. Dejar hidratar durante 30 minutos

- Disolver 0.2g de cromo alumina (sigma) al 0.05% (o sulfato de cromo y potasio
[CrK(S04),.12H,0]) en 140 ml de agua destilada caliente (40-60°C) en agitacion

- Afadir gelatina hidratada a la solucion de cromo caliente en agitacion

- Dejar enfriar a temperatura ambiente

- Aifadir 160 ml de etanol absoluto (6 96%)

- Guardar el concentrado a 4°C (es reciclable varias veces filtrandolo)

Antes de gelatinizar los portaobjetos, introducirlos 20 minutos en solucion de HC1 0.2 N en

etanol 95%. Lavar 3 veces en agua destilada (5 min c/u)

Para la gelatinizacion se introducen lentamente los portaobjetos en las gradillas de cajas
copling horizontales, sacando lentamente. Apoyar la gradilla en papel absorbente para
quitar el exceso de gelatina y pasarlo a otro papel. Dejar secar a temperatura ambiente

dentro de las cajas copling horizontales bien tapadas (Valentino y cols., 1987).

4. ANESTESICO Y RELAJANTE MUSCULAR

Ketamina = 100mg / Kg. Doplan, vertbrands. Anestésico, Dosis: 1ml/ Kg

Xilacina = 20mg / Kg Ropum, Bayer. Sedante, analgésico, anestésico y relajante muscular.

Dosis: 1ml / Kg

La solucion anestésica se prepara al momento de usarse, mezclando directamente en la
jeringa las parte proporcionales de ambos componentes sin usar disolventes adicionales al

vehiculo. Se aplicd de manera intraperitoneal en una sola inyeccion ambos anestésicos.
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