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ABREVIATURAS

HP Hipocampo

CP Complejo Hipocampal

GD Giro dentado

NHA Neurogénesis hipocampal
adulta
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RESUMEN

La pioglitazona (PGZ), es un farmaco sensibilizador a insulina utilizado en el
tratamiento de la diabetes tipo Il, el cual actua a través de los receptores activados
por proliferadores de peroxisomas PPAR de tipo gamma (y). Los PPARYy regulan la
sensibilizacién a la insulina en tejidos periféricos, intervienen en la lipogénesis,
adipogénesis, maduracion de macrofagos y control de la inflamacion. Se ha visto
que los PPARYy se expresan en el giro dentado del hipocampo, lugar donde se lleva
a cabo la neurogénesis hipocampal. Por otra parte, la PGZ ejerce un efecto
antinflamatorio y como antioxidante, por lo cual, su posible uso terapéutico en
trastornos del animo como la depresidén y ansiedad resulta interesante. En este
trabajo, se utilizé la prueba de nado forzado como modelo predictivo de conductas
tipo depresivas. El disefio experimental consistié en administrar PGZ (15 mg/Kg/dia)
durante 16 dias. Posteriormente, se aplicd una bateria de pruebas conductuales
que fueron: rotdmetro, campo abierto, localizacion y reconocimiento de objeto
novedoso, restriccion de alimento y nado forzado. Al final de esta evaluacion
conductual se obtuvieron cortes coronales de cerebro para el analisis histoldgico
mediante técnicas de inmunohistoquimica de los siguientes marcadores: Ki67
(proliferacion), BrdU (supervivencia), DCX (migracién) y tincion de Golgi Cox
(maduracion de espinas dendriticas). Los resultados obtenidos en este trabajo
permitieron demostrar que la PGZ favorece la maduracion neuronal en el giro
dentado del hipocampo, demostrado por el aumento en células positivas a DCX; asi
como un mayor numero de espinas dendriticas y de la morfologia tipo hongo. En
este trabajo tanto la proliferacion (Ki67), como la supervivencia (BrdU) no se
modificaron. Finalmente, es importante resaltar que los cambios observados en la
maduracion neuronal y espinas dendriticas no provocaron beneficios a nivel
conductual, aunque, algunos estudios han relacionado al efecto tipo antinflamatorio
de la PGZ con la disminucion de conductas tipo depresivas en modelos de estrés
cronico impredecible. De tal modo que el efecto tipo antidepresivo de la PGZ
relacionado a la neurogénesis hipocampal, debera ser considerado para su estudio

en un modelo de depresion mas especifico.




ABSTRACT

The thiazolidinedione, pioglitazone, belongs to the drugs primarily enhance insulin
sensitivity. It is used in the management of type 2 diabetes. This drug acts through
the activation of the peroxisome proliferator-activated-receptor-gamma(PPARY).
PPARYy receptors modulates insulin sensitivity in the peripheral tissues, lipogenesis,
adipogenesis, macrophage maturation and inflammation. It has been reported that
PPARYy expresses itself in the dentate gyrus, the place of hippocampal
neurogenesis. Also, PGZ exerts antiinflamatory and antioxidant effects, hense, its
therapeutical use on stress-related disorders such as anxiety and depression have
gained great interest. This study uses the Porsolt test as a predictive model of
depressive-like behavior. Our experimental design consists in the administration of
PGZ (15 mg/Kg, IP) for 16 days. Later, a behavioral battery test was applicated:
ROTAROD, open field, novel object localization, novel object recognition, food
restriction and the Porsolt test. At the end of the behavioral tests we obtained coronal
brain slices for histological analysis through techniques of immunohistochemistry:
Ki67 (cell proliferation), BrdU (cell survival), doublecortin (cell migration/maturation)
and the Golgi Cox staining. Our results demonstrate that PGZ favour neuronal
maturation in the dentate gyrus, increasing the DCx marker; as well as an increment
of dendritic spines and their mushroom morphology. Meanwhile, proliferation and
survival were not affected significantly. It is important to remark that these changes
in neuronal maturation and their dendritic spines did not modify mice behavior. There
a few studies implying an anti-inflammatory effect of PGZ, as well as the reduction
of depressive-like behavior due to chronic unpredictable mild stress models.
Considering all the above, the antidepressant effect of PGZ related to hippocampal

neurogenesis must be considered in a specific model of depression in the future.




1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades: Anatomia del hipocampo

Caudal a la amigdala, el hipocampo (HP), derivado de la region medial del
telencéfalo, es una estructura bilaminar de materia gris que forma el piso de la asta
inferior temporal (del ventriculo lateral) y se extiende desde el margen anterior de la
asta ventricular al esplenio del cuerpo calloso (Campbell y MacQueen, 2004). Por
lo tanto, forma parte del sistema limbico y tiene un papel importante en la
adquisicion del aprendizaje espacial y la consolidacion de la memoria a largo y corto
plazo, asi como en la regulacidn de conductas relacionadas con los trastornos del
animo. Las laminas que componen el complejo hipocampal (CH) consisten en el
giro dentado y el cornu Ammonis. El giro dentado del hipocampo posee una alta
densidad neuronal, principalmente células granulares (CG) (Aimone y Gage, 2011).
Por otra parte, el cornu Ammonis, en cortes coronales, puede ser dividido en las
regiones CA1 a CA4, basandose en la morfologia de las neuronas piramidales
(Duvernoy, 1998). Las células glutamatérgicas piramidales y las granulares
representan el 90% del area hipocampal, el 10% restante son interneuronas de tipo
GABA (Fritschy et al., 1998).

1.1.2. Breve historia de la Neurogénesis (NH)

En 1962, Joseph Altman descubrio las células nuevas bien delimitadas en el cerebro
de raton (Altman, 1962). EI mismo fendmeno fue observado por Michael Kaplan y
Fernando Nottebohm en 1983 cuando demostraron la presencia de estas células en
el cerebro adulto de ratdbn y canarios y cuyas caracteristicas estructurales
correspondian al de tipo neuronal; mientras que en humanos el estudio de la
neurogénesis fue demostrada a través del analisis del tejido postmortem de

pacientes con cancer (Eriksson et al., 1998).




1.1.3. ;Qué es la Neurogénesis hipocampal?

La neurogénesis hipocampal es un proceso evolutivo bien conservado en los
vertebrados (Alvarez-Buylla et al., 2002). Este proceso abarca no solo la
“proliferacion de las nuevas neuronas, sino también la determinacion del linaje
celular, su diferenciacion, maduracién, migracion e integracion a las redes
neuronales ya establecidas” (revisado en Ramirez-Rodriguez et al.,, 2018;
Kempermann et al., 2008; 2015). Las nuevas neuronas al madurar se integran a
circuitos neuronales preexistentes. Debido a esto se sabe que la neurogénesis tiene

un gran impacto en procesos cognitivos y emocionales.

Actualmente la evidencia sefala que la neurogénesis ocurre en dos areas
principales 1) la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo, en donde
hay generacion local de nuevas neuronas granulares asociadas al aprendizaje,
memoria y trastornos de la conducta y 2) en la zona subventricular (ZSV) de donde
las nuevas células migran a través del canal rostral migratorio (CRM) dando lugar a
neuronas del bulbo olfatorio (Ma et al., 2009). Sin embargo, se ha reportado que la
NG ocurre también en el neocoértex (restringido al periodo perinatal), estriado,

amigdala, sustancia nigra y otras areas (Gould, 2007).

1.1.4. Proceso neurogénico

Se ha propuesto que uno de los tipos celulares que da origen a las células
precursoras, son los astrocitos. Sin embargo, hay dos grupos de células en el SNC
con actividad mitética: las células troncales neurales y las células progenitoras. Las
primeras, se derivan de células troncales embrionarias, son pluripotentes y pueden
dar origen a otros tipos de linajes como las células progenitoras (Gage, 2000). Las
células progenitoras neurales (o células madre) unicamente dan origen a las nuevas
neuronas del giro dentado, ya que son capaces de dividirse asimétricamente y dan

origen a linajes celulares como los astrocitos y neuronas funcionales per se.
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En el giro dentado del hipocampo el proceso neurogénico inicia con las CGR que
residen en la ZSG. Las CGR dan origen a poblaciones transitorias, los
neuroprogenitores amplificadores (NPA,; tipo 22) que se diferencian y proliferan a
células comprometidas (NB; tipo 2b y 3). Al final de la cuarta semana, las NB se
convierten en neuronas maduras y son integradas al circuito (Kempermann et al.,
2004; Encinas y Enikolopov, 2008). La maduracion neuronal se extiende por
semanas, con neuronas pasando por periodos criticos para la supervivencia y
plasticidad sinaptica (Tashiro et al., 2006, 2007). Después, las neuronas jévenes
incrementan la excitabilidad, inicialmente debido a las propiedades eléctricas y mas
tarde a la plasticidad sinaptica e inhibicién reducida debido a las CG maduras
(Ambrogini et al., 2004; Schmidt-Hieber et al., 2004; Esposito et al., 2005). Sin
embargo, no todas las neuronas sobreviven, varias mueren con apenas semanas
de haber surgido (Kempermann et al., 2003). La supervivencia es actividad
dependiente, consistente con el hallazgo de que un ambiente enriquecido (ejercicio,
estimulacion temprana) incrementa el numero de nuevas neuronas meses mas
tarde (Tashiro et al., 2007).

Fig.1. Diferenciacion de los tipos
celulares en el giro dentado
durante el proceso neurogénico.
ZSG: Zona subgranular; CCG:
capa de células granulares.

(Modificado de Toda y Gage,
Neurona  Neurona  Neurona

newborn inmadura Madura 201 7)
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Debido a que el hipocampo esta asociado con el aprendizaje y memoria, se llegd a
la hipoétesis de que la NHA podria llevar a cabo un papel fundamental en el
procesamiento cognitivo (Toda y Gage, 2017). Este proceso estaria influenciado por
la experiencia, los factores ambientales y bioloégicos (como el envejecimiento)
(Cameron y McKay, 1999; Mirescu et al., 2004). La continua adiciéon de nuevas
neuronas durante el tiempo de vida (aproximadamente 700 células por dia en el
humano) implica que la NHA podria participar en la plasticidad funcional y
estructural del circuito trisinaptico del hipocampo (Toda y Gage, 2017; Spalding et
al., 2013).

1.1.5. Factores que intervienen en la neurogénesis

Actualmente es sabido que la neurogénesis en mamiferos no se encuentra
restringida al periodo prenatal, sino que continta en la adultez (Gross, 2002) y que
estas nuevas neuronas se pueden integrar a los circuitos del sistema HC (Wang et
al., 2000; Cameron y McKay, 2001; Schmidt-Hibeber et al., 2004).

Factores extrinsecos e intrinsecos regulan la NHA en diferentes etapas del
desarrollo, los cuales incluyen: factores de crecimiento/morfégenos y sus
receptores, hormonas, neurotransmisores, moléculas de adhesion celular, factores
citoplasmicos, factores transcripcionales y modificadores epigenéticos. Aislar
progenitores neurales adultos permite determinar la plasticidad celular, mientras
tanto, el trasplante de progenitores en diferentes areas cerebrales demostrdé que
pueden proliferar y madurar solamente en las regiones neurogénicas (Gage et al.,
1995). Sin embargo, estos progenitores pueden diferenciarse en neuronas no
hipocampales, lo cual demuestra la importancia de las sefiales ambientales en

determinar el destino de las nuevas neuronas adultas (Suhonen et al., 1996).

Los morfégenos y citocinas son esenciales para la formacién y mantenimiento de

las CG en la ZSG,(Han et al., 2008; Li et al., 2013). Otro ejemplo es la proteina
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morfo genética del hueso (BMP), implicada en la regulacién de la neurogénesis y
es suministrada por el mismo microambiente local. La BMP regula el balance entre
la proliferacion y la quiescencia de las CGR, asi como la amplificacion y maduracién
de progenitores neurales intermedios a (Mira et al., 2010; Bond et al., 2014). La
sefal de BMP modula la neurogénesis en diferentes aspectos a través de diferentes
receptores, lo cual sugiere que existen cascadas especificas que contribuyen a
regular esta sefalizacion. Si esta sefial se atenua favorece la proliferacion de
progenitores neurales en el hipocampo durante la vejez (Yousef et al., 2015). Lo
cual sugiere que la secrecion de BMP es resultado de la vejez del nicho ambiental

y disminuye el proceso neurogénico.

1.1.6. Efecto ambiental, emocional y del aprendizaje

Se sugiere que las sefiales ambientales modifican la red neuronal en el hipocampo,
modulando asi la actividad sinaptica que interfiere a su vez sobre las neuronas
inmaduras. Se ha comprobado que existe un incremento de la neurogénesis y de la
memoria espacial en modelos de ambiente enriquecido (Kempermann et al., 2002)

y de actividad fisica (van Pragg et al., 1999).

Multiples evidencias sefalan que la NHA en el GD interviene en la regulacion
emocional. Sin embargo, este sistema es muy sensible al estrés del periodo
perinatal (Lehman et al., 2013). El subiculo ventral del hipocampo inhibe la actividad
del eje hipotalamo-pituitaria-adrenocortical, sistema adaptivo ante los desafios
fisicos y psicoldgicos (Jankord y Herman, 2008), sin embargo, las nuevas neuronas
participan en el balance de su actividad. El hipocampo ventral esta asociado con la
memoria social y ansiedad (Okuyama et al., 2016), mientras el hipocampo dorsal
aparentemente regula la conducta depresiva a través de la amigdala (Ramirez et
al., 2015). El aprendizaje puede considerarse como una modificacion estructural y
funcional del SN como resultado de un cambio en la conducta relativamente
permanente y la informacioén es retenida o almacenada en los circuitos neuronales
(Golud et al., 1999).




Factores epigenéticos como modificaciones en histonas, metilacién/desmetilacién
del DNA y mRNA, estan involucrados en la regulacion de la NHA. (Jawerka et al.,
2010).

1.1.7. Biomarcadores de la neurogénesis

Los tipos celulares y fases particulares del ciclo celular pueden ser determinados
por biomarcadores que pueden actuar sobre otros tipos celulares en proliferacion
como astrocitos, oligoprogenitores y células endoteliales. Con el surgir de nuevos
marcadores celulares especificos, el estudio de la NHA ha permitido conocer las

caracteristicas de las nuevas neuronas. A continuacion, se mencionan algunos.

La BrdU permite cuantificar el numero de células en divisién y trazar su progenie
(supervivencia), este se incorpora en el DNA durante la fase S del ciclo celular y se
transmite a las células hijas (Miller y Nowakowski, 1988; Eriksson et al., 1998;
Karpowicz et al., 2005). A pesar de no atravesar la barrera hematoencefalica, utiliza
los transportadores de deoxitimidina (Spector y Johanson, 2007) y su efecto puede
ser afectado por condiciones que afectan la BHE como la inflamacion, radiacion y
trauma. Particularmente este tipo celular tiene la caracteristica de presentar un ciclo
lento y de auto-renovacién; la BrdU es retenida por largos periodos y permite seguir

su distribucion en diferentes periodos sobre el hipocampo (Li y Xie, 2005).

En la zona subgranular se localiza una poblacion de células troncales con
caracteristicas de glia radial que tienen filamentos intermedios como la nestina y la
proteina acidica fibrilar (GFAP). Los progenitores que se originan a partir de esta
poblacion se comprometen a un linaje neural entre tres y siete dias después del
nacimiento. Las nuevas células logran diferenciarse como tipo celular 2a, 2b y 3
dependiendo los marcadores celulares que expresen. Los tipos 2b y 3 expresan
doblecortina (DCX), proteina de union a microtubulos y marcador de neuronas

inmaduras entre uno y catorce dias después de su generacion. Otras pueden
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presentar caracteristicas de células progenitoras, ya que expresan Ki-67 (marcador

de proliferacion), proteina nuclear que posee un ciclo celular de expresion variable

y no tan especifico como BrdU. Su presencia se relaciona con la capacidad

proliferativa de un tejido. De manera general, los niveles de Ki67 son bajos durante

la fase G1 y S-temprana, con un incremento que alcanza su maximo nivel durante

la mitosis; posteriormente va a la baja en las fases de anafase y telofase por lo que

su vida media es de 1 a 1.5 horas (Urruticoechea et al., 2005; Mohammed, 2019).

El tipo 2b expresa el marcador NeuN, 72 horas después de su generacion

(Olivares-Hernandez et al., 2015). EI mismo tipo puede dividirse una vez mas y dar

origen al tipo 3, el cual expresa doblecortina (DCX) y NeuN (Tabla 1).

Antigeno

Funciéon

Expresion

Referencias

Marcador indirecto

Durante fase G1-

Hall y Woods, 1990; Del

de mutacion y M Bigio, 1999: Sanai et al.,
proliferacion 2004; Boldrini et al.,
2009
Comportamiento Fase S Eriksson et al., 1998; Hill
31| del ciclo celular y et al,, 2015; Kin et al,,
realizar su 2017
seguimiento.
ot/ Forma parte de CPN, células B, |Eriksson et al.,, 1998;
filamentos glia radial, Curtis et al., 2003;
intermedio astrocitos Mattiesen et al., 2009;

Marti-Fabregas et al.,

2010




DCX (Doblecortina) Promueve la Neuroblastos y |Bedard y Parent, 2004;
proliferacion de neuronas Liu et al., 2008

microtubulos

Marcaje de células Microglia Maurya y Mishra, 2018;
inmunorreactivas Lutzy Le Foll, 2019

de la microglia

NeuN (11l =i Factor de splicing Neuronas de Morais et al.,, 2017;

neuronales) de la familia Fox-3 Ramirez et al., 2018
Nestina Filamento CPN, astrocitos, |Albright et al., 2016;
intermedio glia radial, Farzanehfar et al., 2017
células

perivasculares

PSA-NCAM Involucrado en la Migraciéon de |Murray et al., 2016;
(molécula de regulacién/ neuroblastos | Monzo et al., 2017
adhesion celular) migracion celular

Tabla.1. Principales marcadores utilizados para el estudio de la neurogénesis hipocampal.

1.2 Depresion

La depresion es un trastorno mental con gran incidencia a nivel mundial,
caracterizado por la presencia de tristeza, pérdida de interés o placer, sentimientos
de culpa o falta de autoestima, trastornos del suefio o del apetito, sensacion de
cansancio y falta de concentracion (OMS, 2019). Se estima que la depresién afecta
a mas de 300 millones de personas y en el peor de los casos puede llevar al suicidio
(cada afo con 800, 000 casos) representando la segunda causa de muerte en la
poblacion de 15 a 29 afios (Smith, 2014). Asimismo, presenta una proporciéon de

incidencia de 3:1 a favor del sexo femenino.




A pesar de que existe una gran cantidad de tratamientos farmacoldgicos para este
trastorno, mas de la mitad de los casos no estan correctamente diagnosticados, no
tienen acceso a especialistas y no reciben tratamientos. Los episodios depresivos
pueden clasificarse como leves, moderados y graves. Asimismo, aproximadamente
30-40% de los pacientes no responden a los farmacos (Holtzheimer y Mayberg,
2011).

1.2.1. Patologia de la depresion

El transcurso de la depresiéon se encuentra mediado por un desbalance en los
niveles de monoaminas, como la serotonina y noradrenalina, lo que se conoce como
la hipétesis de monoaminas (Duman., 2000). La cual establece que los farmacos
antidepresivos como los inihibidores de la recaptacion de serotonina (SSRI) y
antidepresivos triciclicos (ATC) mejoran la sintomatologia al incrementar los niveles
sinapticos de las monoaminas (Wong y Licinio, 2001). Los pacientes con este
trastorno presentan atrofia hipocampal que se relaciona con un bajo perfil cognitivo
(Sheline et al., 1996; Frodl et al. 2006). A nivel estructural se presenta un tamafo
pequeio del soma de las neuronas piramidales y alta densidad de células gliales,
piramidales y granulares en el hipocampo (Stockmeir et al., 2004). También se

presenta un incremento de la apoptosis hipocampal (Lucassen et al., 2001).

La patologia subyacente a este trastorno determiné también lo que se conoce como
la hipotesis neurogénica de la depresion postulada por Drew y Hen en 2007. La cual
menciona que alteraciones sobre la neurogénesis determinan el curso de la
depresion asi como el efecto conductual de los antidepresivos. Basada en la
evidencia del incremento de la neurogénesis hipocampal en ratones tratados con
antidepresivos cronicos y de la importancia de este suceso para efectuar

modificaciones a nivel conductual (Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003).




1.2.2. Factores que contribuyen a la depresién

El estrés, definido como una falla en la adaptacion a situaciones desafiantes, forma
parte de la sintomatologia de la depresién y en general de la mayoria de los
trastornos del animo (ansiedad, miedo) (Craske et al., 2009). La triada de estrés,
ansiedad y depresidn se ha observado en diferentes modelos como el de
desesperanza, estrés cronico leve y estrés cronico psicosocial (Vollmayr et al.,
2007; Pryce y Seifritz, 2011). Los pacientes deprimidos muestran fallas en la
ejecucion de tareas de memoria dependientes del HP. La exposicion al estrés
prolongado es un alto factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, sobre todo en aquellos individuos con mayor predisposicion
genética (Gold y Chrousos, 2002).

1.2.3. Estrés y neurogénesis

La exposicion al estrés puede incrementar la excitacion local y favorecer la
induccion de la despolarizacion por flujos de calcio y mayor vulnerabilidad del GD a
la muerte celular por excitotoxicidad. Ya que se propone que los cambios
funcionales son causa de la regulacién transcripcional de las subunidades del
receptor glutamato (Qin et al., 2004). El estrés prolongado tiene efectos sobre la
cognicion, al inhibir la adquisicion de nueva informacién espacial dependiente del
HC y alterar la eficacia sinaptica (Krugers et al., 1997). Por lo anterior, la mayor
respuesta fisioldgica al estrés es la activacion del sistema neuroendocrino, en
particular por el eje hipdfisis-pituitaria-adrenal (HPA). En este sistema, el factor
liberador de corticotropina es liberado del nucleo paraventricular del hipotalamo
para estimular la glandula pituitaria y producir la hormona adrenocorticotrépica
(HACT) que estimula la descarga de glucocorticoides (cortisol en humanos;
corticosterona en roedores) de la corteza adrenal a la circulacion. Este mecanismo
tiene un impacto negativo y limita la activacion del eje HPA (Holsboer e Ising, 2010).
Por el contrario, el hipocampo ejerce control inhibitorio sobre el eje HPA y el cortisol

actua negativamente al inhibir el eje HPA.
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La exposicion cronica a los glucocorticoides es neurotoxica y estudios preclinicos
han demostrado que las células granulares del hipocampo son sensibles a estas
sustancias. Esta exposicidn genera una pérdida de los receptores glucocorticoides
(RG) en las células granulares con una desinhibicion del eje HPA e incremento de
los corticosteroides (Raison et al, 2006). También se favorece una hiperestimulacién
a través de la activacion de enzimas dependientes de calcio y la produccion de
radicales libres, disminucion del transporte de glucosa en la célula y pérdida
energeética, asi como el decremento de la produccion de BDNF que provee soporte
celular. En particular, este proceso es comun en aquellas personas que cometen
suicidio (Karege et al., 2005). También se ha reportado el efecto de las hormonas
sobre la neurogénesis, como glucocorticoides que reducen la neurogénesis que
generan atrofia dendritica y disminuyen el volumen hipocampal (Mirescu y Gould,
2006; Tata y Anderson, 2010).

En modelos de estrés psicosocial con ratas, se ha visto que muestran una
regulacion a la baja de la expresidn del transportador 5-HT en la region de CAS3, lo
anterior debido a dos factores: una reduccion de la densidad de las terminales
serotoninérgicas y la reduccion de la expresion del transportador. En cuanto a
jerarquias, las ratas dominantes muestran una mayor reduccion de los sitios de
transporte de 5-HT y de atrofia dendritica a diferencia de las ratas subordinadas
(McKittrick et al., 2000).

El estrés a largo plazo acelera los procesos de envejecimiento a través del aumento
de la excitabilidad de las neuronas piramidales de CA1 mediante mecanismos
dependientes de calcio que favorecen la pérdida de neuronas piramidales en el HP
(Kerr et al., 1991). Los glucocorticoides interfieren sobre BDNF, esto modifica en su
morfologia a la neurona inhibiendo la arborizacién dendritica. El incremento en la
actividad del eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal resulta en un aumento de los
niveles de glucocorticoides lo cual se ha visto principalmente en el trastorno

depresivo mayor (Young et al., 1994). Esta modificacién negativa favorece una
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deficiencia en el control de la liberacion de la corticotropina que aumenta los
glucocorticoides en la circulacion e inducen arresto del ciclo celular en las células

periféricas (Rogatzky et al., 1997).

1.3. Modelos utilizados para evaluar conductas tipo depresivas

Nado forzado (Porsolt | Inmersién en el agua - desesperanza Agudo
test)
Estrés crénico | Factores fisicos impredecibles - Anhedonia Crénico

impredecible

Suspension de cola Restriccién - deseperanza Agudo

Estrés temprano Separacion materna, estrés prenatal > | Cronico

interrupcion en el desarrollo de conducta social

Tabla 3. Modelos experimentales utilizados en el evaluacién de conductas tipo depresivas.

1.3.1. Antidepresivos y neurogénesis

El HP es altamente vulnerable en gran cantidad de desdrdenes como la
esquizofrenia, trastorno bipolar, estrés post-traumatico y depresién (Bremner et al.,
1995; Sheline et al., 1996; Bryant et al., 1999; Beyer y Krishnan, 2002; Vythilingam
et al., 2002; MacQueen et al., 2003; Kemp et al., 2014). La reduccion en volumen
del HP es resultado de modificaciones celulares como la retraccion de las dendritas,
pérdida de células gliales y disminucién de la neurogénesis en el GD (McEwen,
1999; Malberg et al., 2000; Rajkowska, 2000; Czeh et al., 2001).

Se ha propuesto que los antidepresivos ejercen su efecto al promover la
neurogénesis (Santarelli et al., 2003), pues estos farmacos incrementan la
biodisponibilidad y actividad de las monoaminas como la 5-HT (Cryan y Leonard,

2000). El tratamiento a largo plazo con antidepresivos esta mediado por los
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sistemas monoaminérgicos que estimulan el adenilato ciclasa que incrementa la
fosforilacion por adenosina ciclica monofosfato (AMPc) y los elementos de
respuesta al AMPc (CREB) en CA1, CA3 y el GD (Young et al., 1998). Esto es de
gran relevancia ya que la regulacién positiva de CREB es un blanco de los sistemas
serotoninérgicos y noradrenérgicos, los cuales estan implicados en la fisiopatologia
de la depresion (Gould et al., 1999). CREB se encarga de modular la produccion de
BDNF, el cual presenta una disminucidon en el hipocampo en respuesta al estrés

constante (Rasmusson et al., 2002).

1.4. Tiazolidinedionas (TZD)

Las tiazolidinedionas son compuestos desarrollados para el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo Il, regulan la expresion de varios genes involucrados en la
regulacion de la glucosa, metabolismo de lipidos y proteinas y que favorecen la
sensibilizacién a la insulina en el tejido al incrementar la recaptura de glucosa en el
musculo esquelético y en tejido adiposo, lo cual disminuye la produccién hepatica

de glucosa.

Existe multiple evidencia de la actividad de las TZD en diferentes condiciones
neuroldgicas y psiquiatricas como el autismo (Boris et al., 2007), Alzheimer (Miller
et al., 2011), esclerosis multiple (Kaiser et al., 2009) y trastorno depresivo mayor
(Kemp et al., 2009; Sadaghiani et al., 2012; Sepanijnia et al., 2012).

1.4.1. Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)

Los PPAR son una superfamilia de receptores nucleares que se encuentran
relacionados con la hormona tiroidea y receptores retinoides (Desvergne y Wahli,
1995). Son factores de transcripcidon activados por ligando que regulan la expresion
génica; una vez que se une un agonista, los receptores PPAR se heterodimerizan
con el receptor retinoide X (RXR) y se unen a los elementos de respuesta de los

PPAR localizados en la regiéon promotora de los genes blanco (Fig. 2) (Miyata et al.,
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1994; Berger y Moller, 2002). La tarea principal de los PPAR es regular la expresion

de genes involucrados en el metabolismo lipidico y en la diferenciacién de los

adipocitos. De esta manera, los subtipos o isoformas de los PPAR presentan

diferente expresion dependiendo el tejido y con funciones especificas (Tabla 2).

Subtipo

PPAR-a

PPAR-B/®

PPAR-y

Localizacion Funcion
Higado, rifiones, musculo, Mediador del metabolismo lipidico,
corazon antiinflamatorio, cardioprotector, homeostasis
lipidica
Distribucién heterogénea Regulacion del metabolismo lipidico,

proliferacion celular, respuesta inflamatoria

Tejido adiposo, células del Diferenciacion de los pre-adipocitos y
instestino grueso, pared vascular, | adipocitos, metabolismo lipidico, modulador de
células endoteliales, células del la accidn de la insulina, homeostasis lipidica,
musculo liso, células T, antiinflamatoria

macrofagos

Tabla.2. Funcion biolégica de las isoformas de los PPAR.

Ligando exdégeno(TZD,
fibratos)

eicosanoides)

Fig. 2. Estructura y activaciéon de los PPAR (Modificado de Moraes et al., 2006).
R ———————
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La troglitazona, rosiglitazona y pioglitazona son miembros de las TZD, ejerciendo
su efecto como potentes agonistas exodgenos de los PPAR-g. Sin embargo,
actualmente, solo los dos ultimos se encuentran aceptados para su uso en el
tratamiento de la diabetes tipo Il, ya que la troglitazona demostré estar asociada a
la disfuncidn hepatica (Saltiel y Olefsky, 1996; Watkins y Whitcomb, 1998).

1.4.2. Generalidades de la Pioglitazona

La pioglitazona es un farmaco sensibilizador a la insulina utilizado en el tratamiento
de la diabetes tipo |l cuyo mecanismo es reducir la resistencia a la insulina al activar
los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR),
especificamente los de la isoforma gamma (PPAR-g). Los receptores PPAR-g en el
SNC regulan la sensibilizacion a la insulina en tejidos periféricos y aparentemente
influyen en las emociones y el comportamiento (Ryan et al., 2011). A nivel de SNC
se expresan en la ZSG del giro dentado, sustancia nigra y corteza (Moraes et al.,
2006; Kalonia et al., 2010).

Este farmaco ejerce su efecto a través de la activacion de los PPAR-y que presentan
un efecto benéfico en el metabolismo de los lipidos, propiedades antinflamatorias a
nivel central y periférico, asi como un aparente efecto neuroprotector (Heneka y
Landreth, 2007; Garcia-Bueno et al., 2010). Algunos efectos adversos de la
piglitazona son mareos, irritabilidad, incremento de apetito y edema periférico
(Kashani et al., 2013).

1.4.3. Activacion de los PPARy
La activacion del PPARy es uno de los pasos vitales para la diferenciaciéon de las

células precursoras del pre-adipocito para convertirse en adipocito, asi como en la

modulacién del metabolismo de la glucosa (Tontonoz y Spiegelman, 1994). Las TZD
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como la pioglitazona se unen al PPARYy con gran afinidad en los adipocitos, lo cual
incrementa la respuesta a la insulina y la habilidad de recaptura de la glucosa, asi
como del almacenamiento lipidico (Schoonjas y Auwers, 2000). Diversos estudios
demuestran que los ligandos de los PPARy poseen efectos antiinflamatorios,
antiproliferativos y antiplaquetarios. Asimismo, inhiben la expresion del éxido nitrico
sintasa inducible (iNOS), uno de los factores mas importantes en el proceso

inflamatorio (Ricote et al., 1998)

La activacion de los receptores PPARY en los monocitos promueve la diferenciacion
monocito/macréfago y la sobreexpresion del receptor CD36 que favorece la
recaptura de las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL) (Nagy et al., 1998).
Los ligandos de los PPARY inhiben la respuesta de las células T con una reduccion
en la expresién de citocinas, también interfiere con la via de sefalizacion de NF-kb

(factor nuclear k) y suprime la produccion de la COX-2 (Inoue et al., 2000).

Los agonistas de PPAR-g pueden inhibir la cinasa glicégeno sintasa (CGS)-3b y
estimular la via de la b-catenina (Ponce-Lopez et al., 2011). En este caso, la
activacion de la CGS-3b esta asociada con anormalidades en cerebros de pacientes
con depresidbn que incluyen la respuesta neuronal anormal al estrés,
neuroinflamacion y anormalidades del ritmo circadiano (Jope, 2011). En hombres,
el incremento de la actividad de CGS-3b en la corteza prefrontal ventral esta
vinculada a un mayor riesgo de padecer depresion, mientras que la disminucion de
la actividad de la b-catenina esta presente en individuos con este padecimiento
(Karege et al., 2012). Otras rutas por las cuales estaria mediando su efecto la
pioglitazona son la expresion de Bcl-2 (Fuenzalida et al., 2007), modulacion del
oxido nitrico y del NMDA (N-metil-D-asparatato) (Sadaghiani et al., 2011; Salehi-
Sadaghiani et al., 2012) y la inhibicién de p38MAPK (Muschamp et al., 2011).

1.4.4. Inflamacion y PPARy
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Dado que los agonistas de los PPARYy inhiben la expresién de genes inflamatorios
y modulan vias sensibles al estrés oxidante (ambos mecanismos implicados en la
fisiopatologia de la depresion), estos representan un blanco para el tratamiento de
depresion (Delerive et al., 2001; Colle et al., 2016). Cambios en la resistencia a la
insulina podrian modular el animo al influenciar la liberacion y recaptura de
neurotransmisores monoaminas (Bosco et al., 2011). Las citocinas pueden reducir
la concentracion del triptéfano y precursores de las monoaminas a través de la
activacién de enzimas como la 2,3 dioxigenasa que interviene en la conversion de
triptéfano de la serotonina en quinurenina y la formacion de metabolitos
neuroactivos que regulan la dopamina y glutamato (Raison et al., 2009). Estas
citocinas inhiben la neurogénesis activando el NF- k3, implicado en la patogénesis
de la resistencia a la insulina hepatica y contribuyen al desarrollo de la depresion
(Koo y Duman, 2008; Kleeman et al., 2010).

1.4.5. Pioglitazona en estudios preclinicos y clinicos

Estudios realizados en humanos han demostrado que pacientes con depresion y
sindrome metabdlico tratados con pioglitazona presentaron una mejora del animo
(Kemp et al., 2012). En los trabajos de Sepanjnia et al., (2012), la combinacion de
pioglitazona con citalopram influencié la mejora sobre sintomas depresivos incluso
mejor que el citalopram. La resistencia a la insulina esta correlacionada con un
aumento de la severidad de la depresion (Timonen et al., 2007) razoén por la cual la
PGZ estaria relacionada a una mejora en pacientes con trastorno depresivo mayor
(Kemp et al., 2009). Algunos modelos de depresion de tipo predictivo como el de
nado forzado (Test de Porsolt) y suspension de cola se utilizan principalmente para
determinar el efecto tipo-antidepresivo mediado por los PPAR-g (Eissa y Al-
Rasheed, 2009). En el trabajo de Sadaghiani et al., del 2011, la administracion de
pioglitazona disminuyo el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado,
prueba relacionada a la conducta de desesperanza y que es interpretado como una

conducta tipo depresiva.
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Los ligandos de los PPAR-g han mostrado inhibir la expresion de TNF-a, IL-6 y la
IL-1b en monocitos, mientras que los PPAR regulan negativamente la transcripcion
de genes de respuesta inflamatoria al antagonizar las vias de sefalizacion de la
proteina-1 y NF-kb (Jiang et al., 1998). Niveles altos de IL-6 estan asociados a una
disminucién de la respuesta a los antidepresivos (refractaria) por lo que la
pioglitazona favoreceria una mayor mejora en los pacientes con niveles altos de IL-
6 (Yoshimura et al., 2009).

Por otra parte, los agonistas de PPAR-y pueden incrementar los niveles al triple de
adiponectina en plasma, la cual es una hormona derivada de los adipocitos y que
presenta propiedades antiinflamatorias y sensibilizadoras a la insulina (Liu et al.,
2012). Lo anterior representa un mecanismo de compensacion ante un aumento de
la inflamacion (Barbosa et al., 2012). De manera general, es posible que las TZD
median su efecto antidepresivo mediante la atenuacion de la inflamacion, ya que
estas pueden inhibir NF-kb Y COX-2, previniendo la expresion de TNF-q, los cuales
son mecanismos de dafio vinculados a la depresion y su severidad (Kalonia et al.,
2010; Asadabadi et al., 2012).

2. Justificacion

Estudios de nuestro grupo de trabajo han demostrado que, de acuerdo con una
curva dosis-respuesta, la PGZ en ratones de la cepa C57BI6/J favorece el proceso
neurogénico que ocurre en el giro dentado del hipocampo, regiéon en donde los
PPARYy se expresan de manera abundante. Sin embargo, la participacién de los
PPARYy en el efecto proneurogénico de la PGZ asi como su posible efecto tipo
antidepresivo y sobre la cognicién en hembras de la cepa Balb/C sin exposicion a

estrés aun no se conoce.
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3. Hipotesis

La pioglitazona a través de la activacion de los PPARYy favorecera el numero de
células positivas a doblecortina y su maduracion dendritica, asi como el numero
de espinas dendriticas promoviendo procesos cognitivos y previniendo

conductas tipo depresivas.

4. Objetivo general

Estudiar si la pioglitazona a través de la activacion de los PPARYy favorece el numero

de células positivas a doblecortina y su maduracién dendritica, asi como el numero

de espinas dendriticas impactando en procesos cognitivos y previniendo conductas

tipo depresivas en ratones hembra de la cepa BALB/c.

4.1. Objetivos particulares
a) Determinar el efecto de la PGZ sobre la neurogénesis a través de la
identificacion de marcadores de proliferacion, supervivencia, migracion y
diferenciacion neuronal en el giro dentado de ratones hembra BALB/c.
b) Estudiar el efecto de la PGZ sobre el nimero y maduracion de las espinas
dendriticas en las células granulares del giro dentado del hipocampo.
c) Evaluar los cambios sobre conductas tipo depresivas y cognitivas en ratones

hembra BALB/c posterior a la administracion de PGZ.

5. METODOLOGIA

5.1. Reactivos

El

Paraformaldehido, persulfato de amonio, glicina, Triton X100, BrdU

(bromodesoxiuridina), tritdn X100, PEG 600 (Polietilenglicol), de Sigma Aldrich,
USA. El Dimetilsulfoxido (DMSO) de TEDIA, USA. Tris-Base de Affymetrix, USA.

SDS de Boehringer Mannhem.Tween-20 de Meyer, México. Solucién salina
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inyectable 0.9% (Pisa). Clorhidrato de pioglitazona (ab120794) y GW 9662
(ab141125) de ABCAM, Reino Unido. FD Rapid Golgi Stain Kit de FD
Neurotechnologies, INC., USA. ABC y DAB Kit de VECTOR Laboratories, USA.

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico.

5.2. Sujetos experimentales

Para el manejo y uso de animales, se aplicaron los lineamientos establecidos por la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) aprobados por el Comité de Etica
del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramoén de la Fuente Muiiz” (INPRFM). Se
utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de catorce semanas de edad de 19-25
gr., divididos en cuatro grupos (n=7). Se mantuvieron en el bioterio del INPRFM en
cajas de acrilico transparente, en condiciones controladas de temperatura,
humedad e iluminacién luz/oscuridad 12/12 hr. Se proporcioné alimento y agua ad

libitum.

6. Desarrollo experimental

6.1. Experimentos in vivo

Para los experimentos in vivo se designaron dos vehiculos determinados por la
solubilidad de ambos farmacos. Para la pioglitazona (PGZ), el vehiculo estuvo
compuesto de dimetilsulfoxido (DMSO; 10 mg/mL) y solucién salina 0.9% (SS); para
disolver el GW9662 se utiliz6 el DMSO (26 mg/mL), polietilenglicol (PEG 600) y
solucion salina, mientras que la bromodesoxiuridina (BrdU) fue disuelta en SS (10
mg/mL). Para todos los grupos, la administracién se realizé via intraperitoneal (IP).
Antes de iniciar con los tratamientos, se inyecté una dosis unica de BrdU a todos
los animales. Dos horas después se administraron la PGZ y el inhibidor GW9662
durante 16 dias (Fig. 3). En el caso del grupo vehiculo, se administraron los medios

de la PGZ y del inhibidor (dos inyecciones, via |.P). Para el grupo de P+GW, el
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inhibidor se administré una hora antes y pasado este tiempo la pioglitazona (Tabla
3).

Duracioén
(dias)

Via de

administraciéon

Tratamientos

Grupo

experimental

Una sola dosis de 50 mg/kg de BrdU/SS (bromodesoxiuridina) se aplico a

todos los grupos el primer dia de tratamiento (2 horas antes).

Vehiculos (V) DMSO + SS (VPGZ) Intraperitoneal

DMSO+SS+ PEG 600

(VGW)
PGZ (VPGZ) 15 mg/kg + VGW Intraperitoneal 16
2.5 mg/kg + VPGZ Intraperitoneal 16
PGZ (VPGZ) + 2.5 mg/kg + 15 mg/kg Intraperitoneal 16

GW (VGW)

GW 9662 (VGW)

DMSO. Dimetilsulfoxido; SS: Solucién salina 0.9%; PEG 600: Polietilenglicol;

BrdU: bromodesoxiuridina

Tabla.4. Grupos experimentales, via de administracion y duracion.

BrdU

50 mg/kg
2 hrs antes del Tx s
¢ PGZ Dia17 '::\
Descanso
. | 15 mg/kg ) ) ) R
- | |l | | piais] Diais|piazo |pia21 |piazz |
| | | | 1 | 1 F
BALB/C Dia 1 GW 9662 Dia 16 R R 5 A Fos MF 1
14 25 mg/kg o] o U oL RU A O c
semanas T Y o U P o r |1
. E R a z o
Via IP A /! R M B E N
R L E E A5 o
a s 1
o 5 N o o
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a o
M

=1
ra
=
-
A

Fig. 3. Disefio experimental.
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6.1.1 Pruebas conductuales

Un dias después de terminar los tratamientos se iniciaron las pruebas conductuales

descritas en la tabla 4. Los ratones fueron expuestos a seis pruebas durante una

semana, las cuales se realizaron en orden de menor a mayor impacto para los

animales.
Prueba Objetivo Descripcion
conductual
ROTAROD Prueba de Se coloca al ratén de un cilindro giratorio bajo continua aceleracion y se registra el tiempo

coordinaciéon
motora, balance

y fatiga.

que permanece este durante 5 minutos

Campo abierto

Reaccién ante
una situacién
desconocida y

estresante

Se coloca al ratén en la caja de acrilico, la cual se divide en zonas y de las cuales se

evalla el tiempo que pasa el animal en cada una de ellas.

Localizaciéon de
objeto novedoso
(LON)

Reconocimiento
de objeto
novedoso (RON)

Ensayo para
evaluar el
aprendizaje y
memoria en

ratones.

Fase de entrenamiento: se le permite al ratén explorar dos objetos idénticos durante 5
minutos.
Fase de prueba: uno de los objetos cambia de posicion (objeto novedoso, ON) respecto al
objeto anterior (objeto familiar, OF). Se determina el tiempo de exploracién en cada

objeto.

Fase de entrenamiento: se le permite al ratén explorar dos objetos idénticos durante 5
minutos.
Fase de prueba: se cambia uno de los objetos por otro completamente diferente (objeto
novedoso) respecto al objeto anterior (objeto familiar). Se determina el tiempo de
exploracion en cada objeto.

El indice de discriminacién (ID) se obtiene con la férmula:

ID= Tiempo en el ON — Tiempo en el OF

Tiempo total de exploracién del OF+ON
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Ofrece informacion acerca de la preferencia que mantienen los roedores hacia el objeto familiar o
hacia el novedoso, los valores del ID varian entre +1 y -1, en donde los resultados positivos indican
mayor tiempo de exploracion sobre el objeto familiar y negativos hacia el objeto familiar. Un valor de

0 indicaria que no hay preferencia por ambos objetos (Aggleton et al., 2010; Denninger et al., 2018).

Restriccion de

Evaluacion del

La restriccion dura 12 hrs., después de las cual se expone al animal ante un pellet al

alimento estrés y centro de su caja hogar y se mide la latencia del ratén a su primera mordida al pellet. El
ansiedad animal debe de roer la croqueta, de lo contrario no se considera efectiva la prueba.
Nado Forzado Desesperanza Se introduce al ratén en un cilindro de vidrio en el cual se colocan aproximadamente 1.5

(Test de Porsolt)

Lt o el volumen necesario para que el ratdén no roce la base del recipiente. Durante 4

minutos se evalué el tiempo de movilidad, inmovilidad y episodios de inmovilidad.

Tabla 4. Descripcidn de las pruebas conductuales.

Fig.4. Representacion grafica de las pruebas de a) ROTAROD, b) Campo abierto, c) Localizacién de objeto
novedoso, d) reconocimiento de objeto novedoso y e) nado forzado.
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Las pruebas fueron videograbas y analizadas con el programa de analisis
computarizado ANY-MAZE y de manera manual con cronometro. Posterior a las dos
horas desde la ultima prueba conductual, los animales fueron sacrificados por
decapitacion para la obtencidn de encéfalos, los cuales se sumergieron en
paraformaldehido al 4% y preservados en una solucién de sacarosa al 30% hasta

Su uso en los protocolos de IH.

6.2. Tincion por Golgi-Cox

Para esta metodologia se utilizé el FD Rapid Golgi Stain Kit (FD Neurotechnologies,
INC.). Los hemisferios seccionados se enjuagaron en agua Milli Q para eliminar
restos de sangre. Posteriormente se coloco el tejido directamente en la solucién A/B
durante las primeras 24 hrs., y reemplazado por la misma (durante dos semanas)
en completa oscuridad y a temperatura ambiente. Al término de este tiempo, se
cambio el tejido a la solucién C, primero por 72 hrs., y después por una semana
completa. En este punto, con hielo seco se realizaron los cortes a 200 ym (-20 °C)
en el micrétomo deslizable (LEICA SM2010R). Para el proceso de tincién, se utilizd
la solucion A+D (1:1) con agua Milli Q durante 10 min. Para deshidratar, se utilizé
etanol al 75% y al 96%. Para el montaje de los cortes en el portaobjetos se utilizo el

medio New Mount (Sigma Aldrich).

6.3 Inmunohistoquimica (IH)

6.3.1. Protocolo para DCXy Ki67

Dia 1: Las secciones coronales de 40 ym se lavaron en TBS 1x pH 7.5 durante 10
minutos. A continuacion, se realizé el bloqueo de las peroxidasas enddégenas en
una solucién al 0.6% de H202 / TBS durante 30 minutos. Para la exposicion de los
sitios antigénicos, se colocé el tejido en buffer de citratos (10 mM, pH 6.0) con

Tween al 0.05% en un bano maria a 90 °C por 30 minutos. Tras lo cual se realizaron
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lavados en TBS durante 15 minutos. En una caja de cultivo de 12 pozos se sumergié
el tejido con TBS-Plus durante 30 minutos para el bloqueo de proteinas y en
continua agitacion (75 rpm) a temperatura ambiente. Posteriormente se colocaron
los anticuerpos primarios con TBS-Plus en incubacion por 48 horas a -4 C° vy

agitacion permanente a 90 rpm.

Dia 2: Se retir6 la solucion de anticuerpo primario y se realizaron lavados con TBS
de 15 minutos cada uno a 90 rpm. Los anticuerpos secundarios se colocaron en
TBS-Plus y se dejaron en incubacion a temperatura ambiente por dos horas. Al
finalizar este periodo se realizaron con TBS durante 30 minutos, durante este tiempo
se preparo la solucion ABC con TBS en proporcién 1:1 (9uL Ay 9uL B/ 1 mL TBS)
(VECTASTAIN® Elite ABC-Peroxidase KIT) y a temperatura ambiente. Al finalizar
los lavados, se colocaron los cortes en la solucion ABC durante 1 hora a 80 rpm;
posteriormente se realizaron lavados con TBS durante 15 minutos (agitacion
continua). Para revelar los marcajes, se preparo una solucion de DAB-Niquel- H202
(500 pL por pozo) y se dejo reaccionar por 10 minutos (hasta percibir la sefial en el

microscopio). Finalmente se realizaron enjuagues con agua destilada y TBS. Para

el montaje se utilizé el medio New Mount.

Anticuerpo 1° Anticuerpo 2°

Anti BrdU Biotinilado Rata
J1793, Ratmab 1:250
1:250
Doblecortina Anti-cobayo Biotinilado de burro
(DCX) Ab2253, Merck-Millipore anti-cobayo
1:500 1:250
Anticonejo HRP- conejo
Biogenex EPR3611 1:250
1:150

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para las pruebas de
inmunohistoquimica.
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6.3.2 Protocolo para bromodesoxiuridina (BrdU)

El protocolo del Dia 1 para BrdU cambia posterior al enjuague en buffer de citratos
y se utiliza HCI 2N a 37 C° en bafio maria durante 30 minutos y dos lavados en
buffer de boratos 0.1 M, pH 8.5 durante 10 minutos. Los enjuagues previos al
bloqueo se realizaron 4 veces con duracion de 10 minutos cada uno a 90 rpm. El

procedimiento para el Dia 2 no se modifica.

6.4 Microfotografias y procesamiento de imagenes

Se utilizé un microscopio Leica ICC50 con una camara integrada. De cada laminilla
se tomaron las fotografias necesarias para cubrir por completo el giro dentado del
hipocampo, se utilizaron los objetivos de 10x y 40x para la cuantificacion de BrdU,
DCX, Ki67 e Iba-1. La cuantificacion de las espinas dendriticas se realizd
manualmente con el microscopio Leica ICC50 y el software Leica Application Suite

3.4.0 en los aumentos 4x, 10x y 40x.

7. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados como la media + |la D.E. de n=7. Se utilizé analisis de
varianza de una y dos vias (ANOVA) con una prueba post hoc de Bonferroni. Se
utilizaron los paquetes estadisticos SigmaPlot12 y GraphPadPrisma 5.01 para la

elaboracién de graficos. Se considerd una p<0.05 estadisticamente significativa.
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8. Resultados
8.1 Imnunohistoquimica (BrdU, Ki67 y DCX) y Golgi Cox

Para comprobar el efecto de la pioglitazona en eventos asociados con la
proliferacion celular, supervivencia y estadios intermedios se realizé el marcaje de
los siguientes marcadores: Ki67, BrdU y DCX. En la figura 5A, se muestra el marcaje
para Ki67. La cuantificacion de este marcador no reveld diferencias significativas
entre grupos (F(3,15)=1.285, p=0.3157). Respecto a las células que incorporaron la
BrdU al inicio del tratamiento pero que se analizaron después del dia 16 de
tratamiento con PGZ (figura 5B) tampoco existieron cambios estadisticamente
significativos respecto al grupo VEH (F(3,15)= 0.6002, p=0.6248).
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Fig.5. La pioglitazona no modifica la proliferacion en el giro dentado del hipocampo dado por los
marcadores Ki67 y BrdU (10x). A). Marcador Ki67: Sin diferencias entre grupos ns, F(3,15)= 1.285,
p=0.3157. Fig. B). Marcador BrdU: Sin cambios en la expresion ns, F(3,15)= 0.6002, p=0.6248. Anova
de 1 via posthoc Bonferroni.
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Se realiz6 el analisis de las células positivas a doblecortina, proteina asociada con
la migracidén y que se expresa tanto en neuroblastos como en neuronas inmaduras
(Plumpe et al., 2006). La imagen de la figura 6A muestra que las células positivas a
DCX estan distribuidas a lo largo del giro dentado del hipocampo. Ademas, muestra
que la DCX se distribuye en el soma y en las dendritas que proyectan hacia la capa
molecular. La cuantificacion de las células positivas a DCX indicé que los ratones
tratados con PGZ tienen mas células que el grupo control estadisticamente diferente
(**p= 0.002). En cambio, aquellos ratones que fueron tratados con el inhibidor de
los PPARgamma, el compuesto GW9662 en conjunto con la PGZ mostré menor
numero de células positivas a DCX que el grupo tratado con PGZ (***p=< 0.001).
De la misma manera, el grupo tratado sélo con el GW9626 presenté un menor
numero de células positivas respecto a la PGZ (***p=0.001). Estos resultados
sugieren que la PGZ incrementa el numero de células positivas a DCX a través del

involucramiento de los PPARgamma.

Respecto a la categorizacion de la morfologia dendritica de las células positivas a
DCX descrita por Plumpe et al., (2006) se observo que respecto al grupo control,
los ratones tratados con PGZ presentan un mayor numero de células
correspondientes a las categorias “A” (**p=0.017) y a las células que tienen una
mayor complejidad dendritica que corresponden a la categoria “F” (***<0.001).
También, se observo que en aquellos ratones que ademas de la PGZ, recibieron el
inhibidor, se previno el incremento en células de las categorias “A” y “F” (#p=0.048,
### p=<0.001; respectivamente). Este resultado sugiere que ademas de
incrementar el numero total de células positivas a DCX, la PGZ favorece la

maduraciéon dendritica.
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Fig. 6. Efecto de la pioglitazona en el marcador de neuronas inmaduras por DCX.: A. Numero de células totales
+DCX en el hipocampo (10x). PGZ vs VEH (**0.002 ), PGZ vs GW (***0.001) y PGZ vs PGW (***<0.001). Anova
1 via posthoc Bonferroni, F(3,14)= 15.977, p=<0.001. Fig. B. Tipos de clasificacion de DCX. Tipo A: PGZ vs VEH
(** p=0.017); PGZ vs GW (#0.048). Tipo B, C y D: Sin diferencias significativas entre grupos. Tipo E: VEH vs
PGW (***p=<0.001); VEH vs GW (### p= <0.001); PGZ vs PGW ($ p= 0.022). Tipo F: PGZ vs VEH (***<0.001);
PGZ vs GW (###p=<0.001); PGZ vs PGW ($$$ p0.001). Anova 2 vias posthoc Bonferroni, F(15,90)=9.368,
p=<0.001).

Una vez que se observo que la PGZ favorece la maduracion dendritica de las
nuevas neuronas se procedid a realizar el analisis de otro aspecto de la
neuroplasticidad que también ocurre en el giro dentado y que es la cuantificacién de
las espinas dendriticas evidenciadas después del método de Golgi Cox. En la figura
7a se presentan imagenes representativas de las células granulares y aproximacion
a una dendrita secundaria. Los ratones tratados con PGZ mostraron un aumento
significativo en comparacion con el grupo control (**p=0.006) y este incremento se
previno con el inhibidor de los PPARgamma (*p=0.005). Respecto a la comparacién

del efecto de la PGZ en cada una de las categorias: “stubby”, “thin” y “mushroom”
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(Fig.8b) revel6 que la PGZ favorece el incremento en aquellas espinas de tipo hongo
con mayor predominancia en el grupo PGZ (p=<0.0023**), aunque este efecto no
se previno por la administracion del inhibido de los PPARgamma. Estos resultados
sugieren que la PGZ promueve la formacion de espinas dendriticas a través de la
participacion de los PPARgamma, asi como la maduracion de espinas en las células

granulares del giro dentado.
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Fig.7. La PGZ modifica las espinas dendriticas en el hipocampo: A) Numero de espinas dendriticas en
10 um: PGZ vs VEH (**p=0.006); PGZ vs GW (##p=0.005); PGZ vs PGW ($0.049) (10x, 40x y 100x). C)
Clasificacién de espinas dendriticas: Stubby F(3,71)=2.369, P=0.779. B) Thin F(3,71)=0.8343,
P=0.4795. C) Mushroom F (3,71)=5.333, P= 0.0023**). Anova 1 via posthoc Bonferroni (F (3,11)= 9.236,
p= 0.002).
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8.2. Pruebas conductuales: ROTAROD, campo abierto, LON/RON, supresion de

alimento y nado forzado

A continuacion, analizamos si los efectos de la PGZ sobre las células positivas a
DCX y sobre espinas dendriticas ocurren en paralelo con efectos sobre diversas
pruebas conductuales que apuntan hacia la participacién de las nuevas neuronas y
un mejoramiento cognitivo o bien a la prevencion del desarrollo de conductas tipo

ansiosas o depresivas.

La figura 8 muestra los resultados obtenidos en las fases 1, 2 (habituacion) y 3
(prueba) de la prueba de coordinacion motora, ROTAROD. La grafica sefala que
los ratones de los diferentes grupos no mostraron alteraciones en su coordinacién
motora ya que permanecieron durante un tiempo similar en el cilindro (F (2,81)=
5.704, p=0.005).
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Fig. 8. Prueba ROTAROD para evaluar locomocion: T3 vs T1 (**p=0.003). Entre grupos: VEH, T3 vs T1
(*0.031). Grupo GW, T3 vs T1 (*0.049). F (2,81)= 5.704, p=0.005. Anova de 2 vias posthoc Bonferroni

Para corroborar los hallazgos en el rotdmetro aplicamos la prueba de campo abierto
(Fig. 9). Los resultados relacionados con las entradas al centro revelaron una
reduccion en el grupo PGZ vs VEH (p=0.024*) pero sin cambios respecto al tiempo
en el centro (ns F(3,27)=3.406, 0.032). Sin embargo, el indice calculado con relacion

al el tiempo en el centro y periferia mostré que no hay alteraciones en ninguno de
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A)

los grupos corroborando que los tratamientos no afectan la actividad motora de
los ratones (ns F(3, 27)=0.1484, 0.9298).

B ns
15+ ) 259 1
2 & N g | 1
€ I | * 20+ A
b [ ] A s L ]
— 104 A [=
: (1] T 8 191 R
g T E * Y
o [
10 vy_v
A2 1 51 T T =
e . A 2 5][|*e® 4
2 Ak E * a_n A
oll 3 . . F oo +*
Y
=4
C) % : ns :
© 34 .
(5]
E A
@ 2 [ ] v
g A v
21| o -
3 |$. | -
E 0 T S L 3
A\
K\ QO » QG""\

Fig. 9. Prueba de campo abierto para evaluar ansiedad y locomocion: A) No entradas al centro,
VEH vs PGZ (*p=0.024) F(3,25)=5.794,0.004. B) Tiempo en el centro sin cambios, ns F(3,27)=3.406,
0.032. C) indice de preferencia centro/periferia como ns F(3, 27)=0.1484, 0.9298.

La figura 10 muestra los resultados de la prueba de localizacién de objeto novedoso
(LON). Esta evalta la memoria espacial dependiente de hipocampo, asi como
la memoria a corto y largo plazo. Para ello, el animal es expuesto a una fase de
habituacion en un campo abierto y posteriormente expuesto a dos objetos similares
(Objetos familiares). Una vez que se ha realizado esta fase de entramiento, el roedor
se expone a los objetos, con la diferencia de que uno se ha movido a una direccion
diferente a la inicial. En este paradigma, si el animal recuerda la localizacién de los

objetos en su fase inicial, estos pasan mayor tiempo investigando el objeto que se
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ha movido (Objeto novedoso). El panel 10A, muestra que no hubo diferencia en el
tiempo de exploracion entre los grupos ni en el indice de discriminacion (preferencia
por el objeto familiar o novedoso) (10B) (F3,27=1.36, n.s., F3,27=0.93, n.s.).
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Fig. 10. En la prueba de LON se evaluaron los siguientes parametros: A) Tiempo de exploracion total por
grupos ns, F( 3,27)= 1.368, 0.274. B) Indice de discriminacion/preferencia como ns, F (3,27)= 0.9304, 0.4395.

El paradigma de reconocimiento de objeto novedoso es ligeramente parecido al de
localizacion, también se evalla la memoria espacial, de corto y largo plazo y el
aprendizaje no asociativo. En este caso se lleva a cabo el mismo numero de fases
y duracion. Sin embargo, los objetos si cambian de apariencia. En la fase de
entrenamiento, se colocan dos objetos similares en la misma posicion, una vez que
han sido explorados por el roedor, uno de los objetos se cambia por uno
completamente diferente (color, textura, tamano). Los parametros a medir son
similares a los de la prueba de localizacion de objetos. El tiempo de exploracion
(F(3,27)= 2.714, 0.0646) (Fig. 11C) y el indice de discriminacion (F (3,25) = 1.062,

0.383) (Fig. 11D) no fueron alterados en ninguno de los grupos.
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Fig. 11. Para la prueba de RON se evaluo : c) Tiempo de exploracion total por grupo ns, F(3,27)= 2.714,
0.0646. d) Indice de preferencia ns, F (3,25) = 1.062, 0.383.
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Para evaluar la conducta de motivacion se registré el consumo de alimento en la
prueba de supresion de alimento (en inglés como “novelty supressed feeding”). Esta
prueba evalua la motivacién en los sujetos experimentales después de la de
restriccion de alimento por 12 hrs. En esta prueba, se evalu6 la latencia para
empezar a consumir alimento (ns, F(3,27)= 0.987, 0.414). Para lo cual se
encontraron diferencias significativas entre los grupos VEH y PGZ (**p=0.003); VEH
vs PGW (#p=0.025); GW vs PGZ ($0.048) F(3,27)= 6.646, 0.002. Esto nos indica,
que el grupo con PGZ estda consumiendo menos alimento (12A), sin embargo,
cuando se compara este parametro con el peso (ns, F(3,27)=1.366/0.2743)
(Fig.12B) y la latencia al centro (ns, F(3,27)= 0.987, 0.414) (Fig. 12C), vemos que

no se esta presentando un patron conductual tipo depresivo.
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Fig. 12. Prueba de supresion de alimento: A) Alimento total consumido en la fase 2 de la supresion de
alimento: VEH vs PGZ (**p=0.003); VEH vs PGW (#p=0.025); GW vs PGZ ($0.048) F(3,27)= 6.646, 0.002.
B) Peso al final de la prueba ns, F(3,27)=1.366/0.2743. C) Latencia al centro sin cambios en los grupos
experimentales ns, F(3,27)= 0.987, 0.414. Anova de 1 via posthoc Bonferroni.
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La prueba de nado forzado se aplico para evaluar conductas tipo depresivas como
la desesperanza (Fig. 13). En esta prueba se somete a los animales a una situacién
en la que no pueden escapar, por lo tanto, su conducta principal es la inmovilidad
(flotando con minimos movimientos para mantener la cabeza por arriba del nivel del
agua) (Bourin et al., 2003). Aqui el parametro refleja que a mayor tiempo inmévil el
animal presenta un aumento en la desesperanza, lo cual se relaciona a una
conducta tipo depresiva. El analisis de los resultados mostré que en ninguno de
los parametros evaluados existieron diferencias estadisticamente significativas
(inmovilidad: ns F(3,25)= 2.657, 0.0703; episodios de inmovilidad: ns F
(3,25)=1.437, 0.2556; latencia del primer evento de inmovilidad: ns F (3,25)= 0.3209,
0.8102) 6, en el tiempo de movilidad:ns, F(3.25)=2.657, 0.070). Este resultado indica

que la PGZ no altera la conducta de desesperanza en las ratonas de la cepa Balb/C.
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Fig. 13. Parametros evaluados en la prueba de nado forzado (Porsolt Test): a) Tiempo de inmovilidad total por
grupo, ns F(3,25)= 2.657, 0.0703. b) Episodios de inmovilidad, ns F (3,25)=1.437, 0.2556. c) Latencia al primer
movimiento de inmovilidad, ns F (3,25)= 0.3209, 0.8102. d) Movilidad total en los grupos, ns F(3.25)=2.657, 0.070.
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9. Discusion

a pioglitazona es un farmaco sensibilizador a la insulina utilizado para el
Ltratamiento de la diabetes mellitus tipo Il con beneficios a nivel lipidico y sobre
eventos cardiovasculares actuando a través de los PPARgamma (Goldberg et al.,
2005; Lincoff et al., 2007). En el cerebro, los PPARy poseen una distribucion
regional con altos niveles de expresion en la corteza piriforme, tubérculo olfatorio,
ganglia basal, talamo, formacion reticular y corteza cerebelar. Mientras que en areas
dopaminérgicas la colocalizacidn con tirosina hidroxilasa de los PPARy ha sido
reportada en la sustancia nigra pars compacta (SNc) y el area ventral tegmental
(Carta et al. 2011a; Sarruf et al., 2009). En el hipocampo, la expresién de PPARy
se localiza en el giro dentado (Braissant et al., 1996). Sin embargo, el papel de los
PPARYy en la proliferacion y diferenciacion de las células madre neurales en murino
es controversial. Algunos trabajos sugieren que los PPARY inhiben la diferenciacion
neuronal (Lee et al., 2010; Wada et al., 2006). Al contrario, los trabajos de Morales-
Garcia et al.,, 2011 y Quintanilla et al., 2014 mencionan que la PGZ regula la
proliferacion y diferenciacion celular en ratas. En este estudio se encontré que la
PGZ impacta sobre los estadios intermedios de la neurogénesis identificados con la
expresion de la proteina DCX. La DCX es una proteina asociada a microtubulos,
utilizada como marcador para neuroblastos en division y de neuronas inmaduras,
su expresion comienza en las fases iniciales de la diferenciacion neuronal y persiste
en estados mas avanzados, como la ramificacion de dendritas (Brown et al., 2003;
Couillard-Despres et al., 2005). Esta reportado que la densidad de células positivas
a DCX disminuye desde el nacimiento hasta la primera década de vida (Knoth et al.,
2010). Sin embargo, este es uno de los marcadores mas utilizados para determinar
cambios en la neurogénesis del giro dentado del hipocampo. En el presente trabajo
se encontrd que la PGZ no afecta la proliferacion o la supervivencia celular después
de 16 dias de tratamiento a diferencia de lo descrito en los trabajos de Bonato et al.,
2018, en el que se observd que la PGZ aumenta el numero de células positivas a

BrdU diferenciadas a neuronas (BrdU/NeuN) en el hipocampo de roedores dafados
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por 6-OHDA, lo cual, indica que la PGZ estimula la diferenciacion de células
progenitoras en neuronas. Por otra parte, la 6-OHDA disminuye las células positivas
a DCX en su fase proliferativa con un incremento en el porcentaje en la fase
postmitotica. Esta aceleracion de la maduracidn neuronal en el hipocampo seria
necesaria para facilitar la conectividad sinaptica y la integracion de las neuronas al
circuito hipocampal. Lo anterior es vital para reparar y recuperar la funcionalidad
cerebral tras un dafio provocado por la 6-OHDA. Por otra parte, el trabajo de Liu et
al., 2018 evidencié que animales tratados con una dieta normal y bajo tratamiento
con PGZ mostraron disminucion en la proliferacion, diferenciacion y supervivencia
neuronal. Aunque el numero de nuevas neuronas maduras en el giro dentado no se

ve modificada por la aplicacién de PGZ durante 14 dias (Liu et al., 2018).

Respecto a la participacion de los PPARgamma en los efectos de la PGZ sobre la
neuroplasticidad en los roedores Balb/C se puede sugerir que de acuerdo con el
Allen Brain Atlas, el mensajero que codifica para los PPARgamma se encuentra en
la capa granular, asi como en la zona subgranular del giro dentado de ratones
C57Bl6/J (Fig. 14) hecho que permite sugerir la expresion de éstos mensajeros en
poblaciones celulares involucradas en los estadios iniciales e intermedios de la
neurogénesis para que pueda favorecer, al menos en los ratones de la cepa Balb/C
el incremento en el numero de células positivas a DCX y su maduracion dendritica
aunque esto es especulativo debido a que no realizamos co-marcajes de las
PPARgamma con proteinas expresadas en las células tipo 2a, 2b, 3, en neuronas
inmaduras o en neuronas maduras (Kempermann et al., 2003). Respecto a las
neuronas maduras, no podemos descartar que en las células granulares la PGZ, a
través de los PPARgama esté favoreciendo el incremento en el nimero y en la
maduracion de las espinas dendriticas. Aunque en otra cepa de ratones, C57BI6/J
hemos encontrado que la PGZ actua incrementando diferentes eventos del proceso
neurogénico (proliferacion, supervivencia, estadios intermedios y maduracién

neuronal) (datos no presentados).

37



Fig. 14. Expresion de los PPARgamma en el giro dentado del hipocampo (Tomado de Allen Brain
Atlas, 2020).

Finalmente, los resultados sugieren que los PPARy podrian estar regulando el
numero de células madre neurales al intervenir en su division celular (Reynolds y
Weiss, 1996). Por lo que la activacion del PPARy estimula la capacidad de mantener
la poblacién neuronal, estos presentan una funcion dual en las células madre
neurales: proliferaciéon y diferenciacion, lo cual sugiere que los ligandos de los
PPARYy no solo son mitdgenos de las células troncales, sino que inducen estos
procesos. Por lo cual, la activacion de los PPARYy es altamente requerida para que
la PGZ genere la regulacion de la neurogénesis en un cerebro sano y en aquellos
con dano (infecciones, enfermedades neurodegenerativas) (Grommes et al., 2006;
Kemp et al., 2014).

Las espinas dendriticas son pequefias protuberancias que reciben entrada de una
sola terminal presinaptica excitatoria, permitiendo la regulacion de la intensidad
sinaptica. Estas espinas se encuentran distribuidas de 1-10 espinas por micrometro
de longitud. Las neuronas cuentan con miles de espinas a través de los arboles
dendriticos. La morfologia de estas singulares estructuras se ven alteradas por la
actividad neuronal (Roberts et al., 2010). Los patrones de actividad que inducen la
LTP, uno de los mecanismos que subyacen el aprendizaje y memoria, genera el
alargamiento de la cabeza de las espinas, sugiriendo asi, cambios en la morfologia
de la espina y el rol en la formacion de las memorias (Kasai et al., 2003). Algunas
vias involucradas en el desarrollo de las espinas dendriticas son la PI3K/Proteina
cinasa B (AKT)/mTOR, Wnt/b-catenina y Rho A (Jaworski et al., 2005). En particular

la PI3K/Akt presente en la sinapsis media la plasticidad sinaptica y elongacién
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dendritica (Tsokas et al., 2005). A pesar de presentar baja permeabilidad a la
barrera hematoencefalica, la PGZ puede ingresar y generar cambios a nivel del
SNC, asi como favorecer el paso de sustancias (Gromes et al., 2013; Low et al.,
2020).

Uno de los resultados mas importantes de este trabajo es que la PGZ modifica el
numero de espinas dendriticas totales, cuyos valores son significativos respecto al
grupo VEH. Por otra parte, la clasificacion del tipo de espinas dendriticas arrojo que
existe una mayor presencia de las espinas conocidas como tipo hongo y que
representan el estado de mayor maduracién de estas estructuras. Uno de los
factores que podria estar regulando la PGZ para modificar la morfologia de las
espinas dendriticas es la funcién mitocondrial (Feinstein et al., 2005; Hondares et
al., 2006). Ya que la actividad de este organelo es indispensable para mantener los
micro dominios a nivel axonal y de espinas dendriticas en respuesta a la demanda
metabdlica (Li et al., 2004 ). Perturbaciones en el trafico de la mitocondria a los sitios
apropiados podria causar fallas energéticas sobre la sinaptogénesis y por lo tanto
en la formacién de memorias (Li et al., 2004; Sullivan y Brown, 2005). Por lo anterior,
las TZD pueden ejercer un efecto directo y rapido en la respiracion mitocondrial que
deriva en cambios del metabolismo glucolitico. Los PPARYy favorecen la extension
de procesos y maduracion celular, visto en trabajos con lineas celulares B12 de
oligodendrocitos de medula espinal y cuyo efecto es revertido por el inhibidor
GW9662 (Bernardo y Minghetti, 2008). La potenciacién de largo término (en inglés
LTP) es crucial para al aprendizaje y memoria dependiente de hipocampo y que
forma parte de la plasticidad sinaptica. En un modelo de Alzheimer, con ratones
APP/PS1, se logré obtener que la PGZ inhibe la actividad de Cdk5 recuperando la
LTP en las regiones CA1y CA3 (Ondrey, 2009).

Otro factor que puede estar involucrado en el efecto de la PGZ sobre la maduracion
y estructura de las espinas dendriticas es el factor neurotréfico derivado del cerebro
(en inglés BDNF), miembro de la familia de las neurotrofinas que juega un papel

importante en la supervivencia, mantenimiento y crecimiento de neuronas,
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Asimismo, participa en la modulacion de la funcion sinaptica y la plasticidad,
interviniendo asi en procesos de aprendizaje y memoria (Connor et al. 1997). La
neurogeénesis hipocampal es importante para el mantenimiento de la red neural
preexistente y es controlado por BDNF (Babu et al., 2009; Ortiz-Lopez et al., 2017),
este juega un papel importante en el mantenimiento de la plasticidad sinaptica y se
ha visto que la PGZ incrementa la expresién de progenitores neurales y de
marcadores neuronales maduros en células madre embrionarias de raton (Esmaeili
et al., 2016).

El mecanismo por el cual la PGZ restaura los niveles de BDNF en hipocampo son
desconocidos, pero se puede asumir lo siguiente: el BDNF protege a las neuronas
hipocampales contra la inflamacién inducida por diferentes mediadores como el NO.
Esta actividad se ve pronunciada por aumento de enzimas antioxidantes como el
superoxido dismutasa y glutation peroxidasa que protegen de la accion de los
radicales libres. Asimismo, BDNF repara las neuronas mitocondriales danadas y
promueve la regeneracién nerviosa. Por lo que agonistas como la PGZ ejercen un
efecto neuroprotector mediante la regulacion de esta neurotrofina (Ferrer et al.,
2001; Brandolic et al., 1998). Esta aseveracion requiere ser determinada en estudios

futuros para cuantificar el BDNF en el hipocampo después del tratamiento con PGZ.

Es importante resaltar que los grupos experimentales de este trabajo no fueron
sometidos a un modelo dafo, por lo cual, este tipo de disefio experimental se
considera predictivo. Es decir, a partir de la administracion de PGZ durante 16 dias
se procedi6 a evaluar el efecto de la PGZ en la conducta animal relacionada con la
depresion, ansiedad y procesos de aprendizaje y memoria. Lo anterior obedece a
que se ha propuesto que el aumento en el numero de las nuevas neuronas ayuda
a amortiguar los efectos del estrés (Snyder et al 2009) y favorece la memoria
espacial (Garthe et al 2009).

En sentido de lo mencionado anteriormente, la fatiga cursa como otro de los

sintomas que subyacen a la depresion, de manera que los reportes mencionan que
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la disminucion de la actividad motora puede ser un indicativo del desarrollo de
conductas relacionadas a este trastorno (Corfiel et al., 2016). En este caso, se
realizd la prueba del ROTAROD, la cual permite identificar cambios en la
coordinaciéon motora del animal, pues se menciona que una menor actividad en esta
prueba refleja el establecimiento de conductas tipo ansiosas y que también
caracteriza a la depresion. En los trabajos de Prakash y Kumar (2013) mencionan
que la administracion crénica de PGZ a 30 mg/Kg no genera cambios a nivel
locomotor, lo cual coincide con los resultados obtenidos en el presente trabajo a

pesar de utilizar la mitad de esa dosis (15 mg/Kg).

Una de las grandes preguntas es si el aumento en la neurogénesis del hipocampo
adulto es suficiente para que los antidepresivos tengan un efecto sobre la conducta
(Park et al., 2007). Los individuos difieren en cuanto a la percepcién y
consecuencias psicologicas ante los eventos adversos de la vida. Las variables
ambientales como las experiencias de estrés y factores genéticos interactuan e
influencian la resistencia o vulnerabilidad para presentar desérdenes psiquiatricos
(Crawley et al., 1997; Gillespie et al., 2009). En cuanto a los animales de laboratorio,
se sabe que existen diferencias entre cepas, por lo que la reaccidon que estos
puedan presentar depende en gran medida de la prueba conductual a la que sean
sometidos (Owen et al., 1997a, b; Razzoli et al., 2011). Algunos ejemplos de esto
son los estudios en los que ratones de la cepa C57BL6/J son resilientes al estrés,
exhibiendo niveles bajos de ansiedad y menor emocidén a comparacion de la cepa
Balb/C, considerada como sensible al estrés, ansiosa y emotiva (Shanks et al.,
1994; Crawley et al., 1997; Belzung et al., 2001). La cepa Balb/C exhibe una
marcada respuesta del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), asi como una
variacion central de monoaminas en regiones del hipotalamo que explican la
reactividad de este modelo murino (Zacharko et al., 1989; Anisman et al., 1998;
Belzung et al., 2001). Lo cual es seguido de una gran liberacién de norepinefrina y
serotonina ante estresores cronicos (Tannenbaum et al. 2002a; Tannenbaum et al.,
2003). Esto explica los altos niveles de ansiedad ante el estrés (agudo y crénico) de

la cepa BalbC (Anisman et al., 2001; Belzung y Griebel, 2001) y que determina que
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este tipo de animales sean utilizados en modelos de depresion y patologias que
cursan con sintomas de ansiedad, en los cuales la exposicion a estresores genera
respuestas conductuales muy marcadas, como la anhedonia y desesperanza
(Wilner, 1997).

La neurogénesis hipocampal afecta la conducta tipo ansiosa y depresiva a través
de alteraciones en el eje HPA (Schloesser et al, 2009; Snyder et al., 2011). Parece
ser que un cierto nivel de neurogénesis es requerido para el correcto funcionamiento
del eje HPA, sin embargo, este tipo de efecto no es aditivo. Por otra parte, la
modificacion en la conducta es resultado de un mecanismo independiente del eje
HPA, dado por la actividad neurogénica (Lehmann et al, 2013) ya que numerosos
estudios han demostrado que el hipocampo dorsal y ventral tienen diferente
conectividad, funcién y expresion génica (Fanselow y Dong, 2010; Kheirbek et al,
2013). A pesar de que no se observan grandes diferencias sobre la neurogénesis
entre las regiones dorsal y ventral del giro dentado, existe una proporcion en el
numero de neuronas adultas que se producen en el GD ventral, lo cual apoya la
hipbtesis de la neurogénesis a nivel ventral y su participacion en la conducta tipo
ansiosa y depresiva (Hill et al., 2015). Esto podria deberse a la conectividad con
otras estructuras que reciben informacién de la region ventral, como la amigdala y
el nucleo accumbens (Canteras y Swanson, 1992; Fanselow y Dong, 2010; Namura
et al, 1994).

La siguiente prueba que se aplicé a los grupos experimentales fue la de campo
abierto durante 5 minutos. Esta prueba nos permite evaluar la presencia de
conductas ansiosas, conducta exploratoria y también la locomocion. El paradigma
de esta prueba reside en la aversion de los roedores a la exposicidn en espacios
abiertos e iluminados por lo que una mayor conducta exploratoria (mayor numero
de entradas y tiempo en el centro) es indicativa de menor ansiedad. Mientras que la
permanencia en las esquinas y de menor movilidad es un indicativo tipo ansioso.
En los pardmetros tomados en cuenta en este trabajo se encuentra la latencia al

centro, el tiempo en ubicarse al centro por parte de los animales y el indice de
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preferencia respecto al centro/periferia. En los tres parametros se obtuvo que no
hay diferencias significativas respecto al grupo VEH, a pesar de que existe una
tendencia por parte del grupo PGZ en recorrer una menor distancia en el cuadrante.
El numero de entradas al centro por parte del grupo PGZ resulta ser mucho menor
que el grupo VEH lo cual coincide con el tiempo que pasan en el centro los
individuos de este grupo. Sin embargo, cuando se relaciona la zona que prefiere el
roedor, centro o periferia, se determina que no hay cambios en este parametro, por
lo que nuestro modelo parece no estar desarrollando una conducta tipo ansiosa y
sin fallas en la locomocién. Lo anterior se compagina con lo obtenido en la prueba
del ROTAROD. Ya que en modelos de dafio con LPS y 6-OHDA se ha visto que los
sujetos experimentales disminuyen su actividad locomotora y desarrollan conductas
ansiosas (Pinto et al., 2016; Saeidienik et al., 2018).

El hipocampo juega un papel muy importante en la memoria declarativa que a su
vez es muy susceptible a la influencia del ambiente, el envejecimiento y la presencia
de enfermedades neurodegenerativas. Por lo anterior, para la evaluacion de
conductas dependientes de hipocampo se emplearon dos pruebas: la prueba de
localizacion y reconocimiento de objeto novedoso. La primera permite determinar
cambios en la memoria espacial y de asociacién, basandose en la tendencia de los
roedores a pasar mas tiempo explorando un objeto “novedoso” (ON) que el familiar
(OF) (el cual el animal ya conoce) cuando este se cambia de posicion. Por otra
parte, el reconocimiento de objeto novedoso es similar, sélo que en este caso el
objeto que anteriormente era familiar es reemplazado por otro totalmente diferente.
Por lo que la decisién de explorar el objeto novedoso esta determinada por el
aprendizaje y memoria de este. En estudios con flavonoides como la naringenina,
se ha visto que los roedores presentan una mejora en la retencion de la memoria
con este compuesto, por lo que los animales pasan mayor tiempo de exploracion en

el objeto novedoso (Rahidude et al., 2012; Denninger et al., 2018).

En el presente estudio y para ambos paradigmas se obtuvieron resultados similares,

dentro de los cuales resaltan que el tiempo de exploracién entre los grupos
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experimentales no se modificé. Por otra parte, el indice de discriminacién, que indica
la preferencia hacia un objeto en determinado (puede ser el OF u ON),
aparentemente no present6 diferencias respecto a nuestro VEH. Sin embargo,
existe una tendencia (que no es significativo) del grupo PGZ por preferir el OF, esto
se contradice con los trabajos de Hussein et al., 2019 en el que mencionan que la
PGZ (10 y 20 mg/Kg) aumenta el indice de discriminacién mayor en el ON, es decir,
reconoce que se ha cambiado el objeto. En los trabajos de Ekladious y El Sayed
(2019) ven una mejora en la memoria con una dosis de 20 mg/Kg. Especificamente
para la prueba de RON, no se observaron diferencias significativas en el tiempo de
exploracion sobre el ON. Por lo cual aparentemente la PGZ podria no esta

influyendo en los procesos de aprendizaje y memoria.

Ademas, para evaluar aspectos de motivacion, se utilizé la prueba de restriccion de
alimento durante 12hrs., en este caso, se pudieron obtener diferencias en el
alimento consumido (Jeohng et al., 2007). En el grupo PGZ se observd una
disminucién en el consumo respecto al grupo con el inhibidor GW9662. Esta
conducta resulta contradictoria, ya que en la latencia para consumir el pellet no hay
diferencias entre grupos y esto se observa también en el peso de los animales. Se
sugiere que existe una relacion entre la pérdida de peso del animal y el impulso de
consumir alimento, lo cual no es observable en estos resultados (Jeohng et al.,
2007). Sin embargo, también hay muchas opiniones respecto a la aplicacion de esta
prueba, ya que probablemente el tiempo de restriccion pudo no haber sido el
necesario para que los animales tuvieran el impulso de comer después de 12 hrs.
Por otra parte, el grupo con el inhibidor presenta diferencias respecto al vehiculo y
se mantiene similar al grupo con PGZ. Por lo cual, se puede afirmar que los animales
no presentaron necesidad de consumir alimento al momento de realizar la prueba,

por lo que esta tendencia no se considera como una conducta tipo depresiva.

La prueba de nado forzado (Porsolt Swim test) se utiliza para evaluar el efecto de
farmacos antidepresivos. Este paradigma nos menciona que ante un estimulo

aversivo el roedor tratara de escapar, sin embargo, al no existir ruta de escape, este
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disminuye su actividad y se rinde (desesperanza). El consumo de antidepresivos
aumenta el tiempo de movilidad del animal, mientras que la presencia de un dafo
previo genera que la inmovilidad del roedor se establezca por mas tiempo. Estos
valores permiten determinar el desarrollo de conductas tipo depresivas. En este
caso en particular, los resultados obtenidos indican que no hay diferencias
significativas entre los grupos experimentales en cuanto a los parametros de tiempo
y episodios de inmovilidad. Mientras que el grupo PGZ presenta la tendencia de
disminuir su latencia al primer episodio de inmovilidad, es decir, los individuos de
este grupo prefieren quedarse inméviles. Una vez mas los resultados se contradicen
debido a que otros autores mencionan que la PGZ (2.5, 5 y 10 mg/Kg) sobre un
modelo de estrés cronico disminuye el tiempo de inmovilidad en esta prueba (Zhao
et al., 2016). Asimismo, en otro modelo con 6 hidroxidopamina (6-OHDA) las ratas
presentan un incremento en el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado,
sin embargo, como se ha mencionado antes, nuestro modelo no conlleva dafo

alguno.

En esta prueba, un mayor tiempo de inmovilidad es indicativo de desesperanza, sin
embargo, puede ser revertido (Porsolt et al., 1977). Por el contrario, el tiempo de
nado involucra el sistema serotoninérgico, en el cual tratamientos con ISRS
incrementan la movilidad (Lino-de-Oliveira et al., 2005). Los trabajos de Santiago et
al. (2010) demuestran que existe una relacion positiva entre los niveles de
serotonina y el tiempo de nado. Sin embargo, nuestros grupos no se presentan

diferencia en cuanto a la conducta de desesperanza.
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10. Conclusién

En este estudio se encontré que la PGZ actua sobre los estadios intermedios del
proceso neurogeénico del giro dentado del hipocampo al incrementar el numero de
células positivas a DCX y su maduracién dendritica en ratonas de la cepa Balb/C.
Ademas, se encontré que la PGZ incrementa el numero de espinas dendriticas en
las células granulares del giro dentado del hipocampo. Lo anterior a través de un
mecanismo que involucra a los PPARgamma. Sin embargo, no encontramos
evidencia de los beneficios respecto a los cambios neuroplasticos modulados por la
PGZ y un mejoramiento conductual. Por lo que es necesario elucidar con un modelo
y paradigmas conductuales mas apropiados en estudios futuros.

3
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