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1 Resumen

La depresidén ha sido identificada como el trastorno psiquiatrico comérbido mas
frecuente en pacientes con epilepsia. La estimulacion del nervio vago (VNS) es
utilizada como tratamiento para casos refractarios en ambos padecimientos. El
presente trabajo analizé el efecto de la VNS en la epileptogénesis de la corteza
ventromedial producida por el kindling y los cambios en las conductas tipo
depresivas en ratas sometidas a la prueba de nado forzado (PNF) y a la prueba de
aversion al sabor (PAS). Ratas macho de la cepa Wistar (250-300g) fueron
divididas aleatoriamente en cuatro grupos (Control, Kindling, Sham y VNS). Los
animales del grupo control no fueron sometidos al procedimiento quirurgico ni al
protocolo kindling; los animales del grupo kindling fueron sometidos al
procedimiento quirurgico (electrodos en PrL, BLA y nervio vago) y al protocolo
kindling; en el grupo sham los animales fueron sometidos al procedimiento
quirurgico (electrodos en PrL, BLA y nervio vago), pero no al protocolo kindling; el
grupo VNS solo fue implantado con el electrodo del nervio vago y fue sometido al
protocolo de estimulacion eléctrica de nervio vago. Nuestros resultados muestran
que epileptogénesis en vmPFC presenta un proceso de cambios conductuales
diferente al establecido por Racine. Por otra parte, se observd un efecto
antidepresivo en el grupo sham lo que concuerda con reportes anteriores en los
cuales un dafio en el tejido de la PFCvm produce efectos antidepresivos. Aunado
a esto el analisis de coherencia entre la vmPFC y la amigdala mostr6 que la
estimulacién kindling provocé un incremento en la coherencia en ondas gama (65—
100 Hz), sugiriendo un aumento en la conectividad funcional entre las dos

estructuras



2 Introduccioén

La depresion es una de las comorbilidades mas comunes en pacientes con
epilepsia. Aunque ambas patologias tienen en comun varios sustratos
neurofisiologicos, se desconoce si estos son los mismos durante su comorbilidad.
Los modelos animales son una herramienta importante para investigar la epilepsia
y la depresidn ya que nos permiten evitar variables psicosociales. Los modelos
mejor validados y mas utilizados para estudiar estas dos patologias por separado
son el kindling eléctrico, con el que se puede producir un foco epiléptico por medio
de estimulaciones eléctricas diarias, la prueba de nado forzado, con la que se
puede generar y/o medir la desesperanza aprendida, y la prueba de aversion con

la cual se mide la conducta equivalente de anhedonia.

La depresién mayor es el mas frecuente de los trastornos del estado de animo y
ocurre con mayor frecuencia en pacientes con epilepsia cronica que en la
poblacién general. Dados estos hallazgos y la mayor morbilidad y mortalidad que
se sabe que estan asociadas con la depresién mayor, este estudio se centrara en

esta condicion.

3 Depresion

La tristeza es un estado del animo inherente a la vida, como lo son la alegria o el
miedo, usualmente es una fase transitoria ante la cual todo individuo esta
expuesto en algun momento. Sin embargo, en algunas personas esta tristeza se
torna intensa, trascendente vy dificil de manejar, existe entonces una alteracion de

la emocion, un trastorno del estado de animo.



Los trastornos del estado de animo se pueden dividir en trastornos depresivos,
trastornos bipolares y dos trastornos basados en la etiologia: trastornos del estado
de animo debido a enfermedad médica y trastorno del estado de animo inducido
por sustancias. A su vez, los trastornos depresivos se dividen en trastorno
depresivo mayor, trastorno distimico y trastorno depresivo no especificado

(American Psychiatric Association, 2013).

La depresion se caracteriza por episodios determinados de al menos dos
semanas de duracién que implican cambios claros en el afecto, la cognicién y las
funciones neurovegetativas, y remisiones interepisoédicas. Durante estos episodios
se presenta una pérdida de la capacidad de experimentar placer o del interés de
realizar actividades satisfactorias, reduccion de la energia, alteraciones en los
habitos de suefio y apetito, sentimientos de inutilidad o culpabilidad excesiva,
disminucién de la capacidad para pensar, concentrarse y tomar decisiones,
pensamientos de muerte e ideas suicidas recurrentes (American Psychiatric
Association, 2013). Es wuna condiciébn seria e incapacitante que afecta
aproximadamente a 350 millones de personas en el mundo y la Organizacion
Mundial de la Salud estima que para el afio 2020 se consolidara como la segunda

causa de incapacidad a nivel mundial (Bylund & Reed, 2007).

La informacion mas antigua con la que contamos de una patologia homdloga a la
depresion data del siglo V aC. Desde la perspectiva hipocratica, se pensaba que
los estados de animo dependian del equilibrio entre cuatro humores: sangre,
flema, bilis amarilla y bilis negra. A un exceso de esta ultima se le creia

responsable de la melancolia, con sintomas como la aversion a la comida,
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irritabilidad, cansancio y somnolencia, sintomas presentes en nuestra actual
definicion de depresion. En ese entonces se sugeria que un prolongado miedo o
tristeza pueden transformarse en melancolia (Kandel, Schwartz, & Jessell, 2000;

Polaino-Lorente & Doménech, 1993).

Después de 26 siglos de la primera aproximacion de Hipdcrates, la etiologia de
este padecimiento esta lejos de ser especifica, pues es una amplia gama de
situaciones las que pueden provocar depresidn. Sin embargo, se han identificado
cuatro factores de riesgo que, aparentemente, se presentan de manera constante
y el nivel de evidencia sugiere que su asociacion con la depresién podria ser, en
efecto, causal: género, eventos estresantes, experiencias traumaticas durante la
infancia y ciertos rasgos de la personalidad (Blazer, Kessler, McGonagle, &

Swartz, 1994; Kessler, 1997).

3.1 Bases neurales de la depresion

Los trastornos depresivos a lo largo del tiempo han sido considerados como
producto de una disfuncion biolégica en el sistema nervioso y desde hace
aproximadamente 50 afos la hipétesis de las monoaminas ha aportado la mayor
cantidad de informacion en la busqueda del componente neurobiolégico de la
depresion. La teoria de las monoaminas sugiere que algunos tipos de depresion, o
todos, estan asociados con una deficiencia absoluta o relativa de monoaminas en

algunas estructuras cerebrales.

Este encuadre en la investigacién de la patofisiologia de la depresion, que pone

como principal objetivo a los sistemas de neurotransmisores monoaminérgicos,



tiene como origen las observaciones del efecto positivo de farmacos, en un
principio usados para tratar la tuberculosis, que regulan las concentraciones
intersinapticas de serotonina y noradrenalina (Charney, Buxbaum, Sklar, &
Nestler, 2013; Lépez-Muinoz, Assion, Alamo, Garcia-Garcia, & Fangamann, 2008).
En los ultimos afos diversos estudios han intentado descifrar de manera
especifica las deficiencias en los sistemas monoaminérgicos en pacientes con
depresion, sirviendose de una amplia variedad de estrategias bioquimicas vy
neuroendocrinas. De esta forma se ha demostrado la existencia de anormalidades
en los sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y otros neurotransmisores y
neuropéptidos en los sujetos con depresion (ver tabla 1) (Manji, Drevets, &

Charney, 2001).

Sin embargo, aunque la informacién aportada por la investigacién de los sistemas
monoaminérgicos es valiosa y abundante, no es suficiente para determinar la
patogénesis de los trastornos depresivos. Pues, aunque la mayoria de los
antidepresivos actuan de manera directa sobre las concentraciones intersinapticas

de serotonina y noradrenalina, los efectos antidepresivos comienzan a aparecer



Tabla 1 Evidencia directa e indirecta de multiples sistemas implicados en la depresién

Sistema serotoninérgico

5-HIAA en FCE reducido

Reduccion en la union de [PH]IMI a
plaquetas

Reduccion de unién a receptores 5HT1a
en cerebro vivo y en tejido cerebral
postmortem

Efecto antidepresivo de agentes que
incrementan 5-HT en la hendidura
intersinaptica

Efecto depresdgeno de la deplecion de

Trp en pacientes tratados con
antidepresivos
— Los antidepresivos  ocasionan un
decremento en la densidad de 5HT2
Sistema noradrenérgico
— Reduccion de MHPG en FCE
—  Disminucion de respuestas

neuroendocrinas a la clonidina

Aumento de NE en plasma sanguineo
Alteracion en la densidad y capacidad de
respuesta de a2AR y B-AR

Efecto antidepresivo de agentes cuyos
efectos bioquimicos incluyen aumento de
NE

Reduccion de gradiente de concentracion
de metabolitos de NE en la sangre

Sistema dopaminérgico

Reduccion de HVA en FCE

Efecto antidepresivo de agentes cuyos
efectos bioquimicos incluyen aumento de
DA

Efecto depreségeno de AMTP vy reserpina
en individuos susceptibles

Reduccion de gradiente de concentracion
de metabolitos de DA en la sangre
Depresion en la enfermedad de Parkinson
Anhedonia; rol de DA en los circuitos de
motivacién y recompensa

Sistema colinérgico

Efecto depreségeno de medicamentos
colinérgicos

Aumento en la sensibilidad colinérgica
Anormalidades en EEG durante el suefio
(comunes en trastornos depresivos)
Efecto antipsicotico de medicamentos
colinérgicos

Sistema glutamatérgico

Sistema

FLCy ej

El estrés aumenta Ila  actividad
glutametérgica

El litio facilita la recaptura de Glu

La lamotrigina, la cual tiene un efecto
antidepresivo, disminuye la liberacion de
Glu

La Ketamina tiene efectos antidepresivos
La administracion crénica de
antidepresivos reduce la expresion de la

subunidad del receptor NMDA

GABAérgico

Reduccion de GABA en FCE

Reduccion de GABA en Orb Cx

El litio, VPA t antidepresivos podrian
incrementar la sefalizacion de GABA

e HHA

Hipercortisolemia y resistencia a la
retroalimentacion inhibitoria

Hipertrofia hipofisaria y adrenal
Incremento de FLC en FCE vy reduccion
de receptores de FLC en cerebros
postmortem

Efectos depresdgenos/ansiogénicos de
agonistas a FLC en modelos preclinicos
Los tratamientos antidepresivos
normalizan la hipercortisolemia

Neurofisiologia

Reduccion de FSC y metabolismo en las
partes dorso medial y dorso antero lateral
de PFC

Elevaciéon de FSC y metabolismo en Orb
Cx y insula anterior

Elevacion de FSC y metabolismo en la
amigdala

FSC y metabolismo anormal en las partes
subgenual y pregenual del giro cingulado
anterior y en el giro cingulado posterior

FCE, fluido cerebroespinal; 5-HIAA, 5-hydroxyindole acetic acid (el principal metabolito de la serotonina);
IMI, impramina; 5-HT, 5-hydroxytryptamine (serotonina); Trp, triptéfano, NE, noradrenalina, MHPG, 3-
methoxy 4-hydroxyphenylglycol (principal metabolito de NE); DA, dopamina; EEG, electroencefalograma
HVA, acino homovanilico (principal metabolito de DA); AR, receptor adrenérgico; AMPT, a-methyl-para-
tyrosine (inhibidor de la biosintesis de la catecolamina); Glu, glutamato; NMDA, N-methyl-D-aspartate;
VPA, valproato; FLC, factor de liberacion de corticotropina; PFC, corteza prefrontal ; FSC, flujo sanguineo
cerebral; Orb Cx, corteza orbitofrontal. Modificado de Manji, Drevets & Charney (2001).




semanas o meses después de ingesta de manera cronica. Podemos entonces
sospechar que, aunque en efecto las variaciones monoaminérgicas en la
hendidura intersinaptica juegan un papel importante, las alteraciones en la
concentracion de estos neurotransmisores son consecuencia de anormalidades en
estructuras o sistemas con un rol mas influyente en la patologia (Manji, Moore,

Rajkowska, & Chen, 2000).

Existe un gran numero de modelos farmacolégicos, aparte de la hipotesis de las
monoaminas, que ayudan a explicar la patofisiologia de la depresion, involucrando
distintos sistemas y mecanismos, por ejemplo, el eje hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HPA) (Jackson, 1998; Joffe, 2010) los receptores glutamatérgicos
(Jiménez-Sanchez et al.,, 2016; Zhou et al.,, 2014), los receptores imidazdlicos
(Halaris & Piletz, 2001), neurotrofinas (Sandler, 2001) y fosfolipidos (Nemets, Fux,

Levine, & Belmaker, 2001).

3.1.1 El sistema limbico

Actualmente es aceptado de manera general que la depresion no es el resultado
del malfuncionamiento de una estructura cerebral especifica o de un sistema de
neurotransmisién. En su lugar puede ser conceptualizada como un desorden
multidimensional que afecta a distintos sistemas, en diferentes niveles, pero que
de alguna manera estan funcionalmente integrados (Kendler, Thornton, &
Gardner, 2001). Uno de estos sistemas, al cual se le ha asociado con esta
enfermedad es el sistema limbico, pues distintos estudios han reportado que una
desregulacion de la conectividad prefrontal y limbica es esencial en el desarrollo

del fenotipo depresivo (Connolly et al., 2013; Lu et al., 2012).
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Durante las décadas de 1930 y 1940 distintas observaciones sugerian la
existencia un sistema de estructuras cerebrales responsable de las emociones y
de la expresion emocional, a este sistema de le llamé “sistema limbico” (Price &
Drevets, 2010). En un principio el término limbico fue usado para referirse al borde
cortical que rodea el tronco del encéfalo, afios después se le llamo Iébulo limbico
a las formaciones olfatorias comunes en todos los mamiferos (bulbo, pedunculo
olfatorio, estria olfatoria y I6bulo piriforme). Con el paso del tiempo a distintas
estructuras corticales se les ha considerado como parte de este sistema, tales
como el giro del cingulo, corteza orbitofrontal e hipocampo, y estructuras con las
cuales tienen conexiones como los cuerpos mamilares, el area septal, nucleo
accumbens y el complejo amigdalino (Catani, Dell’Acqua, & Thiebaut de Schotten,

2013; Rolls, 2015).

A mediados del siglo XX el sistema limbico se comenzé a describir como un
circuito neural que une a las acciones, la percepcion y la emocion. Segun el
circuito propuesto, el hipocampo conecta por medio del fornix a los cuerpos
mamilares, mismos que conectan mediante el tracto mamilo-talamico al nucleo
anterior del tdlamo y de este modo de regreso a la corteza del cingulo. El sistema
limbico esta encargado de la elaboracion emocional y, a través de su interaccion
con el hipotalamo, esta involucrado en la expresién emocional (MacLean, 1949).
En las ultimas décadas se ha mostrado que el hipocampo esta mas relacionado
con el procesamiento de la memoria, y la amigdala mas relacionada con las

emociones (Zola-Morgan, Squire, Alvarez-Royo, & Clower, 1991).
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Es por su funcion de regular las emociones, la busqueda de recompensa y las
funciones ejecutivas, el sistema limbico se ha convertido en uno de los principales
blancos en el estudio de la depresién. La implicaciéon de este sistema en dicha
patologia se ha visto reforzada al observar los efectos de la depresion en las
estructuras del sistema limbico, como una reduccion de materia blanca y gris en la
corteza prefrontal (Soares & Mann, 1997), disminucion en el volumen de la cola y
la cabeza del hipocampo (Malykhin, Carter, Seres, & Coupland, 2010; Sheline,
Wang, Gado, Csernansky, & Vannier, 1996) y empequefiecimiento de la amigdala
(Sheline, Gado, & Price, 1998). Asi como la reversion de algunos de estos
cambios con el uso de antidepresivos (Malykhin et al., 2010). Distintos estudios
sugieren que estas modificaciones estructurales son ocasionadas por una

disminucién de la densidad glial (Malykhin et al., 2010; Rajkowska et al., 1999).

3.1.2 La corteza prefrontal ventromedial

En la busqueda de las posibles deficiencias del sistema limbico que podrian estar
implicadas en la depresion, se ha observado que la interaccion de éste con
estructuras corticales es de vital importancia, puesto que, asi como estructuras
subcorticales como la amigdala, el cuerpo estriado ventral y el hipotalamo, las
areas de la corteza limbica crean un conjunto funcional dinamico encargado de la
integracion y accesibilidad de la informacion en el cerebro. Entonces en funcion de
propiedades estructurales y funcionales las cortezas que forman parte del sistema
limbico contribuyen a crear una experiencia consciente unificada por medio del
flujo de informacion a través de redes cerebrales intrinsecas al sistema limbico

(Chanes & Barrett, 2015).
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La corteza prefrontal (PFC, prefrontal cortex, por sus siglas en inglés) tiene una
relacion reciproca con las cortezas parietal y temporal, involucradas en el
procesamiento de la informacion visual, auditiva y somatosensorial y con las
estructuras subcorticales del sistema limbico, en particular el hipotalamo (Nauta,
1972) (Figura 1). De esta forma la PFC esta involucrada en un gran numero de
circuitos corticales y subcorticales que trabajan de manera paralela y favorecen a
las funciones sensoriomotoras, cognitivas, emocionales, conductuales y viscerales

(Barbas, 1995).

Las conexiones corticales de la amigdala, y otras areas limbicas, se dirigen
principalmente a las cortezas prefrontales orbital y medial (OMPFC). La OMPFC
es un area compleja que contiene regiones granulares y agranulares, donde han
sido identificadas al menos 23 distintas subdivisiones (Carmichael & Price, 1994;

Onglr, Ferry, & Price, 2003).

Las proyecciones anatémicas de la amigdala y la corteza prefrontal ventomedial
(vmPFC) al hipotalamo, la sustancia gris periacueductal, el locus coeruleus, el rafé
y nucleos del tronco encefalico relacionados con las funciones auténomas, juegan
un papel importante en la organizacion de las respuestas endocrinas, autbnomas
y conductuales a los estresores y los estimulos emocionales (Figura 1) (LeDoux,
2003; Ongiir et al, 2003). En ratas, la estimulacién de la amigdala inhibe la
actividad del conjunto neuronal en la vmPFC, y la estimulacion de la vmPFC a la
amigdala excita las células GABAérgicas intraamigdaloides que inhiben la
actividad neuronal en el nucleo central de la amigdala (Likhtik et al, 2005). Las

ratas expuestas a estimulos condicionados por el miedo muestran una actividad

12
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Figura 1. Circuitos anatémicos que involucran la red prefrontal medial y
la amigdala. Las supuestas proyecciones excitatorias glutamatérgicas se
muestran en verde, las proyecciones GABAérgicas se muestran en naranja y
las proyecciones moduladoras en azul. En el modelo propuesto aqui, la
disfuncién en la amigdala y / o la red prefrontal medial da como resultado
una desregulacion de la transmision a lo largo de un circuito cerebral que
comprende desde la corteza hasta el tronco encefalico, produciendo las
manifestaciones emocionales, cognitivas, endocrinas, autonémicas vy
neuroquimicas de depresion. Las proyecciones eferentes paralelas vy
convergentes de la amigdala y la red prefrontal medial hasta el hipotalamo,
La sustancia gris periacueductal (PAG), el nucleo basal, el locus coeruleus,
el rafe dorsal y el nucleo vagal medular organizan las respuestas
neuroendocrina, autonémica, neurotransmisora y de comportamiento a los
estresores y los estimulos emocionales. Finalmente, la red prefrontal medial
es un nodo central en el "sistema candnico" cortical que parece soportar
funciones autorreferenciales como el estado de animo. Otras abreviaturas: 5-
HT: serotonina; ACh: acetilcolina; BNST: nucleo del lecho de la estria
terminal; Cort.: corticosteroide; CRH: hormona liberadora de corticotropina;
Cx: corteza; NorAdr: noradrenalina; PVN: nucleo paraventricular del
hipotalamo; PVZ: zona periventricular del hipotalamo; STGr: giro temporal
superior rostral; VTA: area tegmental ventral. Modificado de Price y Drevets
(2010).
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neuronal vmPFC reducida, cuya magnitud se correlaciona inversamente con el
aumento correspondiente en la actividad de la amigdala y el comportamiento de
miedo (Garcia et al, 1999). Por el contrario, las lesiones del vmPFC mejoran las
respuestas conductuales, simpaticas y endocrinas a estresores o estimulos
condicionados por el miedo en ratas (Sullivan y Gratton, 1999). Dichas relaciones
reciprocas entre la red prefrontal medial y la amigdala pueden estar relacionadas
con las observaciones que en la depresion la gravedad de la misma se
correlaciona positivamente con la actividad de la amigdala, pero negativamente
con la actividad en las OMPFC (Drevets et al, 2004). Por lo tanto, el incremento en
la actividad observado dentro de algunas areas de la red prefrontal medial durante
los episodios depresivos puede reflejar una respuesta compensatoria que modula
los sintomas depresivos. Los cambios neuropatologicos evidentes en el vmPFC y
la amigdala en los trastornos del estado de animo pueden afectar su papel en la
modulacion de las respuestas viscerales a los estresores y los estimulos

emocionales (Price y Drevets; 2010).

3.2 Modelos animales de depresion

Si bien los sintomas como la culpa, el suicidio y el sentirse triste suelen ser
caracteristicas puramente humanas, otros aspectos del sindrome depresivo se
han replicado en animales de laboratorio y, en varios casos, se han mejorado con
el tratamiento antidepresivo. Estas incluyen medidas de indefensién, anhedonia,
comportamiento de desesperanza y otros cambios neurovegetativos, como
alteraciones en los patrones de suefio y apetito. La mayoria, si no todos, los

modelos animales de depresién pretenden analizar cuantitativamente alguna
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forma de derrota o desesperanza inducida experimentalmente, aunque este
aspecto del comportamiento de los mamiferos es probablemente fisiologico (es

decir, adaptativo) mas que patoldgico.

Los modelos de depresion actuales a menudo se evaluan cumpliendo tres criterios
principales (a) validez de apariencia (el requisito de un grado razonable de
homologia sintomatica), (b) validez de constructo (o etioldgica) (el requisito de
factores causales similares) y (c) Validez farmacoldgica (que requiere la reversion
de los sintomas depresivos por los antidepresivos disponibles) (Krishnan &
Nestler, 2011). Sin embargo, teniendo en cuenta que los trastornos depresivos en
los seres humanos son muy diversos, es poco probable que se cree un modelo
valido que reproduzca patogénicamente y clinicamente la depresion en roedores
en el futuro. No obstante, la variedad de modelos existentes (Ver tabla 2)
proporciona un estudio detallado de los mecanismos neurobioldgicos individuales
y patrones de desarrollo de los estados depresivos en los seres humanos. Otra
ventaja de la diversidad de modelos es la perspectiva amplia para estudiar los
mecanismos de accion y predicciones de perfiles farmacologicos de farmacos

potenciales para el tratamiento de la depresion (Grigor'yan & Gulyaeva, 2017).
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Tabla 2 Modelos de depresion

Modelos Pruebas e intervenciones Evaluacion conductual
Nado forzado Inmovilidad
Desesperanza . .
Suspension de la cola Inmovilidad
. Incremento de consumo
. Prueba de aversién al sabor , .
Anhedonia de estimulo aversivo
Consumo de solucién de sacarosa.  Disminucion
Estrés Envenenamiento: lipopolisacarido, .
. . Incremento de ansiedad
prenatal virus de la influenza, etc.
Disminucion del consumo
. de soluciéon de sacarosa,
Separacion materna .
aumento de la ansiedad,
miedo
, Aislamiento social
Estrés e,
Disminucion de la
postnatal . f . . .
Estrés crénico impredecible leve preferencia por la solucion
de sacarosa.
Disminucion de la
Derrota social preferencia por la solucion
de sacarosa.
Ratones knockout del transportador _. .
: Disminucion de la
de serotonina . . .
duracién de la inmovilidad.
Ratones knockout del transportador Disminucién de la
de noradrenalina duracién de la inmovilidad.
Ratones knockout totales o parciales Disminucion de la
de receptores 5-HT1a y 5-HT18 duracion de la inmovilidad.
Disminucion de la
” Ratones knockout del transportador duracién de la inmovilidad,
Genéticos .
de dopamina mayor consumo de
solucion de sacarosa
. Disminucion de la
Ratones heterocigotos con knockout . : .
) duracion de la inmovilidad,
total o parcial del transportador del
mayor consumo de
gen de BNDF .
solucion de sacarosa
Disminucion de la

Ratones knockout de la aquaporina-
4

duracién de la inmovilidad
en machos

Modificado de Grigor'yan y Gulyaeva (2015)
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3.2.1 Prueba de nado forzado

La prueba de nado forzado (FST, Forced swiming test, por sus siglas en inglés) se
introdujo originalmente en 1977 por Porsolt, la prueba se basa en la observacion
de que cuando los roedores se enfrentan a una situacion aversiva inevitable
pueden elegir diferentes estrategias de afrontamiento que pueden calificarse como
activas o pasivas. Las estrategias activas (escalamiento y nado) predominan en la
exposicion inicial a la prueba, pero generalmente se reemplazan con el tiempo con
la aparicion de una estrategia pasiva (flotacion o inmovilidad). La observacion
clave que llevé la FST a un uso generalizado fue el descubrimiento de que los
antidepresivos efectivos en humanos tenian la capacidad de aumentar la cantidad
de estrategias activas adoptadas por el animal en la FST. Por lo tanto, la principal
ventaja de la FST ha sido su validez predictiva: la efectividad de un farmaco para
promover el afrontamiento activo en el FST tiene el potencial de predecir su

eficacia como antidepresivo.

La descripcidn original del procedimiento FST de rata contiene dos fases (Porsolt
et al., 1977), con ratas que inicialmente recibieron una exposicién previa de nado
forzado de 15 minutos, precediendo una sesidon de prueba de cinco minutos a las

24 horas después del entrenamiento.

El término de inmovilidad se usa para definir la flotacion del animal cuando esta en
el agua, sin esfuerzos de natacion, solo exhibiendo los movimientos minimos
necesarios para mantener la cabeza sobre el agua. La inmovilidad se utiliza como

el indice predominante del nivel de desesperanza vy, por lo tanto, el incremento en
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la duracion de la inmovilidad o las cuentas de actividad inmoévil son las

caracteristicas de la conducta de tipo depresiva.

Ademas, se ha demostrado que los antidepresivos serotoninérgicos vy
noradrenérgicos influyen diferencialmente en el comportamiento de natacion y
escalamiento en este modelo. Se ha reportado que el sistema serotoninérgico
media el movimiento de natacién, mientras que los antidepresivos noradrenérgicos
mejoran el comportamiento de escalada (movimientos activos con las patas
delanteras dentro y fuera del agua, generalmente contra la pared del cilindro)

(Detke et al., 1995)

Debido a su simplicidad, este paradigma se considera el mas adecuado para la
deteccidn de compuestos antidepresivos en roedores. Por otro lado, el FST
también se puede usar después de la exposicidon al estrés cronico (Strekalova et
al., 2004), como un método de seguimiento para medir el desarrollo de sintomas
depresivos en una enfermedad cronica basada en el estrés y para evaluar
rapidamente la actividad farmacolégica (Luo et al., 2008). Esta caracteristica
promueve el uso del FST no solo como modelo per se para predecir la actividad
de los antidepresivos, sino también como una evaluacion de los sintomas

depresivos que han sido inducidos por otros paradigmas de depresion.

3.3 Tratamientos para la depresion
El tratamiento para la depresion por excelencia consiste en una intervencion
conjunta entre algun tipo de psicoterapia y farmacos antidepresivos, sin embargo,

estas no son las unicas herramientas de las que disponen los especialistas en el
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tratamiento de los trastornos depresivos. A lo largo de los afios han sido distintas
las estrategias empleadas en el tratamiento de la depresion y aunque algunas de
ellas actualmente se encuentran en desuso siguen siendo una alternativa para
aquellos pacientes en los que el tratamiento convencional no surge efecto. Estos
tratamientos alternativos incluyen terapia por electrochoque, cirugia resectiva,

estimulacién cerebral profunda, estimulacion magnética transcraneal, entre otras.

Desde que el efecto antidepresivo de la Iproniazida fue observado en pacientes
con tuberculosis hace aproximadamente 50 anos, los farmacos han sido la
primera opcion en el tratamiento de la depresion. Los primeros farmacos
antidepresivos que tenian como mecanismo de accidon inhibir la
monoaminooxidasa, reduciendo la descomposicion enzimatica de la serotonina y
la noradrenalina, aun se siguen utilizando con gran éxito (Berton & Nestler, 2006).
Posteriormente, se desarrollaron los antidepresivos ftriciclicos, medicamentos mas
especificos que actuan inhibiendo los transportadores de la membrana plasmatica
para la serotonina y/o la noradrenalina. Estos medicamentos proporcionaron una
base para el desarrollo de nuevas clases de antidepresivos, incluidos los ISRS
(inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina), los IRN (inhibidores de la
recaptacion de noradrenalina) y los IRSN (inhibidores de la recaptura de
serotonina y noradrenalina). Se pretende encontrar o disefiar agonistas o
antagonistas mas selectivos de los receptores de serotonina o noradrenalina, que
podrian producir acciones como las de los medicamentos disponibles, pero de
manera mas rapida y segura. Tales esfuerzos aun estan en marcha, con algunas

pistas prometedoras. Sin embargo, a pesar de los miles de millones de dblares en
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investigacion, tanto en el mundo académico como en la industria, este enfoque
aun no ha logrado traer ningun medicamento fundamentalmente nuevo al mercado
(Willner, Scheel-Kruger, & Belzung, 2013). Al mismo tiempo, ha habido una
importante acumulacion de conocimiento sobre sistemas no monoaminérgicos que
podrian contribuir a la fisiopatologia de la depresion, como los sistemas de
neurotransmisién  glutamatérgica y colinérgica o con otro tipo de
neuromoduladores como el factor de liberacion de corticotropina (FLC), la
sustancia P, el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), la fosfodiesterasa,

entre otros (Berton & Nestler, 2006).

Aunque los tratamientos actuales para la depresion son generalmente seguros y
efectivos, estan lejos de ser ideales. Los antidepresivos contemporaneos no solo
actuan sobre los sintomas depresivos sino también sobre la ansiedad, la
alimentacion, el control de los impulsos y el trastorno de estrés post-traumatico.
Ademas de la necesidad de administrar los medicamentos durante semanas o
meses para ver el beneficio clinico, los efectos secundarios tienen la gravedad
suficiente para causar la interrupcion del tratamiento en el 19% de los pacientes
(Hindmarch, 2002). Ademas, la falta de eficacia en pacientes deprimidos significo
que el 30% de los casos no respondieron a la medicacion. Por lo tanto, se puede
observar que casi el 50% de los pacientes tratados no muestran una respuesta
clinica importante (Nestler et al., 2002). Por lo tanto, todavia hay una gran
necesidad de desarrollar nuevos antidepresivos no solo para comprender la
fisiopatologia de la depresién, sino también para hacer un diagnéstico mas preciso

de la gama de sintomas presentados y de la naturaleza exacta de la enfermedad.
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4 Epilepsia

La epilepsia es un trastorno cerebral que se caracteriza por una predisposicion
permanente a generar crisis epilépticas y por las consecuencias neurobioldgicas,
cognitivas, psicoldgicas y sociales de esta condicidon. La epilepsia existe en un
paciente presentado al menos una crisis, siempre y cuando esto vaya
acompanado de la presencia de una alteracion duradera en el cerebro que
aumente la probabilidad de futuros ataques (Fisher et al., 2005). Esta afeccién
neurolégica es padecida por aproximadamente 50 millones de personas en el
mundo (Organizaciéon Mundial de la Salud [OMS], 2013), de las cuales 5 millones
viven en Latinoamérica y el Caribe (Organizacion Panamericana de la Salud, Liga
internacional contra la Epilepsia, 2013). En México la prevalencia de pacientes con
epilepsia es de 10 a 20 por cada 1000, lo cual sugiere que en nuestro pais existen
por lo menos un millén de personas con alguna forma de epilepsia, de las cuales
sélo el 50% de las personas que la padecen cuentan con servicios de salud

(L6pez-Meraz, Gonzalez-Trujano, Neri-Bazan, Hong y Rocha, 2005).

En términos electrofisiolégicos podemos definir a la epilepsia como una alteracion
paroxistica del sistema nervioso central, recurrente y autosostenida, que se
caracteriza por la interaccidon de redes neuronales con disparos excesivos de
potenciales de accion anormalmente sincronizados, cuyas manifestaciones
clinicas y eléctricas varian en funcion del tipo de circuitos implicados, del patrén
de propagacion y del grado de sincronizacion (Gloor, Quesney, & Zumstein, 1977).
Las crisis epilépticas son clasificadas por medio de un substrato dicotdmico que

indica el modo de inicio de las crisis, esto es focal y generalizada.
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Las crisis focales son aquellas que se originan en redes neuronales delimitadas a
un solo hemisferio, ya sea discretamente localizadas o ampliamente distribuidas.
Las crisis focales pueden originarse en estructuras subcorticales y para cada tipo
de crisis el inicio ictal es consistente entre una y otra crisis con un patron de
propagacion preferencial que puede envolver al hemisferio contralateral. Aunque
hay casos en los que pueden verse involucrados mas de dos redes neuronales y
mas de un tipo de crisis, cada tipo de crisis tiene individualmente su tipo de inicio

(Berg et al., 2010).

Las crisis generalizadas son originadas en cierto punto y rapidamente se
extienden comprometiendo redes bilaterales. Dichas redes pueden incluir
estructuras corticales o subcorticales pero sin incluir a toda la corteza, y a
diferencia de las crisis focales, en las crisis generalizadas la localizacion vy
lateralizacidn del inicio de las crisis individuales no es consistente de una crisis a

otra (Berg et al., 2010).

En un numero substancial de epilepsias, la etiologia es aun desconocida (Badawy,
Harvey & Macdonell, 2009). Es bien sabido que multiples factores en combinacion
contribuyen a la predisposicion epiléptica y es por ello que han surgido numerosos
modelos animales en donde pueden ser reproducidos (Loscher, 1997) vy

parcialmente responder sobre algunos mecanismos que la subyacen.

4.1 Kindling eléctrico
Dentro de los modelos animales experimentales de epilepsia por estimulacion

eléctrica, se encuentra el kindling eléctrico que es reconocido como el modelo que
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mejor asemeja la progresion de las crisis en humanos (Wada y Osawa, 1976).
Este modelo se ha establecido en varias especies animales como ranas,
lagartijas, ratones, ratas, conejos, perros, macacos Rhesus, papiones de Guinea y

gatos (Morimoto et al., 2004).

El kindling, término inicialmente acunado por Goddard (Goddard et al., 1969) para
describir que la estimulacion eléctrica repetida de baja intensidad, aplicada en
areas especificas del cerebro, en especial el sistema limbico, induce el desarrollo
progresivo de alteraciones conductuales y electroencefalograficas. Inicialmente,
s6lo se inducen postdescargas focales de corta duracién limitadas al sitio de
estimulacién; con la repeticion de los estimulos eléctricos, las postdescargas son
mas prolongadas, se propagan a estructuras contralaterales y desencadenan

crisis generalizadas tonico-clénicas (Fernandez-Guardiola et al., 1995).

Los cambios conductuales que se observan durante el desarrollo del kindling
pueden ser caracterizados en distintos estadios descritos por Racine (1972). Estos
cambios conductuales son acompafados por un aumento en la duracion, amplitud

y frecuencia de espigas en la post descargas focales (Racine, 1972).

4.2 Tratamientos de la Epilepsia

En la actualidad no es posible curar o prevenir la epilepsia. Los anticonvulsivos
utilizados para tratar a los pacientes que padecen esta enfermedad, estos, como
su nombre sugiere, unicamente suprimen las convulsiones sin tratar a la
enfermedad en si. Aunado a esto se sabe que del 20 al 30% de los pacientes

epilépticos son refractarios a tratamiento farmacoldgico (Regesta y Tanganelli,
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1999). La intratabilidad de la epilepsia se asocia a crisis persistentes a pesar de
una monoterapia o a la terapia que combina farmacos antiepilépticos, la presencia
de crisis repetidas durante periodos largos aun con tratamiento de dosis altas y

con la incapacidad del sujeto para realizar su vida normal.

El tratamiento para la epilepsia refractaria a farmacos antiepilépticos es, en la
mayoria de los casos, la reseccion del area epileptdgena y  regiones
circundantes. Otras terapias alternativas incluyen a la dieta cetdgena, Ila
estimulacién cerebral profunda, la estimulacion transcraneal y la estimulacion
eléctrica del nervio vago (VNS, vagus nerve stimulation por sus siglas en inglés;

DeGiorgio et al., 2000).

5 Estimulacién del nervio vago

A mediados del siglo XX surgieron primeros trabajos que mostraron los efectos
antiepileptogénicos de la VNS (Zanchetti et al., 1952), en los que se reportaba que
la VNS tenia efectos inhibitorios en un modelo experimental de epilepsia en la
corteza frontal del gato. Estudios posteriores mostraron que la VNS podia ser
efectiva para prevenir las crisis convulsivas en pacientes farmacolégicamente
intratables (Penry y Dean, 1990; Zabara, 1992). Ademas, se demostré que la VNS
retarda la generalizacién de las crisis epilépticas, aunado a la disminucién en su

duracion y frecuencia (Fernandez-Guardiola et al., 1999)

Ademas de su efectividad en el tratamiento de la epilepsia la VNS podria tener
efectos benéficos en el tratamiento de otras patologias, como la depresion. Los

efectos de la VNS sobre la depresion fueron inicialmente reportados en pacientes
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con epilepsia refractaria, los cuales reportaron una mejoria en su estado de animo
(Rush et al. 2000). Posteriormente se reportd que al estimular eléctricamente el
nervio vago durante tres meses, los sintomas depresivos desaparecian, estos
resultados fueron independientes del efecto antiepiléptico de la VNS (Scherrmann
et al., 2001). En otro estudio se encontré que pacientes con depresion mayor que
recibieron VNS durante 12 meses respondieron benéficamente al tratamiento

(Conway et al. 2013).

En resumen, segun la evidencia disponible en pacientes con epilepsia cronica,
parece que: (a) la comorbilidad con trastornos psiquiatricos es comun, (b) los
trastornos del estado de animo son el trastorno mas frecuente y (c) la depresién
mayor es el mas frecuente de los trastornos del estado de animo y ocurre con
mayor frecuencia en pacientes con epilepsia crénica que en la poblacion general.
Dados estos hallazgos y la mayor morbilidad y mortalidad que se sabe que estan

asociadas con la depresion mayor, este estudio se centrara en esta condicion.

Los mecanismos patogénicos comunes del desarrollo de la depresion y la
epilepsia se han discutido en los ultimos anos. Estos incluyen los siguientes:
alteraciones del funcionamiento del sistema hipotalamo-hipofisario-adrenal,
disminuciones en las actividades de serotonina, noradrenalina, dopamina,
glutamato, GABA, cambios estructurales - atrofia - de las areas temporales y
frontales, cambios en el hipocampo, el talamo, los ganglios basales, la corteza
entorrinal y la corteza temporal lateral, asi como las areas prefrontal, orbitofrontal
y medial-frontal de la corteza y la amigdala, finalmente alteraciones funcionales de

los I6bulos temporales y frontales.
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La epilepsia con foco en el lobulo frontal permanece como un trastorno poco
estudiado. Por lo que resulta relevante conocer los efectos que tienen las crisis
epilépticas cuyo foco se encuentra en el I6bulo frontal en las conductas depresivas
y el posible tratamiento de ambas patologias con un mismo método como lo es la

VNS.

6 Justificaciéon

La depresion representa una de las principales causas de discapacidad en el
mundo y una de las comorbilidades mas comunes en los pacientes con epilepsia.
Afectando de manera sustancial la calidad de vida de los pacientes, asociandose
con un peor control de las crisis, problemas emocionales, una mayor probabilidad
de suicidio, mayor gasto econdmico para el paciente y el sistema de salud,

ademas de que existe una mayor probabilidad de desarrollar farmacorresistencia.

La depresion y la epilepsia comparten varios sustratos neurofisiolégicos que
pueden variar en funcion del foco y el grado de generalizacion de la epilepsia Una
de las areas cerebrales en la cual se producen alteraciones en ambos
padecimientos es la vmPFC, sin embargo, se desconoce como la presencia de

ambas patologias de manera simultanea afecte esta zona cerebral.

La VNS y la estimulacion cerebral profunda, han mostrado resultados benéficos en
ambos desordenes neuropsiquiatricos, sin embargo, debido a que se sabe poco
acerca de las alteraciones emocionales que un foco epiléptico en los |6bulos
frontales llega a generar y como estas alteraciones a su vez afectan el desarrollo

epileptdégeno. Es importante conocer el impacto de estimular el nervio vago en el

26



contexto de la interaccion de ambas patologias en pacientes que presentan

comorbilidad.

Dadas las implicaciones éticas que constituyen la experimentacion en pacientes
humanos, los modelos animales representan una herramienta fundamental para
investigar las causas y los mecanismos de una patologia ante la necesidad de
avanzar en el entendimiento de la misma. Ya que nos permiten aislar los

componentes de las patologias para su estudio

27



7 Objetivos

7.1 Objetivo general
El objetivo de esta tesis fue determinar el efecto del kindling eléctrico en la vimPFC
y la estimulacion del nervio vago en las conductas tipo depresivas en ratas con

libertad de movimiento.

7.2 Objetivos especificos
Inducir el desarrollo de crisis convulsivas mediante el protocolo kindling en la

vmPFC

Evaluar el efecto del protocolo kindling y la VNS en la conducta de desesperanza

aprendida en la prueba de nado forzado

Evaluar el efecto del protocolo kindling y la VNS en la conducta de anhedonia en

la prueba de aversién al sabor
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8 Métodos

8.1 Grupos experimentales
Para poder abordar los objetivos de este trabajo se utilizarén ratas maccho de la
cepa Wistar dentro del rango de peso corporal de 250g a 300g. Los animales

fueron distribuidos de manera aleatoria en 4 grupos experimentales:

1. Control. Los animales de este grupo no fueron sometidos al procedimiento
quirurgico ni al protocolo kindling.

2. Kindling. Los animales de este grupo fueron sometidos al procedimiento
quirurgico (electrodos en PrL, BLA y nervio vago) y al protocolo kindling

3. Sham. Los animales de este grupo fueron sometidos al procedimiento
quirurgico (electrodos en PrL, BLA y nervio vago), pero no al protocolo
kindling

4. VNS. Los animales de este grupo solo fueron implantados con el electrodo
del nervio vago y fueron sometidos al protocolo de estimulacion eléctrica

de nervio vago

8.2 Procedimiento quirurgico:

La cirugia se llevé a cabo bajo anestesia (Ketamina 100 mg/kg y Xilacina 50
mg/kg) intramuscular. Los animales fueron implantados con un electrodo bipolar
disefiado en el laboratorio, el cual fue colocado alrededor del nervio vago
izquierdo. Posteriormente se implantaron estereotaxicamente electrodos tripolares
de acero inoxidable en la corteza PrL (AP +3.2, L 0.5, DV 4.0), y en el nucleo
basolateral de la amigdala (BLA) (AP -4.9, L £5.5, DV 8.8) (Paxinos y Watson,
2004). Se implantaron epiduralmente tornillos en la corteza parietal para hacer
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registro electroencefalografico (EEG). Los electrodos fueron soldados a dos
miniconectores y fijados al craneo con acrilico dental. Posterior a la cirugia, los
animales fueron puestos en cajas individuales (50x27x30 cm) a una temperatura
de 23-25 grados y 12:12-h de ciclo luz-oscuridad. Todos los animales tuvieron

siete dias de reposo antes de comenzar con el protocolo de experimentacion.

8.3 Prueba de nado forzado

Después del periodo de recuperacion los animales fueron sometidos a la
preprueba de nado forzado, esta consistié en colocar a las ratas en un cilindro de
vidrio (46 cm altura x 20 cm de diametro) con agua a una profundidad de 30 cm, a
temperatura ambiente (Figura 2). Esta sesion tuvo una duracién de 15 minutos y
12 dias después, en el caso del grupo control, o después del protocolo kindling, se
realizd la segunda sesién con una duracién de 5 minutos. Para la calificacion de la
prueba se cuantific6 en periodos de 5 segundos la conducta de nado,

escalamiento e inmovilidad durante la segunda sesion.
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Figura 2. Prueba de nado forzado. Representacion de la prueva de nado
forzado y las tres conductas evaluadas(inmobilidad, nado y escalamiento
respectivamente de izquierda a derecha).

8.4 Busqueda de umbral

Se determind el umbral de estimulacién eléctrica para la PrL con un estimulador
S88 (Grass instruments, MA, USA) y una unidad de aislamiento PSIU15 (Grass
instruments, MA, USA). La PrL fue estimulada (5 s, pulso 1 ms, 60 Hz) iniciando
con una intensidad de 100 pA, aumentandola gradualmente 100 yA cada 5
minutos, hasta  observar un guifo ipsilateral al sitio de estimulacion o
contracciones faciales, acompafiadas de una breve post-descarga (2-5 segundos)
en el electroencefalograma, con esta intensidad se llevd a cabo la estimulacién

diaria.
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8.5 Kindling eléctrico

Diariamente se llevaron a cabo 5 estimulaciones en intervalos de 1 hora y se
registré la actividad EEG durante 5 minutos de linea base, la estimulacion del
kindling con su respectiva post-descarga y 5 minutos de registro posteriores a las
crisis. La estimulacién amigdalina concluy6é cuando el animal presenté 5 CCTC o

llegar a los 60 estimulos.

La actividad eléctrica cerebral se registr6 con amplificadores Grass 7PK511. La
sefal fue amplificada y se filtré con un pasabanda de 3 a 60 Hz, digitalizado a 300
muestreos por segundo con un sistema convertidor analogico-digital ADQCHS8 que
incluye un software para el analisis de sefiales (ambos desarrollados en el

laboratorio, Valdés-Cruz et al., 2008).

Para el analisis conductual se utilizd el esquema de clasificacion propuesto por
Racine (1978): Estadio I, contraccién facial ipsilateral; Estadio Il, contraccion facial
bilateral, movimientos verticales de cabeza (nodding); Estadio Ill, mioclonias de
las extremidades; Estadio IV, posicion de canguro; Estadio V, crisis convulsivas

generalizadas tonico clonicas.

8.6 Estimulacion eléctrica del nervio vago

El umbral del nervio vago fue establecido por la aparicion de respuestas
vegetativa la cual fue definida como alteracion del ritmo respiratorio vy
contracciones abdominales. La VNS se realiz6 diez veces cada dia con una
duracion de un minuto (30 Hz, 0.5 ms de duracion) e intervalos de cinco minutos,

con ayuda de un estimulador S88 (Grass, Massachusetts)
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8.7 Prueba de aversion al sabor

Un dia después de la sesion de la FST, se inici6 la prueba de aversion al sabor.
Los animales fueron privados de agua por 16 h, posteriormente se colocaron en
las jaulas botellas con leche endulzada (Lechera, Nestle, México MR) diluida, 4 ml
de leche por 12 ml de agua, las botellas fueron pesadas antes y después de
realizar la prueba con el propdsito de cuantificar el consumo. Este procedimiento
se repitié durante 5 dias, en el quinto dia a la solucién de leche endulzada se le
afadié 0.01% de quinina diluida (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), con el fin de

evaluar la aversion

8.8 Prueba de campo abierto

Los animales fueron habituados al cuarto obscuro durante 15 minutos. En una
arena de campo abierto con piso cuadriculado (90%x90x30 cm), se colocd por
separado a cada animal, se permitié6 que explorara libremente durante 30 minutos
y la conducta fue videograbada. Fueron cuantificados el numero de sectores
cruzados por el animal durante la prueba y el numero de entradas al cuadrante
central. Se considera un cruce cuando el animal atraviesa totalmente la linea de

separacion entre dos sectores.

8.9 Analisis Estadistico
Las pruebas estadisticas utilizadas para el analisis conductual en la prueba de

nado forzado y el campo abierto fueron ANOVA de dos vias, seguida de una

33



prueba post hoc de Tukey. Mientras que para el analisis de la prueba de aversion
se llevo a cabo una prueba ANOVA de medidas repetidas, seguida de la prueba
post hoc de Bonferroni. Para el analisis de la coherencia electroencefalografica se

realizé una T de student para muestras relacionadas.
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9 Resultados

9.1 Evaluacion de conducta de desesperanza aprendida

Se realizé la prueba de nado forzado como modelo de depresion y con el fin de
evaluar la desesperanza aprendida en los animales. Las tres condiciones
experimentales produjeron un efecto antidepresivo, reflejado como wuna

disminucién significativa en la conducta de inmovilidad, respecto al grupo control

(Figura 3).
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Figura 3. Conductas tipo depresivas en prueba de nado forzado. Los
valores corresponden a los promedios + SEM de las conductas evaluadas en
bines de 5 s en la prueba de nado forzado (Control n = 10; Kindling y VNS n
= 5; Sham n = 6). El analisis estadistico se realizé con la prueba ANOVA de
2 vias y prueba post hoc de Tukey (* P < 0.05).
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9.2 Evaluacion de la capacidad motriz de los animales

Con el fin de descartar la posibilidad de que las diferencias observadas en la
prueba de nado forzado fueran ocasionadas por diferencias en la capacidad motriz
de los animales se realizd6 la prueba de campo abierto. El analisis de los
indicadores de motricidad (numero de cuadrantes cruzados y tiempo en

movimiento) mostré que no existen diferencias entre los grupos (Figura 4).
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Figura 4. Conducta motora. Los valores corresponden a los promedios +
SEM del numero de cruces (A) y el tiempo en movimiento (B), evaluados en
bines de 5 m en la prueba de campo abierto (Control n = 10; Kindling y VNS
n = 5; Sham n = 6). El analisis estadistico se realizé con la prueba ANOVA
de 2 vias y prueba post hoc de Tukey.

37



9.3 Prueba de aversion al sabor

Para evaluar comportamientos tipo anhedonicos se realizé la prueba de aversion
al sabor. Ante la exposicion al estimulo palatable durante los dias de habituacién
no hubo diferencias en el consumo entre los grupos, sin embargo, el dia de la
prueba hubo diferencias significativas en el consumo de los animales de los

grupos kindling, VNS y sham con respecto al grupo control (Figura 5).
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Figura 5. Evaluacion de conducta tipo anhedoénica. Los valores
corresponden a los promedios + SEM del consumo expresado en gramos,
(Control n = 10; Kindling y VNS n = 5; Sham n = 6). El analisis estadistico se
realizé con la prueba ANOVA de 2 vias de medidas repetidas y prueba post
hoc de Bonferroni (* P < 0.05)

9.4 Desarrollo del Kindling en vmPFC
El umbral medio para inducir la primer postdescarga, registrado ipsi y

contralateralmente en la vmPFC y 733 + 55 (N =5, de los cuales 3 requirieron una
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intensidad de estimulo maxima de 800 A). La duracion media de la primera
postdescarga fue de 5.8 + 0. 6s para estimulacion con PFC. En la mayoria de los
casos, la postdescarga durante las etapas tempranas del kindling no estuvo
acompanado de hiperactividad conductual, y la amplitud de postdescarga fue baja.
Sin embargo, después de un numero medio de 15 estimulos kindling, la
postdescarga fue seguido de manera confiable por un aumento en la locomocion
que durd al menos 5 minutos y ocasionalmente se observaba conductas de tipo
sexuales (ereccion del pene seguida de auto-estimulacién). Con respecto a los
estadios de la escale establecida por Racine solo 2 de las 5 ratas presentaron
estadio V, crisis convulsivas generalizadas ténico clonicas, mientras que
mostraron una permanencia prolongada en el estadio Il, contraccion facial
bilateral, movimientos verticales de cabeza (nodding). De manera interesante

ningun animal presento las conductas tipicas del estadio IV (Figura 6)

-
o

Dias
O 2 NWHRUIO N O W©

] = -

r o m vV

Figura 6. Permanencia en estadios durante el protocolo kindling.
Conteo de los estadios presentados por los animales durante el protocolo de
kindling
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Figura 7. Analisis de coherencia entre vmPFC y amigdala.
Espectrograma del analisis de coherencia entre PFC y la amigdala de un
animal representativo, el dia de la busqueda de umbral (A) y después de la
ultima estimulacion kindling (B). En C se muestran los valores normalizados
del ancho de banda de las frecuencias 65 -100Hz (*P<0.05)

9.5 Analisis de coherencia de vmPFC y amigdala
La coherencia del EEG puede ser interpretada como el grado de asociacion
funcional entre dos sefales, dicho analisis de senales es util para la investigacion

de la comorbilidad epilepsia-depresion debido a que una crisis convulsiva puede
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ser definida como una elevada coherencia electroencefalografica entre

estructuras.

Para el grupo Kindling analizaron registros de lineabase el dia de la busqueda de
umbral y después del ultimo estimulo kindling, con el fin de evaluar si el progreso
de la epileptogénesis cambiaba la coherencia del EEG. Todos los registros se
realizaron con la rata en estado de vigilia y con libertad de movimiento. La

comparacion de sefnales fue realizada entre: PrL y BLA.

El andlisis de coherencia entre la vmPFC y la amigdala fue baja durante el registro
basal antes de una post-descarga (Figura 7 A), lo que sugiere la independencia de
la actividad eléctrica entre vmPFC y la amigdala. De manera interesante, fue
posible apreciar un aumento transitorio en la coherencia vmPFC-amigdala
después de la post-descarga del ultimo estimulo kindling (Figura 7 B), y se
encontré un aumento de coherencia significativo 1 y 2 minutos después de la post-

descarga en la actividad de ondas gama (65-100 Hz).
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10 Discusién

El objetivo de esta tesis fue determinar el efecto del kindling eléctrico en la PrL y la
estimulacién del nervio vago en las conductas tipo depresivas en ratas con libertad
de movimiento. En los animales que fueron sometidos al protocolo kindling fue
posible apreciar un efecto tipo antidepresivo en la prueba de nado forzado,
comparable al efecto antidepresivo ocasionado por la VNS, aunque el grupo

kindling presenta una tendencia a presentar un efecto mas marcado.

Es bien sabido que la VNS influye en el locus coeruleus (LC) a través de las fibras
aferentes vagales. Estas fibras tienen sus cuerpos celulares en el ganglio nodoso
y se proyectan predominantemente al nucleo del tracto solitario. A su vez, las
neuronas del nucleo del tracto solitario proyectan al LC y apoyan los aumentos en

la velocidad de disparo de la LC inducidos por VNS

El LC y su neurotransmisor noradrenalina estan involucrados de manera
convincente en el tratamiento de la depresién (Harro y Oreland, 2001). Por un
lado, se ha demostrado que la estimulacion eléctrica directa del LC produce un
efecto antidepresivo en la FST (Danysz et al., 1986). Por otro lado, los estudios de
lesiones han demostrado que se requiere un LC intacto para observar un efecto
terapéutico de los farmacos antidepresivos (Danysz et al., 1986; Grimonprez et al.,

2015).

Sin embargo, el aumento de noradrenalina tal vez no sea suficiente para explicar
los efectos antidepresivos de la VNS. Si bien la activacion del sistema

noradrenérgico ya esta presente después de 1 h de VNS (Dorr y Debonnel, 2006;
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Manta et al.,2013), se ha demostrado que la VNS produce un efecto en las
neuronas serotoninérgicas y dopaminérgicas que solo aparece después de la
estimulacién cronica (2 semanas de VNS). De hecho, se demostro que la
serotonina esta implicada en el efecto antidepresivo de la VNS cronica (Furmaga
et al., 2011). Manta y col. (2013) mostraron que el efecto de VNS sobre la
activacion neuronal serotoninérgica es indirecta y mediada por las neuronas
noradrenérgicas del LC a través de la activacion mejorada de los receptores
adrenérgicos tipo a1 ubicados en los cuerpos celulares serotoninérgicos del

nucleo del rafe dorsal.

Por otra parte, un efecto antidepresivo similar fue observado en los animales del
grupo sham, a los cuales se les realizé el procedimiento quirurgico, pero no fueron
estimulados eléctricamente. De forma consistente, los animales de los grupos
kindling y sham no presentaron conductas tipo anhedénicas en la prueba de

aversion al sabor.

Estos resultados sugieren que la lesion producida por el procedimiento quirurgico
es suficiente para producir un efecto antidepresivo. Esto concuerda con reportes
previos de que el implante de electrodos en vmPFC produce un efecto tipo
antidepresivo en la prueba de nado (Perez-Caballero et al.,, 2013). Una posible
explicacion sobre los mecanismos mediante los cuales el efecto de insercion del
electrodo produce efectos antidepresivos es la siguiente: en general, el SNC
responde a lesiones mediante la activacién de mecanismos de reparacion a corto
plazo, por lo que es probable que estos mecanismos puedan estar implicados en

los efectos antidepresivos observados. El implante de electrodos intracraneal
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representa una agresion obvia al SNC que se refleja en la activacién glial
transitoria y local; esta activacién de la gliosis puede conducir a la expresion de
mediadores inflamatorios que inducen el incremento de p11, lo que aumenta la
cantidad de receptores 5-HT1sy 5-HT4 en la membrana celular. Este incremento en
la expresion de estos receptores influye en la eficacia de la neurotransmision
serotoninérgica y finalmente resulta en los efectos antidepresivos observados

Perez-Caballero et al., 2013).

Por otra parte, la estimulacién kindling en la vmPFC tuvo umbrales de post-
descarga altos y presencia de convulsiones de estadio V de manera inconsistente,
lo cual concuerda con reportes previos de kindling en la misma area cerebral (Ma
y Leung, 2010). El analisis de coherencia entre la vmPFC y la amigdala mostré
que la estimulacién kindling provocd un incremento en la coherencia en ondas
gama (65-100 Hz). Sugiriendo que la estimulacién kindling provoca una
correlacion en la actividad gama entre la vmPFC y la amigdala, indicando un
aumento en la conectividad funcional entre las dos estructuras. Estos resultados
son similares a lo reportado por Ma y Leung (2010), que tras la estimulacién
kindling en la vmPFC se observa un incremento en la coherencia en ondas gamas

entre la vmPFC y el nucleo accumbens.

Este aumento en la correlacién en la actividad entre la vmPFC y la amigdala
podria contribuir al efecto antidepresivo observado en el grupo kindling. Estudios
en modelos animales y en humanos han mostrado que hay una conectividad
funcional deficiente entre estas dos estructuras durante tareas emocionales, en

sujetos expuestos a situaciones de estrés y con sintomas tipo depresivos
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(Sanchez et al., 2001; Gee et al., 2013). Por lo que el aumento en la conectividad
ocasionado por el protocolo kindling podria ser responsable de que el efecto
antidepresivo de mayor magnitud fuera el observado en los animales del grupo

kindling.
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