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RESUMEN

La depresion es uno de los trastornos afectivos mas comunes, se caracteriza por la falta
de interés en actividades etc. Los sintomas deben de presentarse por un periodo minimo
de dos semanas para que se pueda diagnosticar como depresién y, son disminuidos por
los farmacos antidepresivos, la terapia electroconvulsiva y la estimulacion magnética
transcraneal repetitiva (EMTr). La EMTr es un tratamiento no invasivo de estimulacion
cerebral que fue aprobado por la administracion de drogas y alimentos (FDA, por sus
siglas en inglés) en 2008 como tratamiento para trastorno depresivo mayor (FDA, 2011).
A pesar de su uso aun se desconocen sus mecanismos por los cuales lleva a cabo su
efecto antidepresivo, pero tanto en la literatura como en el equipo de trabajo, se ha
sefalado la importancia de la neurogénesis en la patologia de la depresién y, de igual
manera, se ha reportado que la EMTr tiene efeto en este proceso, por lo cual se propuso
este proyecto en el que se utilizaron 35 ratones hembra de la cepa Balb/C, los cuales
fueron expuestos al protocolo de estrés cronico impredecible (ECI). Durante dos
semanas se les inyecté Temozolamida para disminuir la neurogénesis y posteriormente
se inicio el tratamiento con EMTr. Una vez concluido el tratamiento durante cuatro
semanas, se aplicé una bateria de pruebas conductuales y finalmente el cerebro se
colecté para inmunohistoquimicas y Golgi-cox. Se encontr6 que, para conductas
asociadas con la memoria, la administracién de la TMZ no previno los beneficios de la
EMTr, mientras que algunas conductas asociadas con la depresion si fueron afectadas.
A nivel estructural, la TMZ disminuy6 el proceso neurogénico sin afectar la respuesta a
nivel de las espinas dendriticas. Los resultados permiten concluir que la EMTr requiere
de la neurogénesis para provocar efectos tipo antidepresivos, aunque para el proceso de
aprendizaje y memoria la EMTr provoca otros efectos de plasticidad como es la

maduracion de espinas dendriticas



ABSTRAC

Depression is one of the most common affective disorders. It is characterized by lack of
interest in daily activities, anhedonia, suicidal thoughts, poor emotional reactivity.
Symptoms must be present in the subject for a minimum period of two weeks to be
diagnosed as depression and are diminished by antidepressant drugs, electroconvulsive
therapy, and repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS). The latter is a non-
invasive brain stimulation treatment approved by the Food and Drug Administration
(FDA) in 2008 for major depressive disorder. Despite its approval, the mechanisms
underlaying its benefits are not completely known. Recent studies have pointed to the
regulation of hippocampal neurogenesis as one of the mechanisms by which rTMS
produces the benefits. However, some behavioral benefits of rTMS could be associated
with other structural neuroplasticity related events. Thus, the aim of this study was to
determine the neurogenesis dependent- or independent effects of rTMS in a chronically
stressed mouse model. Thirty-five female Balb/C mice were exposed to a protocol of
chronic unpredictable mild stress (CUMS). Rodents were assigned to one of the five
groups. Finally, brains were dissected out to perform immunohistochemistry for markers
of the neurogenic process or for Golgi-Cox impregnation for the analysis of dendrites
spines in granular cells. Our results point to that neurogenesis is one of the important
mechanisms by which rTMS is carrying out its antidepressant effect. Although, the

benefits on learning and memory involved other neuroplasticity related events.
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l. Introduccion.
Depresion
La depresion es uno de los trastornos afectivos mas comunes y se caracteriza por

la falta de interés en actividades cotidianas, alteraciones en la alimentacion,
alteraciones del suefio, pérdida de peso, anhedonia, formacion de pensamientos
suicidas, poca reactividad emocional, retardo motor, asi como escasez de energia
(World Health Organization 1992). Estos sintomas deben de presentarse en el
sujeto por un periodo minimo de dos semanas para que se pueda diagnosticar
como depresion (World Health Organization 1992). Esta enfermedad es
aproximadamente dos veces mas comun en mujeres que en hombres y es mas
frecuente entre los 15 y 29 afios, sin embargo, puede presentarse en cualquier
momento de la vida del individuo (Benjet, et al. 2004). Este padecimiento puede
volverse crénico y alterar significativamente las habilidades de autocuidado del
individuo, y en los casos mas graves, puede llevar al suicidio (Wan 2012).

La depresion es una enfermedad multifactorial, sin una causa Unica aparente, al
contrario, esta parece ser el resultado de la combinacion de una serie de factores
genéticos, ambientales y psicosociales que predisponen al desarrollo de esta
enfermedad. Dentro de estos factores ambientales que elevan el riesgo de
desarrollar un episodio depresivo, destacan la vivencia de eventos traumaticos, la
pérdida de un familiar, violencia constante, abuso infantil, abandono
materno/paterno, infecciones virales, lesiones cerebrales y exposicion crénica al
estrés (Nestler et al. 2002). Frecuentemente la depresién es descrita como un
trastorno relacionado con el estrés dado que muchos de los episodios depresivos
suelen ocurrir en presencia de algun tipo de estresor, aunque el estrés, per se, no
es la causa directa de esta enfermedad (Nestler et al. 2002). Diversas evidencias
clinicas que demuestran que el sistema de regulacion neuroendocrino a la
respuesta de estrés (el sistema Hipotalamico-Hipdfisis-Glandula adrenal, también
conocido como eje HHA), se encuentra alterado en pacientes con depresion. Por
otro lado, diversos estudios en animales de laboratorio han dado evidencia de que
la exposicion continua a diversos estresores genera conductas “tipo depresivas”en
(anhedonia, disminucion en la conducta sexual, poca actividad motora, cambios en

los patrones de suefio y aumento o disminucién de peso). Dentro de la patologia de
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la depresion se han descrito un deterioro cognitivo que se refleja en un deterioro en
funciones ejecutivas incluida la atencion, memoria, y velocidad de procesamiento,
las cuales mejoran con los tratamientos antidepresivos (Rosenblat et al. 2015). Con
base a ello, existen diversos protocolos de estrés que permiten generar modelos
animales relacionados con la depresidbn para poder estudiar a detalle los
mecanismos celulares y moleculares asociados a la patogénesis, desarrollo y

tratamiento de esta enfermedad.

Modelos animales de depresion
Dada la complejidad y heterogeneidad en la etiologia de la depresion, es dificil

reproducir en animales de laboratorio determinados sintomas de esta patologia,
tales como son la presencia de sentimientos de culpa y de tristeza, asi como la
recurrencia de pensamientos suicidas. Sin embargo, cabe resaltar que no es
necesario que un modelo de depresion reproduzca todas las alteraciones
conductuales encontradas en este trastorno, dado que los pacientes no siempre
manifiestan todo el cuadro clinico, ademas de que la mayoria de los modelos de
depresion reproducen los sintomas diacriticos de esta enfermedad, tales como lo
son la anhedonia (perdida de interés en estimulos placenteros) y la desesperanza
(falta de voluntad o apatia) (Yan et al. 2010).

El modelo de estrés crénico impredecible (ECI) fue propuesto por primera vez por
Katz (1982) y desarrollado por Papp y Willner en los afios noventa. (Nollet, et al.
2013). Este modelo reproduce las principales alteraciones conductuales de la
depresion como: anhedonia que se puede evaluar con las pruebas de preferencia
de sacarosa, prueba de la galleta y en mediana medida la prueba de acicalamiento
artificial (Splash test); la desesperanza con las pruebas de nado forzado y
suspension de cola; la apatia, con la medicion del estado de pelaje (coat state)
construccion de nido y parcialmente con la de acicalamiento artificial (Splash test);
para evaluar ansiedad se ocupan las pruebas de laberinto elevado en cruz, campo
abierto y supresién de comida; para el retardo psicomotor con la prueba de campo
abierto y en ocasiones con el rotarod; finalmente, para las alteraciones cognitivas

se pueden ocupar las pruebas de localizacion de objeto novedoso, localizacion de
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objeto, reconocimiento social y el laberinto acuatico de Morris (Planchez et al. 2019).
También induce algunas alteraciones fisiolégicas presentes en las personas
deprimidas, tales como el aumento en los niveles de corticosterona en plasma
(Vega-Rivera et al. 2016), disminucidn en la neurogénesis hipocampal (Alonso et al.
2004) y disfuncion del eje hipotadlamo-pituitario-adrenal (Zhao et al. 2018). Ademas
de que tiene la ventaja sobre otros modelos, de reproducir la condicion clinica del
tratamiento farmacoldgico, ya que la administracion crénica, pero no aguda, de
disminuye las conductas tipo depresivas generadas en este modelo (Nollet, et al.
2013). De tal modo que el modelo de estrés cronico impredecible es uno de los
mas usados para generar conductas depresivas en modelos animales y estudiar el

efecto de distintos tratamientos antidepresivos (Willner et al. 2013).

Tratamientos para la depresién
Para disminuir los sintomas de la depresion se han establecido diversas estrategias

terapéuticas, dentro de las que convencionalmente se encuentran la psicoterapia,

la terapia electroconvulsiva y la farmacoterapia.

Psicoterapia:
Existe una gran variedad de técnicas empleadas en la psicoterapia para tratar la
depresion, siendo la terapia cognitivo conductual la mas utilizada y con mejores
resultados, no obstante, existen estudios que indican que su efectividad es
limitada cuando no se aplica en conjunto con la terapia farmacoldgica (Little et al.
2009).

Terapia electroconvulsiva:
La terapia electroconvulsiva ha demostrado ser eficiente para tratar la depresion
severa, y en muchos casos es el método mas usado para tratar la depresion
psicotica, sin embargo, este tipo de estimulacién tiene el inconveniente de
producir alteraciones en la memoria (amnesia anterograda o retrograda) que

pueden durar desde semanas hasta meses (Schulze-Rauschenbach et al. 2005).
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Farmacoterapia:
El empleo de farmacos es el método més convencional para aminorar o eliminar
los sintomas de la depresion. Los farmacos utilizados se pueden clasificar en
inhibidores de la mono amino oxidasa (IMAOSs), los inhibidores selectivos de la
recaptura de Serotonina (ISRS) y norepinefrina (INSR), los antidepresivos
triciclicos (TCAS) y la tri-yodotironina (T3) (Little et al. 2009). A pesar de la
eficiencia antidepresiva de estos farmacos muchos de ellos producen distintos
efectos secundarios, tales como aumento de peso, hipo e hipertension,
problemas cardiovasculares, nauseas, sedacion, etc., (Hansen et al. 2005)
aunado a que su efecto antidepresivo suele observarse en un promedio de entre
tres y seis semanas. Ademas, de que entre una y dos terceras partes de los
pacientes pueden no responder al primer farmaco antidepresivo lo que apuntaria
a la presencia de la depresion resistente a farmacos (Little et al. 2009)- En este
sentido, una alternativa efectiva al tratamiento farmacolégico de la depresion es

la estimulaciébn magnética transcraneal repetitiva (EMTT).

Estimulacion magnética transcraneal repetitiva
La EMTr es un método indirecto, no invasivo, que es usado para inducir cambios en

la excitabilidad nerviosa. Esta técnica esta basada en el principio fisico propuesto
por Michael Faraday en 1831 sobre la radiacion electromagnética (Ridding et al.
2007). Con base en esto, se produce un pulso electromagnético generado por
bobinas, el cual es capaz de atravesar el cuero cabelludo y el craneo, para estimular

o inhibir distintas areas del cerebro (Klomjai et al. 2015).

La aplicacién de la EMTr involucra la configuracion de distintos parametros acerca
de las caracteristicas del pulso a utilizar, estas caracteristicas son la intensidad, el
ritmo, el tiempo entre pulsos, la duracién de la sesion, el tiempo entre sesiones, el
tipo de EMTr y la frecuencia. Respecto a este ultimo parametro, la EMT puede ser
definida de “baja frecuencia (<1 Hz) o de “alta frecuencia” (>1 Hz) (Peng et al.,
2018). Convencionalmente, en experimentos con animales de laboratorio, se

utilizan frecuencias de 0.3 a 1 Hz como estimulacién de baja frecuenciay de 5 a 20
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Hz como de alta frecuencia. La importancia de este parametro en la configuracion
de la EMT radica en su poder modulador de la excitabilidad neuronal. De esta
manera, las bajas frecuencias inducen un efecto inhibidor, mientras que las altas
frecuencias desencadenan un efecto excitador. Las frecuencias para el tratamiento
del trastorno depresivo mayor incluyen el rango de 5 Hz-20 Hz (Pohar and Farrah,
2019). Sin embargo, la frecuencia de 5Hz presenta una respuesta antidepresiva
similar a la frecuencia de 15Hz (Philip et al., 2016). En este sentido, nuestroequipo
de trabajo encontro que la EMTr a 5 Hz también tiene efectos en la neurogénesis y
en la plasticidad estructural del giro dentado en el hipocampo (Meneses-San Juan

D., et al., en proceso).

Neuroplasticidad
La Organizacion Mundial de la Salud (1982), define el término neuroplasticidad

como la capacidad de las células del sistema nervioso para regenerarse
anatomica y funcionalmente, después de estar sujetas a influencias patoldgicas,
ambientales o del desarrollo, incluyendo traumatismos y enfermedades (OMS,
1982).

A nivel neuronal los cambios estructurales pueden ser visualizados a través de un
incremento del arbol dendritico y del nimero de espinas dendriticas, que facilitan y
fortalecen los contactos sinapticos y en consecuencia la comunicacion entre las
neuronas (Fortin et al., 2002). El aprendizaje puede considerarse como una
modificacidn estructural y funcional del sistema nervioso que da como resultado un

cambio en la conducta relativamente permanente (Knierim, 2015).

Existe evidencia que indica que el cerebro de personas con depresion experimenta
cambios estructurales y funcionales a nivel celular. En estudios postmortem y en
trabajos realizados con animales de laboratorio se ha observado disminucion en la
dendritogénesis, perdida en la conectividad de las neuronas del hipocampo y de la
corteza prefrontal, disminucion en las espinas dendriticas de estas células, asi
como una marcada atrofia neuronal y disminucion en el volumen de estas

estructuras (Adriana, 2012)
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Remodelacion de espinas dendriticas
Los cambios en el remodelamiento de las dendritas y las pequefas protuberancias

de la superficie dendritica denominadas "espinas" son el sitio principal de la mayoria
de las sinapsis excitadoras, forman parte de las formas de neuroplasticidad en el
cerebro que esta involucrada en el proceso patologico de la depresion. Este
fendmeno es muy sensible a estimulos ambientales (como el estrés y los farmacos)
y se encuentra ampliamente desarrollado en estructuras del sistema limbico (Diaz
& Gonzales, 2012).

Las espinas dendriticas se clasifican cominmente en subtipos morfolégicos de
acuerdo con el tamafio y la relacion proporciones de la base, cabeza y cuello
(Duman & Duman 2014). Los cinco tipos mas comunmente categorizados son: filo-
filiforme, long thing- largas delgadas, thing- delgadas, stubby-gruesas y mushroom-
tipo hongo (Figura 1) (Risher et al., 2014). Las formas largas delgadas y las espinas
largas de tipo filiforme son muy méviles y ayudan en el inicio del contacto sinaptico
(Figura 1). Las espinas gruesas carecen de una distincion clara entre cabeza y
cuello y se consideran un tipo inmaduro (Figura 1). Espinas delgadas, son
consideradas inmaduras con un estrecho cuello y una cabeza relativamente
pequefia (Figura 1). Por el contrario, las espinas tipo hongo son completamente
maduras, mucho mas estable y contiene una gran cantidad de neurotransmisores
receptores para mantener altos niveles de actividad sinaptica (Figura 1) (Duman &
Duman 2014; Risher et al., 2014). Para visualizar las espinas se lleva ocupando
durante méas de un siglo, el método de Golgi-Cox que es una de las técnicas
histolégicas mas eficaces para visualizar la morfologia de las neuronas y sus
procesos. La técnica se basa en la impregnacién de neuronas con nitrato de plata,
de modo que las estructuras finas de los procesos neuronales, incluidas las

dendritas y las espinas dendriticas, se revelan con mucho detalle (Du, 2019).
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Fig. 1. Clasificacion de las espinas dendriticas. A) Los cinco tipos mas cominmente
categorizados son: filo- filiforme (rojo), long thing- largas delgadas (amarillo), thing- delgadas
(amarillo claro), stubby-gruesas (verde) y mushroom- tipo hongo (azul). B) Foto de una dendrita
secundaria de una neurona piramidal en la corteza visual de raton (barra de calibracion 5um).

Tomada y modificada de Risher et al., 2014.

Neurogénesis
El estudio de la generacién de neuronas en el cerebro adulto tiene sus inicios en los

trabajos del doctor Joseph Altman. En esos trabajos se report6 la presencia de
células que incorporaron timidina tritiada en el giro dentado del hipocampo adulto de
roedores (Altman, 1965; Baptista et al., 2018).

El proceso de neurogénesis incluye diferentes eventos que son:

1. Proliferacién asimétrica de las células troncales o tipo 1. Estas células
troncales con caracteristicas de la glia radial (Kempermann et al., 2004;
Duan et al., 2015), tienen filamentos intermedios como la nestina y la
proteina acida fibrilar glial, (GFAP, por sus siglas en inglés). Durante su
division dan origen a una célula tipo 1 y a una célula tipo 2. La morfologia
de estas células se caracteriza por tener una proyeccion radial hacia la
capa molecular (CM) y el soma localizado en la zona subgranular
(ZSG). También, es parecida a las células de la glia, con un citoplasma
triangular, alargado o anguloso que alcanza la capa de células

granulares. (Kempermann et al., 2004). Hallazgos como los
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de Song H. et al. (2002), demostraron que los astrocitos adultos del
hipocampo son capaces de regular la neurogénesis para que adopten un
destino neuronal. También regulan la formacion de sinapsis y la transmision
sinaptica, lo cual refuerza que los astrocitos tienen un papel regulador activo,

mas que meramente un papel de apoyo (Kempermann et al., 2014).

2. Proliferacion simétrica de las células progenitoras tipo 2. Estas células
forman a la poblacion de rapida amplificacion y se caracterizan de expresar
la proteina GFAP y el factor de transcripcion asociado a multipotencia
Sox2. La morfologia de estas células se caracteriza por proyecciones
cortas y alineadas de manera horizontal a la capa granular del GD.
Ademas, expresan de manera temporal diferentes marcadores proteicos
que permiten hacer una subclasificacion en células 2a (que expresan GFAP
y Sox2) y en células 2b que expresan a la proteina doblecortina y al factor
de transcripcién NeuroD (Kempermann et al., 2004). De tal modo que las
células tipo 2b dan origen a las células tipo 3 o neuroblastos (Kempermann
et al., 2004). Estas células muestran caracteristicas de células progenitoras
ya que algunas de ellas co-expresan Ki-67 (un marcador de proliferacién
celular) y por lo tanto son capaces de dividirse (Esposito et al., 2005;
Cimadamore et al., 2013). Por ultimo, el tipo celular 3, el cual expresa
doblecortina y NeuN. Los tres tipos celulares expresan la proteina
polisializada de NCAM (PSA-NCAM) (Kim et al., 2014) (Figura 2).

3. Generacion de neuronas inmaduras. Las células tipo 3 se caracterizan por
expresar a la proteina doblecortina (DCXx), que se asocia a los microtibulos
(Plumpe et al., 2006). Estas células pueden permanecer como neuroblastos
o bien, salir del ciclo celular para dar origen a las neuronas inmaduras que
expresan la proteina DCx en sus arboles dendriticos y en las fibras
musgosas que proyectan hacia CA3 (Knierim et al., 2015). Posteriormente,
las células de nueva generacion expresan a la proteina calretinina y
contindan con su fase de maduracion (Kempermann et al., 2004; Brandt et
al., 2003). Las primeras conexiones con CA3 ocurren dentro de los

primeros 4-10 dias
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después del nacimiento de una nueva célula (Markakis et al., 1999), durante
las cuales estas nuevas células empiezan a recibir aferencias GABAérgicas
y no glutamatérgicas (Esposito et al., 2005; Overstreet et al., 2005; Ge et al.,
2006) por lo que el neurotransmisor GABA juega un papel crucial para el
desarrollo dendritico de estas células.

4. Maduracién neuronal. En este punto las neuronas de nueva generacion
adquieren un fenotipo maduro y expresan a la proteina calbindina
(Kempermann, 2012). Esta proteina se localiza en las fibras musgosas y en
la capa granular. Ademas, las neuronas maduras presentan caracteristicas
electrofisiolégicas, como es la generacion de potenciales de accion
presentes en las células granulares del GD. La calbindina se expresa en
todas las neuronas maduras del GD, en la mayoria de las neuronas
piramidales de CA1y CA2 y se usa como marcador de la Ultima etapa de la
neurogénesis adulta, para marcar neuronas granulares maduras (Dominguez
et al., 2003), pero no junto a PSA-NCAM (Dominguez et al., 2003) ni junto a
calretinina que marcaba también neuronas postmitéticas inmaduras (Nacher,
et al., 2002; Brandt et al., 2003) (Figura 2).

El proceso descrito anteriormente sugiere que conforme ocurre la proliferacion,
migracion y diferenciacién las nuevas neuronas se van incorporando al lugar que
ocupara permanentemente y que durante este proceso existe una expresion
transitoria de proteinas que sirven como marcadores de cada etapa del proceso

(Kempermann, 2012).
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Fig. 2. Linajes celulares encontrados en la ZSG del GD en el hipocampo. Los astrocitos radiales
(células tipo 1) son considerados las células madre neurales de esta region, las cuales dan origen a
precursores neuronales (células tipo II) que migran hacia las capas superiores, donde se diferencian
en neuronas maduras (granulares posnatales). Este proceso dura aproximadamente 28 dias y
durante el transcurso del mismo los progenitores subgranulares expresan diferentes marcadores

moleculares que permiten realizar su tipificacion. Tomada y modificada de Kempermann, 2012

Analogos de latimidina
Las células en replicacion se someten a la sintesis de ADN en la fase S del ciclo

celular, en ese momento pueden insertarse analogos de la pirimidina
desoxinucleésido timidina en el ADN en replicacion, marcando eficazmente las
células en divisién permitiendo su caracterizacion (Cavanagh et al., 2011). Los
analogos de timidina se pueden detectar mediante una variedad de métodos que
incluyen radiodeteccion para timidina tritiada, inmunodeteccion para
bromodesoxiuridina (BrdU), clorodesoxiuridina (CldU) y yododesoxiuridina (IdU), y
deteccion quimica de etinildesoxiuridina (EdU) (Tuttle et al.,, 2010). Se pueden
lograr resultados O6ptimos en multiples tipos de tejidos, incluidos pancreas, piel,
intestino, higado, suprarrenales, testiculos, ovario, tiroides, ganglios linfaticos y



cerebro y en este sentido, la administracion secuencial de analogos de timidina
representa un enfoque novedoso para estudiar los origenes y la supervivencia de
las células (Tuttle et al., 2010).

Antecedentes

Dentro del trastorno depresivo se ha descrito en pacientes que tiene una incidencia
de 47% de presentar algun grado de deterioro cognitivo, y que puede estar asociada
a un deterioro en las cortezas frontales asi como en regiones del sistema limbico,
como lo es el hipocampo (Maramis et al., 2021), por ello en los modelos animales
con ECI se ha corroborado que este modelo genera deterioro en el proceso de
aprendizaje y memoria en los animales (Luo et al., 2016). De manera interesante se
han estudiado y demostrado las correlaciones entre la formacion de la memoria y
los cambios funcionales y estructurales de las espinas dendriticas (Nishiyama,
2019).

La investigacion en modelos animales de estrés crénico, muestran que el estrés
disminuye la densidad de espinas dendriticas en estructuras limbicas como el
hipocampo (Qiao et al., 2018), ademas de modificaciones en su morfologia y funcion
(Duman & Duman 2014), que estan relacionadas con la generacién de conductas
tipo depresivas. Ademas de los cambios estructurales en las espinas, también se
ha encontrado que la complejidad de los arboles dendriticos de neuronas del
hipocampo y la corteza entorrinal, disminuyen en modelos animales de estrés (Dioli
etal., 2019). Por otro lado, estos cambios estructurales en las dendritas y sus espinas
pueden estar relacionados con cambios a nivel de formacién de sinapsis en el
sistema limbico (Diaz & Gonzales, 2012). De igual manera, dentro de nuestro equipo de
trabajo en un protocolo de ECI y tratados con EMTr 5Hz se encontré que tanto el nimero
total como el tipo de espinas maduras se encuentra disminuida por el protocolo de ECI y
gue dichas alteraciones pueden ser revertidas con el tratamiento de EMTr 5Hz (Rocha-
Martinez et al., en proceso). A nivel morfolégico, la plasticidad neuronal del giro
dentado del hipocampo se refleja por cambios en las espinas dendriticas y, también

por la adicion de neuronas nuevas y funcionales.

El proceso de neurogénesis ha tomado gran relevancia en los ultimos afios para el

estudio del trastorno depresivo mayo, postulando asi la hipétesis neurogénica de la
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depresion que se postulo en base a tres observaciones. Primero, el estrés es un
factor de riesgo para el desarrollo de depresion y esta asociado con reducciones en
el volumen del hipocampo; el estrés también reduce la neurogénesis en el
hipocampo. En segundo lugar, la mayoria de los antidepresivos generalmente
requieren un periodo de varias semanas para ejercer su accion beneficiosa, similar
al periodo de tiempo que los precursores neuronales del recién nacido necesitan
para integrarse y contribuir como neuronas funcionales a los circuitos de DG del
adulto. En tercer lugar, el tratamiento con antidepresivos y los aumentos resultantes
en los niveles de serotonina, por ejemplo, promueven la proliferacion celular y la
generacion de nuevas neuronas en el hipocampo (Lucassen et al.,2016). Dada la
clara asociacion entre el estrés, las reducciones de volumen del hipocampo y el
trastorno depresivo mayor, no fue una sorpresa que los antidepresivos
farmacoldgicos, pudieran afectar la neurogénesis del hipocampo en varios modelos
animales (Micheli et al.,2018).

Por otra parte, nuestro equipo de trabajo ha generado evidencia de los cambios
neuroplasticos a nivel estructural y celular que provoca la EMTr a 5Hz en un modelo
murino de depresion, donde el tratamiento con EMTr no solo ha demostrado su
capacidad para revertir conductas tipo depresivas sino también la capacidad para
modificar el microambiente neurogénico impactando en diferentes etapas como es
el incremento en el nimero de células radiales en los ratones que recibieron la EMTr
comparado con sus grupos Sham y ECI (Figura 3b). En el mismo sentido, se
encontré que se favorece la etapa de proliferacion (Figura 3c), los estadios
intermedios identificados con la proteina doblecortina (Figura 3d). Finalmente se
encontrd el incremento del volumen de las fibras musgosas, que son un conjunto
de axones provenientes de neuronas del giro dentado y que proyectan hacia CA3,
y en el curso temporal de la neurogénesis del hipocampo las neuronas del recién
nacido envian sus axones a través del tracto de fibras musgosas modificando asi
el volumen de éstas (Ramirez-Rodriguez et al., 2018) (Figura 3fy

g) (Meneses-San Juan D., et al., en proceso).
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Fig. 3. Efectos de tratamientos antidepresivos y neurogénesis. A) etapas de la neurogénesis
gue se estudiaron, b) glia radial, c) resultados de Ki67, d) total de doblecortinas, e) clasificacién por
categorias del marcador doblecortina, f) volumen total de las fibras musgosas y g) volumen total de
fibras musgosas la region supra. (Meneses-San Juan D., et al., en proceso).

Los trabajos antes mencionados apuntan a que la neurogénesis es un blanco para
la EMTr, sin embargo, no se ha demostrado la dependencia de sus efectos tipo
antidepresivos de la produccion de nuevas neuronas. Para ello es necesario
utilizar herramientas que permitan disminuir o suprimir la neurogénesis. Entre
estas estrategias se encuentran la irradiacion del hipocampo y la administracion

sistémica



de farmacos utilizados para tratar algunos tumores cerebrales como el caso de la

temozolomida (TMZ).

Supresion de la neurogénesis

Rayos X
Las terapias con rayos-X son comunmente conocidas para tratar diferentes tipos de

canceres pues elimina éstas células, y de manera paralela fue de las primeras
técnicas descritas como un supresor de la neurogénesis (Santarelli et al., 2003),
pero dada su inespecificidad al no solo destruir o retrasar el crecimiento de las
células cancerosas y las progenitoras, sino también afectar a las células sanas
adyacentes como son las neuronas y las células gliales ya formadas, dafiandolas y
causando efectos secundarios como apoptosis de estas células, incrementando en
citocinas proinflamatorias, un déficit cognitivo, dolores de cabeza etcétera (Madsen
et al., 2003).

Temozolamida (TMZ)
La TMZ fue desarrollado por primera vez a principios de la década de 1980 en la

Universidad de Aston en Gran Bretafia, recibio la aprobacion acelerada de la FDA
en 1999 como tratamiento contra los astrocitomas anaplésicos (Friedman et al.,
2000). Después de la administracion oral, la TMZ se absorbe facilmente en el
intestino delgado, con una buena penetracibn de la barrera hematoencefalica
debido a su pequefio tamafio (194 Da). Posteriormente sufre una conversion
intracelular mediante hidrolisis en un potente agente metilante llamado metil
triazeno imidazol carboxamida (MTIC). EI MTIC adiciona grupos metilo (alquilacion)
a guanina en los sitios N7 y O6, y a la adenina en el sitio O3. Esto provoca la
sustitucién de timina por citosina durante la replicacion del ADN, lo que crea un par
de bases no coincidentes. Esto, a su vez, desencadena la via de reparacion del
ADN pero da como resultado la formacion de enlaces cruzados inapropiados del
ADN, detencion de las células en la fase del ciclo celular G2 y conduce a la
apoptosis porque los mecanismos de reparacion celular no pueden ajustarse a la

base metilada (Figura 4) (Schreck. 2018). La TMZ, al ser un farmaco especifico de
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las células en division celular y tener pocos efectos secundarios, se considera como
una buena alternativa para suprimir la neurogénesis hipocampal (Garthe et al.,
2009).

Apoptosis

Temozolamida

(metabolito activo)

) F* vetiacion de A e

DNA
DNA

W
D

O e
NI e

Fig. 4. Mecanismo de accién de la TMZ. Proceso que lleva acabo la TMZ ya dentro de la célula y

039NN

por la cual lleva a cabo su accion. (Tomada y modificada de Schreck. 2018).

II. Justificacion
La EMTr como tratamiento para el trastorno depresivo mayor es una alternativa

terapéutica para la depresién. En modelos animales de estrés se ha evidenciado
que la EMTr produce efectos tipo antidepresivos, asi como modular cambios en el
proceso neurogénico. Sin embargo, no se ha determinado si los efectos tipo
antidepresivos provocados por la EMTr dependen totalmente de la neurogénesis o
de otros eventos de la neuroplasticidad. Considerando lo anterior, en este proyecto
la pregunta de investigacion de este trabajo es ¢Dependeran los efectos tipo
antidepresivos de la EMTr a 5 Hz del incremento en la neurogénesis o de otras

modificaciones estructurales como son la formacion de las espinas dendriticas?
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[ll. Hipotesis
Los efectos tipo antidepresivos de la EMTr requieren de la generacion de neuronas

en el giro dentado del hipocampo en roedores hembra de la cepa Balb/C expuestos

a estrés cronico impredecible.

IV. Objetivos

General
Estudiar si los efectos tipo antidepresivos de la EMTr dependen de la neurogénesis

hipocampica en roedores Balb/C.

Especificos
e Determinar los efectos de la EMTr a 5 Hz en conductas asociadas con la

depresion y en conductas asociadas con el proceso de aprendizaje-memoria

e Cuantificar la supervivencia celular, los estadios de proliferacion (Ki67), los
estadios intermedios cuantificando las células que expresen doblecortina (DCx),
asi como la complejidad dendritica de las nuevas neuronas inmaduras.

¢ Cuantificar el nimero de espinas dendriticas y analizar su clasificacion por estado
de maduracion.

e Realizar los analisis de correlacion de las conductas tipo depresivas con las

modificaciones en el proceso de neurogénesis.

V. Metodologia:

Disefio experimental
Se utilizaran 35 ratones hembra de la cepa Balb/C de 8 semanas de edad, los

animales seran colocados en grupos de siete roedores, en cajas con medidas de 27
x 16 x 23 cm en condiciones de humedad y temperatura controladas, ciclos de luz-
oscuridad cada doce horas y serdn expuestos al protocolo de ECI para inducir
conductas tipo depresivas previo al tratamiento de cuatro semanas con EMTr a 5
Hz. Los roedores tendran acceso libre al alimento y agua, a excepcion de los
periodos de exposicion al protocolo de ECI. Los grupos experimentales seran: 1)
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Control, 2) ECI, con el vehiculo de la TMZ y sin EMTr), 3) ECI, con el vehiculo de la
TMZ y con EMTr, 4) ECI con TMZ y 5) ECI con TMZ mas EMTr (Tabla 1).

Tabla 1

TMZ VEH (NacCl) EMTr

Control

Para la supresion o disminucion de la neurogénesis se inyectd la TMZ durante tres
dias consecutivos por dos semanas. La TMZ se administré por via interperitoneal a
una dosis de 25mg/kg disuelto en NaCl 0.9% vy, se les inyecto 5-cloro-2'-
desoxiuridina (CldU) a una dosis de 42.5mg/kg diario durante tres dias seguidos
dos horas después de la TMZ (Figura 5). Una vez concluidas las dos semanas con
TMZ se comenzo la intervencion con EMTr 5Hz utilizando el estimulador Mag Pro
R30 y una bobina refrigerada. Previamente se determiné el umbral motor (UM) por
individuo y durante las primeras tres sesiones se administré 5-yodo-2'-desoxiuridina
(IdU) a una dosis de 57.5mg/kg dos horas después de las sesiones con EMTr 5Hz
(Figura 5), sin anestesia. Una vez que las conductas tipo depresivas se hayan
presentado, entonces se iniciard con la aplicacion de la EMTr 5 Hz. Una vez
concluido el tratamiento durante cuatro semanas en las que se habran de aplicar un
total de 20 sesiones, se aplicara una bateria de pruebas conductuales asociadas
con comportamientos tipo depresivos (splash test-motivacion, nado forzado-
desesperanza) y cognitivos (reconocimiento de objeto novedoso y cambio de
localizacion). Finalmente, dos horas después de la ultima prueba, los ratones
fueron eutanizados por decapitacion recolectando el cerebro para el
procesamiento de las muestras (Figura 5). A lo largo del experimento se hicieron
evaluaciones del estado



de pelaje de los ratones una vez por semana como una medida de las alteraciones

inducidas por el ECI en el autocuidado. Posterior al sacrifico se tomaron frotis

vaginales para determinar la fase del ciclo estral de las ratonas de cada grupo.

l EMTr

Sacrificio

Aclimatacién ECI Conducta
| | | | ] | @ l | l | | |
[ I I I I BRI I I | | |
0 1 2 4 5 70w 8 9 10 11

3 (] 6

Figura 5. Disefio experimental

Estrés crénico impredecible

La exposicion al ECI fue adaptada del protocolo original propuesto por Willner y

colaboradores 1992 y del protocolo modificado de Vega Rivera y nuestro equipo de

trabajo en el 2016. Los ratones fueron expuestos a dos O tres estresores

diariamente durante diez semanas (Tabla 2).

Tabla 2
Estresor Tiempo (hrs) Estresor Tiempo (hrs)
Apagar luces 3 Luz estroboscépica 6
Restriccién de 1 Caja inclinada (45 °) 3
movimiento
Caja en rotacion (35- 1 Cama mojada 6
45 rpm)
Luz encendida 8 Hacinamiento 1
Frio (4 °C) 1 Olor a rata 3
Ruido blanco 3 Privacion de comida 12
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Estimulacion magnética transcraneal
Se utilizé un estimulador Mag Pro R30 y una bobina refrigerada, con los que se

identificé el umbral motor (UM) por individuo, sin anestesia. Con referencia a este
valor se obtuvo la intensidad para la exposicion de los estimulos de cada individuo
(UM= 28-34 %). Los ratones fueron estimulados a partir de la cuarta semana del
protocolo de ECI, se aplicaron treinta trenes de estimulacion de 5 Hz (Armas-
Castafieda et al. 2015) por dia para cada sujeto en la CFDLI, con el fin de revertir
las conductas depresivas presentadas en los ratones. Cada tren incluyé 10
estimulos, con intervalos de 10 segundos entre trenes de estimulacion. La bobina
fue colocada sobre la cabeza del raton y paralela a la columna vertebral. Para los
ratones del grupo “Sham”, se expuso a las mismas condiciones, pero se evitaron
los pulsos utilizando un bloque de acrilico de 20 cm de grosor.

Pruebas conductuales

Para evaluar conductas tipo depresivas en los ratones bajo el protocolo de ECl y la
exposicion a los tratamientos antidepresivos, se utilizaron las siguientes pruebas
conductuales: Rotarod, Prueba de acicalamiento artificial o “Splash test” (ST) y
Nado forzado (NF), ademas, durante todo el experimento se evalu6 el estado de
pelaje de los individuos, también se evaluaron conductas de ansiedad con las
pruebas de cambo abierto y el laberinto elevado en cruz; finalmente se realizaron
pruebas para evaluar memoria y aprendizaje, que fueron la de localizacion de objeto
y reconocimiento de objeto novedoso. Todas las pruebas se realizaron en el periodo
de actividad de los ratones (fase oscura) y media hora antes de iniciar cada prueba,
los organismos fueron trasladados al lugar donde se hizo el registro con el fin de
gue se aclimataran al cuarto de conducta. EI comportamiento de los animales en
cada una de las pruebas fue videograbado, los datos resultantes fueron analizados

con el programa de registro conductual “Anymaze version 5.14”.

Estado de pelaje (EP)
El EP de todos los individuos se registré6 semanalmente durante todas las semanas

del experimento. EI EP de los ratones fue evaluado como una medida de las
alteraciones inducidas por el ECI en la motivacion hacia el comportamiento de
autocuidado. En trabajos anteriores se ha reportado que ratones expuestos a ECI

muestran una degradacion progresiva de su EP, lo cual es uno de los indices mas
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replicables de las alteraciones inducidas por el ECI y que ha sido validado
farmacol6gicamente como un parametro Util para estudiar el inicio de las terapias
antidepresivas (Santarelli et al. 2003; Surget et al. 2008; Tanti et al. 2012). El puntaje
del EP se baso en los parametros propuestos por Tanti et al, (2012), donde el valor
de O representa un estado bueno (piel lisa y brillante, sin parches en el pelaje), el
0.5 uno intermedio (pelaje ligeramente mullido con algunos parches) y el 1, un
estado muy malo (pelaje esponjoso en la mayor parte del cuerpo con ligeras

manchas en la piel.

Rotarod
Veinticuatro horas después de terminado el protocolo de ECI y la aplicacién de los

tratamientos, los organismos fueron puestos a prueba en una sesion en el Rotarod,
para evaluar su coordinacion motora. Se utilizé un protocolo de aceleracion continua
con un aumento de la velocidad del cilindro de 0 a 20 revoluciones por minuto (rpm)
como maximo. Al final el parametro registrado fue el tiempo de permanencia en el
Rotarod

Campo abierto (Ca)

Esta prueba se ocupé con la finalidad de evaluar conductas ansiosas, pues se
provoca un comportamiento ansioso al colocar a un sujeto solo en un espacio
abierto (agorafobia) y nuevo sin la posibilidad de escapar. Los ratones se colocaron
en una caja de 43.5x30.5x20 cm. El comportamiento de los roedores se grabo con
un video camara (SONY) durante cinco minutos. Los parametros que se evaluaron
fueron el nimero de cruces por el centro, asi como el tiempo que pasaba en la
periferia y en el centro; el animal se coloca en una esquina y posteriormente se hace
la grabacion durante 5 minutos.

Laberinto elevado en cruz (LEC)

El laberinto esta conformado por dos brazos abiertos uno frente al otro de 50 cm de
largo x 10 cm de ancho, son dos brazos laterales conectados por un centro, con
otros dos brazos cerrados del mismo tamafo, con paredes lisas y sin techo, elevado
a 50 cm del suelo. Los ratones fueron colocados en el centro del laberinto con
orientacién de la cabeza del raton hacia algun brazo abierto, y se toma un videode

5 minutos. Las conductas que se midieron con esta prueba fueron: frecuencia de
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entrada en brazos abiertos, asi como el tiempo que permanece ahi y las mismas
medidas para los brazos cerrados. Con el fin de evaluar conductas asociadas a
rasgos de ansiedad

Localizacion de objetos (LO)

La LO es una prueba que proporciona informacion de memoria espacial
dependiente del hipocampo. La tarea se basa en preferencia intrinseca de un animal
por la novedad sin refuerzo externo adicional y, por lo tanto, normalmente puede
evitar las complicaciones asociadas con respuestas emocionales diferencial. Se
realiza el mismo dia las tres sesiones, con una duracion de 5 minutos cada sesion
con intervalos de 15 minutos. La primera sesion es un campo abierto, la segunda
sesidn se expone a los animales a dos objetos exactamente iguales y la sesion final
uno de los objetos se cambia por otro de caracteristicas diferentes. En esta prueba
se realizaron dos tipos de analisis, el primero comparar el porcentaje de tiempo de
exploracion entre ambos objetos, siento el objeto 1 (O1) el que se queda en el
mismo lugar, y el objeto 2 (02), el que se cambia de posicion, para cada grupo, la
segunda comparacion del indicé de discriminacion (ID), que va de 1 a -1, siendo
gue valores cercanos a -1 indicarian que prefiere el objeto que no se mueve, y
valores cercanos a 1 que prefiere al que se cambia de posicién.

Reconocimiento de objeto novedoso (RON)

El RON es una prueba utilizada para la investigaciéon de diversos aspectos del
aprendizaje y la memoria en ratones. Se realiza el mismo dia las tres sesiones, con
una duracion de 5 minutos cada sesion con intervalos de 15 minutos. La primera
sesion es un campo abierto, la segunda sesién se expone a los animales a dos
objetos exactamente iguales y la sesion final uno de los objetos se cambia por otro
de caracteristicas diferentes. Es un paradigma, basado en la tendencia natural de
los roedores a explorar mas las cosas novedosas que las familiares. Se basa
totalmente en el compartimiento espontaneo de los roedores, esta prueba permite
estudiar la memoria. En esta prueba se realizaron dos tipos de analisis, el primero
comparar el porcentaje de tiempo de exploracién entre ambos objetos, siento el
objeto 1 (O1) el que el mismo objeto que en la primera sesion, y el objeto 2 (02),
el que se cambia, para cada grupo, la segunda comparacion del indicé de
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discriminacion (ID), que va de 1 a -1, siendo que valores cercanos a -1 indicarian
gue prefiere el objeto que no se queda igual, y valores cercanos a 1 que prefiere al
novedoso.

Splash test (ST)

La prueba de ST evalla conductas de autocuidado como lo es el acicalamiento.
Para ello se roci6 el pelaje dorsal de cada animal con una solucion de Sacarosa al
30 %. Después de ello se dejé vaporizar dicha solucidén por un tiempo aproximado
de uno a dos minutos. Posterior a ello, los organismos fueron grabados en su “caja
hogar” por un periodo de 5 minutos, para contabilizar el tiempo total de
acicalamiento y la latencia al primer episodio de acicalamiento.

Nado forzado (NF)

Como ultima prueba se realizé el NF para evaluar “desesperanza” como una
conducta tipo depresiva; se utilizé un cilindro de cristal con 30 cm de alto y 8 cmde
didmetro, el cual se llend aproximadamente a los 15 cm con agua a temperatura
ambiente (+ 33°C). La prueba se realiz6 en una sola sesion con una duracion de 6
minutos por organismo. El agua se cambio entre cada sujeto y el parametro que se
analizé fue el tiempo de desesperanza total (90 % inmovilidad por un periodo
minimo de 2500 ms), el nUmero de episodios de desesperanza y el tiempo total de
inmovilidad.

Eutanizacion

Al finalizar las pruebas conductuales, los ratones fueron eutanizados por
decapitacion. Los cerebros fueron colocados en una solucién de paraformaldehido
al 4% vy al dia siguiente éstos fueron transferidos a una solucioén de sacarosa al 30%.
La mitad izquierda de los cerebros fue destinada para inmunohistoquimicas por lo
gue fueron seccionados en un microtomo Leica SM 2010R para obtener cortes
sagitales de 40 micras de espesor. Los cortes fueron colocados en placas de 96
pozos que contenia solucién crioprotectora (25% de glicerol y 25% de etilenglicol) y
se almacenaron a 4°C. La otra mitad se optuvo tejido para deteccionde proteinas
por western blot y para la impregnacion de metales pesados por la técnica del de
Golgi Cox
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Supervivencia de nuevas células
Para evaluar la supervivencia de nuevas células, se utilizaron los analogos de

timidina CldU e IdU y se identificO en el tejido por medio de la técnica de
inmunohistoquimica con diaminobemzidina (DAB). Los tejidos, fueron tratados con
una solucion de HCI al 2N durante 30 minutos a 37°C, posteriormente lavados con
buffer de boratos pH 8.5, seguido de la incubacion en una solucion de bloqueo
durante 30 minutos, para finalmente colocar el anticuerpo primario de ratén anti-
BrdU (1:500) durante una noche a 4°C. Al dia siguiente se agregaron los anticuerpos
secundarios correspondientes, biotinilado anti- raton (1:250) y el biotinilado anti- rata
(1:250). Dos horas después el tejido se incub6 con el complejo AB (Vector) y
finalmente la reaccion antigueno anticuerpo se revelé con DAB. Los cortes fueron
montados con el medio neomount y se dejaron secar para realizar la cuantificacién
de las células positivas tanto a CldU como IdU en el giro dentado del hipocampo.
Doblecortina (DCx)

Se utilizo para evaluar los estadios intermedios de la DCx y se identificd en el tejido
por medio de la técnica de inmunohistoquimica con diaminobemzidina (DAB). Los
tejidos, fueron tratados con un Buffer de citratos durante 30 minutos a 90°C, seguido
de la incubacién en una solucion de bloqueo durante 30 minutos, para finalmente
colocar el anticuerpo primario de ratén anti-DCx (1:500) durante una noche a 4°C.
Al dia siguiente se agregaron los anticuerpos secundarios correspondientes,
biotinilado anti- cabra (1:250). Dos horas después el tejido se incubé con el complejo
AB (Vector) y finalmente la reaccién antigueno anticuerpo se revel6 con DAB. Los
cortes fueron montados con el medio neomount y se dejaron secar para realizar la
cuantificacion de las células positivas a DCx en el giro dentado del hipocampo, asi

como su clasificacion por morfologia.

Proliferacion (Ki67)
Se utilizé para evaluar los estadios de proliferacion con ki67 y se identificé en el

tejido por medio de la técnica de inmunohistoquimica con diaminobemzidina
(DAB). Los tejidos, fueron tratados con un Buffer de citratos durante 30 minutos a
90°C, seguido de la incubacion en una solucién de bloqueo durante 30 minutos,
para finalmente colocar el anticuerpo primario de raton anti-Ki67 (1:1000) durante

una noche a 4°C. Al dia siguiente se agregaron los anticuerpos secundarios
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correspondientes, biotinilado anti- conejo (1:250). Dos horas después el tejido se
incubo con el complejo AB (Vector) y finalmente la reaccion antigeno anticuerpo se
revelé con DAB. Los cortes fueron montados con el medio neomount y se dejaron
secar para realizar la cuantificaciéon de las células positivas a Ki67 en el giro

dentado del hipocampo.

Golgi Cox
En este trabajo la técnica de impregnacion se realiz6 con el Kit FD Rapid GolgiStain

TM de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Al finalizar la impregnacion, el
tejido se seccion6 en un microtomo Leica SM 2010R para obtener cortes sagitales
de 150 micras de grosor y se seleccionaron los cortes que presentaron secciones

del hipocampo para poder visualizar el giro dentado del mismo. La cuantificacion se

hizo en neuronas del giro dentado del hipocampo en las que se identificara una
dendrita secundaria, ahi se tomaron fotos con el objetivo de 100x para su posterior
andlisis en 10um, con el software Reconstructor y se realizo la clasificacion en base
a su estado de maduracion; esta clasificacion nos permite obtener cinco tipos de
espinas 1) Filo- filiforme, 2) Long thing- largas largas delgadas, 3) Thing- delgadas,
4) Stubby-gruesas y 5) Mushroom- tipo hongo.

Estadistica
Para evaluar las diferencias en los distintos parametros medidos entre los diferentes

grupos experimentales, se realizaron ANOVAS de una via o de dos vias de medidas
repetidas, seguidas de la prueba pos hoc de Bonferroni considerando un nivel de
significancia de a=0.05. Para evaluar las diferencias de los parametros medidos
entre los controles negativos (grupo ECI) de cada cepa, se utilizé una prueba de t
de Student. El analisis estadistico se realiz6 con ayuda del programa estadistico

Graph Prisma 6 u 8.
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VI. Resultados
Conducta

1. Estado de pelaje (EP)
En el EP analizado cada semana durante todo el protocolo se observaron
diferencias en cada uno de los grupos excepto en el grupo control (Figura 6). El
ANOVA de dos vias de medias repetidas reflejo la interaccion entre el factor
tratamiento (factor A) y el tiempo en semanas (factor B) (Fs330=12.207, p<0.001). El
analisis post-hoc indic6 que el grupo ECI+V+Sham incremento el deterioro del EP
de manera significativa a partir de la segunda semana de la aplicacion del ECI,
comparado con la semana 0, y se mantuvo incrementando de manera significativa
hasta la semana 6 permaneciendo el deterioro del EP (Figura 6) (p=0.001). El
grupo ECI+V+E presentd diferencias significativas a partir de la semana 2,
aumentando hasta la semana 4, posteriormente disminuy6é de manera significativa
en la semana 8 comparado con la semana 4 (dos semanas después de haber

iniciado el tratamiento con EMTr a 5Hz) y contindo disminuyendo hasta la semana

10 (Figura 6) (p=0.002). El grupo ECI+T+Sham present6 diferencias significativas
a partir de la segunda semana del protocolo con ECI, comparado con la semana 0,
las cuales siguieron incrementando de manera significativa hasta la semana 6
(Figura 6) (p=0.001) manteniéndose con un valor elevado hasta el final del
protocolo. Por ultimo, el grupo ECI+T+E mostro diferencias significativas a partir de
la segunda semana del protocolo comparado con su semana 0, el aumento contindo
hasta la semana 4 y posteriormente empez6 a disminuir el deterioro del EP en
semana 9 (tres semanas después de empezado el tratamiento con EMTr y continuo
asi la semana restante cuando concluyo el protocolo (Figura 6) (p=0.001).

Ademas, se observd que desde las semanas 3 y 4, los ratones expuestos al ECI
presentaron un deterioro significativo en comparacion con los ratones del grupo Ctrl.
gue no fueron expuestos al ECI (Figura 6) (p=0.001). Sin embargo, en el grupo
ECI+V+E se encontré6 una mejora en el EP en comparacién con el grupo
ECI+V+Sham y el ECI+T+Sham a partir de la semana 8 (Figura 6) (p=0.001). Por
su parte, el grupo ECI+T+E presento valores menores en el EP en la semana 9

comparado con el grupo ECI+T+Sham y en la semana 10 comparado con el grupo
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ECI+V+Sham (Figura 6) (p=0.001).
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Fig. 6. Estado de pelaje. Puntaje del estado de pelaje a lo largo de todas las semanas de los
distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI (estrés crénico impredecible) +V (vehiculo) +Sham,
ECI+V+E (EMTr), ECI+T (TMZ-temozolamida) +Sham y ECI+T+E. * comparacion del mismo grupo
a lo largo del tiempo p<0.0001. + comparacién entre grupos en la S3, S4, S8, S9 y S10, p<0.0001.
ANOVA dos vias, pos hoc Bonferroni. n=7.

2. Rotarod
En la prueba de Rotarod, el analisis de dos vias no mostré una interaccion entre los
dos factores (grupos x reto F4,104=0.380, p=0.929). Aunqgue si se observo un efecto
principal en la sesion de reto (reto Fs,104=6.165, p=0.003) pero no entre los grupos
(F4,104=1.898, p=0.118) (Figura 7).
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Fig. 7. Rotadod. Tiempo de permanencia en el Rotarod en las distintas fases (pre-prueba y fases
de prueba) de los distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y
ECI+T+E. ANOVA dos vias. n=7.

3. Campo abierto

El analisis del comportamiento de los roedores en el campo abierto se encontré que
el nimero de cruces presento diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos control y el grupo tratado con EMTr (p=0.018). Este ultimo grupo presentd
un mayor numero de cruces que los roedores tratados con TMZ (p=0.018) (ANOVA
de una via, entre grupos F4,34=7.617, p<0.001) (Figura 8a). Respecto a las entradas
al centro no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Figura 8b).
Finalmente, el nimero de entradas en la periferia s6lo mostré diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo EMTr y TMZ (Figura 8c) (q=4.758)
(ANOVA en rangos, entre grupos H=13.229, p=0.010).
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Fig. 8. Campo abierto. a) numero de cruces de los distintos grupos experimentales: Ctrl.,
ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05; b) nUmero de entradas al centro de los
distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05;
¢) numero de entradas a la periferia de los distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham,
ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+Er. * p<0.05. ANOVA de una via, pos hoc Bonferroniy ANOVA en
rangos. n=7.

4. Laberinto elevado en cruz

La evaluacion de la conducta relacionada con la ansiedad en el paradigma del
laberinto elevado en cruz reveld que no existen diferencias significativas en el
numero de entradas y tiempo en los brazos cerrados (Figura 9 a, b) (ANOVA de
una via, entre grupos Fs34=3.334, p=0.023) (ANOVA en rangos, entre grupos
H=6.699, p=0.153). Respecto al nimero de entradas en los brazos abiertos tampoco
se encontraron diferencias significativas (Figura 9¢) (ANOVA de una via, entre
grupos Fs,34=1.691, p=0.178). Finalmente, el andlisis del tiempo en brazos abiertos
mostré una diferencia significativa entre el grupo ECI+V+E comparado con el grupo
ECI+T+Sham (Figura 9d) (g=4.021) (ANOVA en rangos, entre grupos H=10.327,
p=0.035).
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Fig. 9. Campo abierto. a) nimero de entrada a los brazos cerrados de los distintos grupos
experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E.; b) tiempo en los brazos
cerrados de los distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y
ECI+T+E; c) nimero de entrada a los brazos abiertos de los distintos grupos experimentales: Ctrl.,
ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E.; d) tiempo en los brazos abiertos de los distintos
grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E.* p<0.05. ANOVA
de una via, pos hoc Bonferroni y ANOVA en rangos. n=7.

5. Localizacion de objetos

El porcentaje de exploracion del grupo control mostré que los roedores prefieren
explorar el O2 (Figura 10a) (t-Student p<0.002) mientras que el grupo ECI+NacCl
mostro que los ratones preferian explorar el O1, y que es significativo (Figura 10b)
(t-Student p<0.004); para el grupo ECI+V+E no se encontraron diferencias
significativas entre ninguno de los objetos (Figura 10c) (t-Student p=0.157). El

grupo ECI+T+Sham se encontraron diferencias significativas en la preferencia del
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O1 (Figura 10d) (t-Student p<0.006). Por ultimo, para el grupo ECI+T+E no se

encontraron diferencias significativas (Figura 10e) (t-Student p=0.528).

El andlisis del ID mostré diferencias significativas del grupo Ctrl. comparado con los
grupos ECI+V+Sham (p=0.026) y ECI+T+Sham (p=0.19) (Figura 10f) (ANOVA de
una via F4,31=5.010, p=0.004)
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Fig. 10. Localizacién de objetos. a) porcentaje de exploracién de ambos objetos del grupo Ctrl *
p<0.05; b) porcentaje de exploraciébn de ambos objetos del grupo ECI+V+Sham * p<0.05; ¢)
porcentaje de exploracion de ambos objetos del grupo ECI+V+E; d) porcentaje de exploracion de
ambos objetos del grupo ECI+T+Sham * p<0.05; ; e) porcentaje de exploracion de ambos objetos
del grupo ECI+T+E;. T-test, n=7; f) indice de discriminacion de los distintos grupos experimentales:
Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05. t-Student y ANOVA de una via,
pos hoc Bonferroni. n=7.

41



6. Reconocimiento de objeto novedoso

Para el porcentaje de exploracion del grupo control se observo que preferian
explorar el O2 de manera significativa (Figura 11a) (Mann-Whitney p<0.001); para
el grupo ECI+V+Sham no se observaron diferencias significativas en ninguno de los
objetos (Figura 11b) (Mann-Whitney p=0.17); para el grupo ECI+V+E se
encontraron diferencias significativas entre explorar mas el O1 (Figura 11c) (t-
Student p=0.001); para el grupo ECI+T+Sham no se encontraron diferencias
significativas (Figura 11d) (t-Student p=0.069); por ultimo, para el grupo ECI+T+E
se encontraron diferencias significativas en la preferencia del O1 (Figura 11d) (t-
Student p<0.001). Para el parametro de ID se observo diferencias significativas por
parte del grupo Ctrl. comparado con los grupos ECI+V+Sham y ECI+T+Sham,
también se encontraron diferencias significativas del grupo ECI+V+E comparada
con los grupos ECI+V+Sham y ECI+T+Sham, y finalmente una diferencia
significativa entre el grupo ECI+T+E comparado con el grupo ECI+T+Sham (Figura
11f) (p=0.001) (ANOVA de una via F4,31=12.540, p=0.001)
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Fig. 11. Reconocimiento de objeto novedoso. a) porcentaje de exploracion de ambos objetos del
grupo Ctrl * p<0.05; b) porcentaje de exploracion de ambos objetos del grupo ECI+V+Sham; c)
porcentaje de exploracion de ambos objetos del grupo ECI+V+E * p<0.05; d) porcentaje de
exploracion de ambos objetos del grupo ECI+T+Sham; e) porcentaje de exploracion de ambos
objetos del grupo ECI+T+E * p<0.05. T-test, n=7; f) indice de discriminacion de los distintos grupos
experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05. t-Student y
ANOVA de una via, pos hoc Bonferroni. n=7.

7. Splash Test
Referente a las conductas hedonicas y de autocuidado, el ST revela que los ratones
gue fueron sometidos al protocolo de ECI+V+Sham tienen una mayor latencia para
iniciar la conducta de acicalamiento, respecto al grupo ECI+V+E (Figura 12a)
(9=3.226) (ANOVA en rangos, entre grupos H=13.048, p=0.011). En cuanto a los

episodios de acicalamiento se encontraron diferencias entre el grupo Ctrl.
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comparado con los grupos ECI+V+Sham y el ECI+T+Sham, también del grupo
ECI+V+E comparado con los grupos ECI+V+Sham y el ECI+T+Sham, y finalmente
del grupo ECI+T+E comparado con el grupo ECI+T+Sham EMTr (Figura 12b)
(p=0.001) (ANOVA de una via, entre grupos F4,34=14.157, p=0.001). Referente a la
duracion total de acicalamiento, existe diferencias por parte de los ratones del grupo
Ctrl. comparado con los grupos ECI+V+Sham y el ECI+T+Sham, y del grupo
ECI+V+E comparado con los grupos ECI+V+Sham y el ECI+T+Sham (Figura 12c)
(p=0.001) (ANOVA de una via, entre grupos Fa34=14.157, p=0.001).
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Fig. 12. Splash test. a)Latencia al primer episodio de acicalamiento de los distintos grupos
experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05; b)Episodios de
acicalamiento de los distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham
y ECI+T+E. * p<0.05; c)Tiempo de acicalamiento de los distintos grupos experimentales: Ctrl.,
ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05. ANOVA de una via, pos hoc Bonferroni
y ANOVA en rangos. n=7

8. Nado forzado

Los resultados de la prueba de NF en ratones con ECI muestran que existe una
reduccién en la latencia al comienzo del primer episodio de inmovilidad, a
comparacion de los ratones Ctrl. (Figura 13a) (p=0.001) (ANOVA de una via, entre
grupos F4,31=7.895, p<0.001). En cuanto al tiempo de inmovilidad total, se observa
gue existe un aumento por parte del grupo ECI+V+Sham, a comparacion del grupo
Ctrl. y el ECI+V+E (Figura 13b) (p=0.016) (ANOVA de una via, entre grupos

F434=4.740, p=0.005). Finalmente, para el pardmetro de episodios de inmovilidad
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se encontr6 que el grupo ECI+V+Sham comparado con el grupo Ctrl. (Figura 13c)
(p=0.026) (ANOVA de una via, entre grupos Fs34=3.441, p=0.020)
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Fig. 13. Nado forzado. a) Latencia al primer episodio de inmovilidad de los distintos grupos
experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05; b) Tiempo de
inmovilidad de los distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y
ECI+T+E. * p<0.05; c) Episodios de inmovilidad de los distintos grupos experimentales: Ctrl.,
ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05. ANOVA de una via, pos hoc
Bonferroni. n=7.

Supervivencia celular
El analisis de la supervivencia celular con el CldU reflejo que el ECI disminuyo

significativamente el nimero de células positivas a CldU (p<0.001) efecto que fue
disminuido aun mas por la administracion de TMZ (p=0.034) (ANOVA de una via,
entre grupos F4,33=31.423, p<0.001) (Figura 14a). Por otro lado, la supervivencia
celular marcada con IdU se encontré que el ECI disminuyo significativamente el
namero de células positivas a IdU (p<0.05) efecto que fue, parcialmente revertido
por la EMTr (p<0.05). Sin embargo, la EMTr no logré revertir los efectos producidos
por la TMZ (p>0.05). Un efecto similar se observo en el grupo que solo recibié la
TMZ (p>0.05). (ANOVA en rangos) (Figura 14Db).
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Fig. 14. Supervivencia celular. a) Células positivas a CldU de los distintos grupos
experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05. ANOVA
de una via, post hoc Bonferroni. n=7. b) C élulas positivas a IdU de los distintos grupos
experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.05. ANOVA
en rangos, post hoc Dunn. n=7.

Estadios intermedios del proceso de neurogénesis (DCx)
En el andlisis de los estadios intermedios del proceso de neurogénesis

analizados con la proteina DCx y para el primer pardmetro a considerar fue

el nimero total de células positivas a DCx en el giro dentado del hipocampo

sin importar la morfologia de las células. Los resultados obtenidos de este
analisis mostraron una disminucion significativa en todos los grupos
experimentales comparados con el control (Figura

15) (p=0.001) (ANOVA en rangos, p=0.001); también se encontré una
disminucién significativa de los grupos ECI+V+Sham, ECI+T+Sham vy
ECI+T+E comparados con el ECI+V+E (Figura 15) (p=0.001) (ANOVA en
rangos, p=0.001); y finalmente una disminucion significativa del grupo
ECI+TMZ+Sham comparado con el ECI+T+E (Figura 15) (p=0.001)
(ANOVA en rangos, p=0.001).

También se realizé la clasificacion por morfologia de acuerdo con la clasificacion de
Pliumpe et al. 2006, que consta de 3 clasificaciones la C1 (Proliferacién), C2
(estadios intermedios) y C3 (Post-mitética). El analisis de varianza de dos vias

mostré la interaccion entre el factor grupos y categoria (Fa,104=4.604, p<0.001).
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Encontrando en la C1 una disminucion significativa en los grupos ECI+V+Sham,
ECI+T+Sham comparados con el control; para la C2 no se encontraron diferencias
y, finalmente para la C3 lo primero que se observa es una disminucion significativa
de todos los grupos comparados con el control, seguido de una disminucion de los
grupos ECI+V+Sham, ECI+T+Sham y ECI+T+E comparados con el ECI+V+E y una
disminuciéon significativa del grupo ECI+T+Sham comparado con el ECI+T+E
(Figura 16).
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Fig. 15. Células positivas a DCx. a) Numero total de células positivas a DCx de los distintos
grupos experimentales: Ctrl.,, ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.0001.
ANOVA en rangos, post hoc Dunnet n=7; b) Clasificacién de DCx en C1 (Proliferacién), C2
(estadios intermedios) y C3 (Post-mitética) de los distintos grupos experimentales: Citrl.,
ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.0001. ANOVA de una via, post hoc
Bonferroni. n=7

Estadios de proliferacion (Ki67)
Dados los resultados obtenidos con el analisis de DCx, se procedi6 a profundizar

en el estudio del estadio de proliferacion del proceso de neurogénesis con el
marcador Ki67, considerando Unicamente las del giro dentado. Se encontré una
disminucién significativa en los grupos ECI+V+Sham y ECI+T+Sham comparados
con el control (Figura 17) (p=0.001) (ANOVA en rangos, p=0.001); esto fue
revertido por el grupo ECI+V+E (Figura 17) (p=0.001) (ANOVA en rangos,
p=0.001) y casi revertido por el grupo ECI+T+E comparado con el grupo
ECI+T+Sham (Figura 17) (p=0.001) (ANOVA en rangos, p=0.001).
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Fig. 17. Total, de células positivas a Ki67. Numero total de células positivas a Ki67 de los
distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. *
p<0.0001. ANOVA en rangos, post hoc Dunnet n=7

Espinas dendriticas
Para el analisis de las espinas dendriticas, el primer parametro a considerar fue el

namero total de espinas en 10um de una dendrita secundaria de una neurona en el
giro dentado del hipocampo, considerando 20 dendritas por individuo y finalmente
reportando el promedio por cada 10 um. Los resultados obtenidos de este analisis
mostraron una disminucion significativa en los grupos ECI+V+Sham y ECI+T+Sham
comparados con el grupo control, ECI+V+E y ECI+T+E (Figura 17) (p=0.001)
(ANOVA de una via, entre grupos F4,14=28.474, p=0.001)
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Fig. 18. Total, de espinas en 10um. Numero total de espinas dendriticas en 10um de los

distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E. *
p<0.0001. ANOVA de una via, post hoc Bonferroni. n=3.
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También se realizé la clasificacion por morfometria de las espinas dendriticas. El
analisis de varianza de dos vias mostro la interaccion entre el factor grupos vy tipo
(F4,74=223.591, p<0.001). Empezando con el promedio de cada tipo de espinas
dendriticas en 10um, donde se observdé que en los grupos control, ECI+V+E,
ECI+T+Sham y ECI+E+T hay una mayor cantidad de espinas tipo mushroom
comparado con las otras clasificaciones (Figura 18a). También, se encontr6 una
disminucién significativa en el niumero de espinas tipo mushroom en los grupos
ECI+V+Sham y ECI+T+Sham en la clasificacion de espina tipo mushroom
comparados con los grupos control, ECI+V+E y ECI+T+E (Figura 18a) (ANOVAde
dos vias, espinas x grupo F4,74=23.903, p<0.001.

Finalmente, se representan los porcentajes de cada clasificacién para cada grupo en donde, de
manera similar a la grafica anterior, lo primero que se observa es un porcentaje
significativamente mayor de espinas tipo mushroom comparado con las otras clasificaciones,
en los grupos control, ECI+V+E, ECI+T+Sham y ECI+T+E (Figura 18b) (ANOVA de dos vias,
espinas Fs,74=145.024, p<0.001); de igual mamera, al comparar entre grupos se encontré un
mayor porcentaje de las tipo mushroom en los grupos control, ECI+V+E y ECI+T+E
comparados con ECI+V+Sham y ECI+T+Sham (Figura 18b) (ANOVA de dos vias, espinas x
grupo (F4,74=7.656, p<0.001).
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Fig. 18. Clasificacion de espinas en 10um. a) Numero total de espinas dendriticas en 10pum en las
6 clasificaciones de los distintos grupos experimentales: Ctrl., ECI+V+Sham, ECI+V+E,
ECI+T+Sham y ECI+T+E. * p<0.0001. b) Porcentaje de espinas dendriticas en cada clasificacion *
p<0.001 ANOVA de una via, pos hoc Bonferroni. n=3
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Frotis vaginales
Dado que en nuestro modelo ocupamos ratones hembra por la mayor incidencia en

pacientes a presentar depresion, se hicieron frotis vaginales post mortem y se
identificé en que etapa del ciclo se encontraban (Figura 19) donde se observa que
en la mayoria de los grupos habia al menos un roedor en cada una de las etapas

del ciclo estral, exceptuando al grupo control donde no habia ninguna en la fase de

pro estro.
Ctrl. V+Sham V+E
mm C1 mm C1 m C1
Cc2 c2 Cc2
mm C3 m C3 mm C3
Total=100 Total=100 Total=100
T+Sham T+E
mm C1 m C1
Cc2 c2
mm C3 mm C3
Total=100 Total=100

Fig. 19. Frotis vaginales. Porcentaje de ratones en las etapas del clico estral de cada grupo.
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VII. Discusion
La depresion es uno de los desérdenes afectivos mas comunes que en los altimos

afios se ha convertido en un problema de salud publica a nivel mundial. Dada la
complejidad de esta enfermedad, existen muchas formas de intervencion
farmacoldgica para disminuir sus sintomas, sin embargo, existe un considerable
porcentaje de la poblacion de pacientes que no remite ain con estos tratamientos.
Como alternativa a ello, la EMTr ha surgido como un nuevo método para disminuir
los sintomas de la depresioén, a tal grado que a partir del 2008 la FDA la aprob6
como un efectivo tratamiento antidepresivo, sin embargo, se desconoce los
mecanismos plasticos por los cuales lleva a cabo su efecto antidepresivo, por lo que
en este trabajo se abordan los procesos de remodelacion de espinas dendriticas y
el proceso de neurogénesis como un posible mecanismo por el cual la EMTr 5Hz
lleva a cabo su efecto antidepresivo.

Efecto del ECI, el tratamiento con EMTr 5hz y la supresion de la
neurogénesis hipocampal en la actividad motora

Las alteraciones motoras en los pacientes con depresion se pesenta en el 16% de
ellos (Pacchiarotti et al. 2020). En nuestro trabajo observamos que los resultados
obtenidos en la prueba de Rotarod no reflejaron diferencias significativas en ninguno
de los grupos, pero lo que si se puede observar es una alta dispersion de los valores,
mientras que en la prueba de campo abierto las diferencias encontradas fueron en
el grupo con ECI+NaCI+EMTr a explorar mas, pero los demas grupos respecto al
control no se encontraron diferencias significativas.

Efecto del ECI, el tratamiento con EMTr 5hz y la supresién de la
neurogénesis hipocampal en conductas ansiosas.

Los trastornos del estado de animo, como la depresiéon y la ansiedad en algunas
ocasiones se presentan en comorbilidad, pero cada una tiene su sintomatologia
particular y no siempre se presentan las dos de manera simultanea, pero dada su
comorbilidad el DSM-V ha propuesto una clasificacion para ella, siendo la depresion
ansiosa, la no ansiosa y los episodios de depresiébn mayor, en donde se han
descrito que los sustratos neurobiologicos de éstas pueden llegar a tener

variaciones principalmente en el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal que en la
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depresion ansiosa estd mas afectado (Choi et al. 2020). Esto hace sentido con lo
encontrado en la prueba de laberinto elevado en cruz, que es una prueba para medir
conductas ansiosas, donde observamos que el protocolo de ECI, ni la
administracion de TMZ generan conductas ansiosas. Sin embargo, la diferencia
reportada es Unicamente en el grupo de ECI+NaCI+EMTr comparado con el
ECI+Sham+TMZ en el parametro de pasar mas tiempo en los brazos abiertos, pero
no es diferente con respecto al control.

Efecto del ECI, el tratamiento con EMTr 5hz y la supresiéon de la
neurogénesis hipocampal en el proceso de aprendizaje y memoria

Las alteraciones cognitivas forman parte del cuadro clinico del trastorno depresivo
mayor, siendo que en pacientes los principales dominios cognitivos afectados son

atencioén, aprendizaje, memoria y funciones ejecutivas, también se ha observado en

pacientes con tratamientos antidepresivos que, mejoran su desempefio en estos
dominios casi o igual al de las personas sanas (Roca et al. 2015), lo cual concuerda
con nuestros datos obtenidos en las pruebas de localizacion de objeto y
reconocimiento de objeto novedoso, donde observamos que la aplicacion del
protocolo de ECI afecta el proceso de aprendizaje y memoria, pero que el
tratamiento con EMTr 5Hz es capaz de revertirlo. Nuestros resultados también
sugieren que la supresion de la neurogénesis hipocampal con TMZ no afecta este
proceso pues en los grupos donde se administré no se observa ninguna diferencia
especifica de estos grupos.
Efecto del ECI, el tratamiento con EMTr 5hz y la supresién de la
neurogénesis hipocampal en conductas tipo depresivas.
El EP fue evaluado semanalmente durante la exposicion al protocolo de ECI, de la
administracion de TMZ y la aplicacion del tratamiento con EMTr 5Hz, este parametro
es un buen indicador de autocuidado, el cual tiene validacion farmacolégica a través
del uso de distintos farmacos antidepresivos (Santarelli et al. 2003). En nuestro
trabajo, se observo que la exposicion constante al estrés deteriora el EP, por otro
lado, nuestros datos también demuestran que la EMTr 5Hz es capaz de mejorar las
conductas de autocuidado y de revertir el deterioro del EP causado por el ECI, lo
gue concuerda con otros estudios donde ocupan tratamientos farmacoldgicos para

revertir las alteraciones en el autocuidado provenientes del ECI (Santarelli et al.
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2003; Tanti et al. 2012), y con los obtenidos con la EMTr 5Hz (Meneses-San Juan
D., et al., en proceso). Sin embargo, un dato novedoso que aportamos con la
administracion de TMZ es que en las primeras dos semanas del tratamiento con
EMTr 5Hz en el grupo ECIHEMTr+TMZ no se observaba un mejoramiento
significativo en la calidad del EP, sin embargo, al final de las cuatro semanas ya era
posible observar el efecto de la EMTr, lo cual podria sugerir que la supresion de la
neurogénesis no tendria un papel determinante en el parametro de autocuidado que

se evalla con el EP.

La anhedonia puede ser definida como la falta de capacidad para experimentar
placer y puede ser asociada con la apatia y la ausencia de satisfaccion ante
estimulos placenteros (Grillo 2016). La anhedonia es uno de los principales

sintomas de la depresion mayor, para evaluar esta caracteristica de la depresién en
nuestro modelo, nosotros utilizamos la prueba de “acicalamiento artificial” también
conocida como “Splash test”, la cual considera la disminucion del tiempo y episodios
de acicalamiento como un indicador de la perdida de interés de actividades
placenteras. En nuestros resultados encontramos que la exposicion constante al
estrés induce anhedonia, esto se ve reflejado en una disminucién en el tiempo y
episodios de acicalamiento por parte de los grupos con ECI que no recibieron
tratamiento con EMTr lo cual es consistente con lo reportado previamente por el
equipo de trabajo de Tanti (Tanti et al. 2012) y Meneses-San Juan (Meneses-San
Juan D., et al., en proceso); pero, de manera interesante la administracion de TMZ
en el grupo de ECI+EMTr+TMZ esta dificultando, en pequefia escala, el efecto de
la EMTr siendo que en el parametro de tiempo de acicalamiento no llega a ser
significativo, como si lo es en el grupo ECI+EMTr+NaCl, esto podria sugerir que el
proceso de neurogénesis en el tratamiento con EMTr 5Hz pudiera tener un papel

relevante para las conductas de anhedonia y apatia.

La desesperanza es una conducta generada en modelos animales, andloga a la
abulia en la depresién, es decir la perdida de voluntad caracteristica de pacientes
con esta enfermedad. En este trabajo, se utilizo la prueba de NF para evaluar este
comportamiento; los resultados obtenidos de ello apuntan a que el ECI induce
desesperanza (Nollet, et al. 2013), que es revertida por el tratamiento con EMTr

5Hz (Peng et al. 2018; Meneses-San Juan et al., en proceso). De igual manera,
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observamos que la administracion de TMZ no permite al tratamiento con EMTr
5Hz llevar a cabo su efecto antidepresivo como lo hace en el grupo de
ECI+EMTr+NaCl, lo cual nos sugiere fuertemente que el proceso de neurogénesis
tiene un rol importante para que la EMTr lleve a cabo su efecto antidepresivo.
Efecto del ECI, el tratamiento con EMTr 5hz y la supresién de la
neurogénesis hipocampal en la supervivencia de nuevas células en el giro
dentado del hipocampo.

La supervivencia de nuevas células en el giro dentado del hipocampo y derivadas
del tratamiento con EMTr 5Hz, se observa gracias a la administracién de un analogo

de la timidina que se adhiere a ella cuando la célula esta en la replicacion de ADN

en el ciclo celular, en nuestro caso se ocuparon dos el CldU a la par de la
administracion de TMZ para observar el efecto del farmaco en la tasa de division y
supervivencia celular, encontrando que el protocolo de ECI disminuye la
supervivencia en todos los grupos (Lucassen et al.,2016) y que la administracién de
TMZ la disminuye aun més (Garthe et al., 2009); por otro lado la administracion del
IdU que se inyecto a la par de las primeras tres sesiones del tratamiento con EMTr
5Hz, encontrando que la aplicacion del protocolo de ECI disminuye la supervivencia
de estas nuevas neuronas, con respecto al control y que el tratamiento con EMTr
5Hz revierte el efecto del protocolo de ECI, lo cual habia sido sugerido en diversos
estudios donde se reporta el papel de la neurogénesis en modelos de ECl y que son
tratados tanto con farmacos (Park, 2019) y con EMTr a 5Hz (Meneses-San Juan et

al., en proceso).

Efecto del ECI, el tratamiento con EMTr 5hz y la supresion de la
neurogénesis hipocampal en los estadios intermedios de la neurogénesis
evaluado con la DCx y estadios de proliferacién con Ki67

Por su parte los estadios intermedios del proceso de neurogénesis, se observo que
en el total de las células positivas a este marcador, pareciera que la administracion
de TMZ no impidi6 que la EMTr tuviera efecto en este proceso, esto probablemente
debido a que la administracion del farmaco después de cuatro meses, ya no estaba
actuando a este nivel, por ello, resulto importante hacer un analisis de acuerdo a la

clasificacion de las ramificaciones dendriticas, donde se encontré6 de manera
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interesante que la TMZ estaba afectando principalmente a células en estadios post-
mitéticos mas que estadios de proliferacion, por lo que probablemente esta
disminucion en la maduracion de estas nuevas células esté relacionado con los
efectos antidepresivos de la EMTr, dado que los estadios de maduracion de la
neurogénesis se han correlacionado con la disminucién de condutas tipo depresivas
(Ma. et al., 2017; Snyder et al., 2011) Si bien, este dato apoya nuestra hipotesis de
gue la neurogénesis es un mecanismo importante para que la EMTr lleve a cabo su
efecto antidepresivo, serian los estadios post- mitéticos en los que actia la EMTr
para lograr este efecto, pero los estadios previos como los de proliferacién, no se

vieron afectados por el farmaco, pero si favorecidos con la EMTr, por lo que se
procedi6 a hacer el andlisis con un marcador especifico para estadios de
proliferacion que fue el Ki67 donde se observé de manera similar que, con la DCx,
qgue la administracion de la TMZ ya no afecta a estos estadios, dado el tiempo que
ha pasado desde su administracion hasta su analisis () y por su parte la EMTr
revierte parcialmente las alteraciones provenientes de la TMZ, pues se habia
reportado previamente que la EMTr favorece diferentes etapas del proceso de
neurogénesis dentro de las que estan los estadios intermedios y de proliferacion

(Meneses-San Juan et al., en proceso).

Efecto del ECI, el tratamiento con EMTr 5hz y la supresién de la
neurogénesis hipocampal en la remodelacion de espinas dendriticas en el
giro dentado del hipocampo.

La depresion estd estrechamente asociada con alteraciones en la morfologia y
densidad de las espinas dendriticas. De manera general, se ha descrito que los
modelos de depresion causan atrofia dendritica, asi como perdida en las espinas
dendriticas tanto en el hipocampo como en la corteza prefrontal (Qiao et al. 2016)
lo cual concuerda con lo que encontramos, pues nuestro protocolo de ECI disminuye

la cantidad de espinas, lo cual es revertido por el tratamiento con EMTr 5Hz.

Por su parte la clasificacion en las seis morfologias como un indicador del estado
de madurez y funcionalidad de las espinas, se utilizd la metodologia descrita por
Risher (Risher et al. 2014), pues se ha demostrado que los protocolos con ECI

atrofian las espinas dendriticas asi como una disminucion de la conectividad de

95



circuitos del sistema limbico (Leuner & Shors, 2014), lo cual es consistente con
nuestros datos donde observamos que los grupos con ECI y sin tratamiento
antidepresivo, no solo tienen un menor nimero de espinas sino que dentro de la
clasificacion, hay un menor nimero de espinas tipo mushroom que son el tipo de
espina considerada funcional para recibir transmision sinaptica, comparado con el
control y con los grupos tratados con EMTr 5Hz (Rocha-Martinez et al., en proceso).
Ademas, observamos que la administracion de TMZ no esta afectando el proceso
de remodelacién dendritica en el giro dentado del hipocampo, lo cual hace sentido,
dado que el mecanismo de accién de la TMZ es sobre células que estan en ciclo
celular (Schreck, 2018) mientras que la técnica de impregnacion de metales
pesados de Golgi Cox es en neuronas ya maduras (Du, 2019). Finalmente, existe
una amplia literatura que describe las diferencias por sexo que hay en la
remodelacion dendritica en protocolos de estrés (Galea et al. 1997; McLaughlin et
al. 2009), donde reportan que es mas complicado observar esta disminucién en la

densidad dendritica por el papel neuroprotector de las hormonas, sin embargo, eso

no quiere decir que los protocolos de estrés no tengan efecto en las dendritas, en el
hipocampo se ha descrito que se generalizan ciertos factores derivados del estrés
y que no ocurren, necesariamente, diferentes dependiendo el sexo, sino que estan

en diferentes grados (Leuner & Shors, 2014).
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VIIIl. Conclusién:

Hasta este punto se ha demostrado la eficacia del tratamiento antidepresivo con
EMTr 5Hz en un modelo de ECI, pero que esta no se observa de manera clara en
la presencia de la TMZ dado que parece que la presencia del farmaco esta
dificultando que la EMTr revierta conductas asociadas con la desesperanza y
anhedonia, pero que no interfiere en que se reviertan las alteraciones en conductas
de autocuidado y en procesos cognitivos, y al relacionarlo con la supervivencia de
nuevas ceélulas en el giro dentado del hipocampo donde también se encontré que la
presencia de la TMZ impide el efecto del tratamiento con EMTr a 5Hz, de manera
similar con los estadios intermedios de la neurogénesis se observé que la TMZ
afectaba principalmente a los estadios post-mitéticos y que estos estan muy
relacionados con la disminucién de conductas tipo depresivas, lo cual observamos
en nuestras pruebas para evaluar desesperanza y anhedonia; pero que el farmaco
no estaria afectando estadios de proliferacion que marcamos con la proteina
doblecortina. Finalmente, en los analisis morfométricos de las espinas dendriticas
donde la presencia de TMZ no afecta su densidad ni estado de maduracion,
observamos una similitud con las conductas para evaluar el proceso de aprendizaje
y memoria por lo que estos procesos podrian no ser directamente dependientes de
la neurogénesis, pero si de otros mecanismos de la neuroplasticidad en el

hipocampo, como es la maduracion de espinas dendriticas.
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