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Resumen

La depresion es un trastorno neuropsiquiatrico complejo que se considera la principal
causa de discapacidad a nivel mundial. Aunque la etiologia y los mecanismos de este
aun no estan claros, se ha propuesto que la corteza prefrontal es una region cerebral
crucial en la fisiopatologia de la depresion. Ademas, esta region no esta plenamente
desarrollada en la adolescencia, que es un periodo critico para el desarrollo fisico y
mental. Por otra parte, y aunque los lipopolisacaridos (LPS) se han utilizado de manera
habitual para inducir un modelo de depresion relacionado con la neuroinflamacién en
roedores adultos, su efecto en la etapa de adolescencia no ha sido del todo explorado.
También se sabe que la actividad de los receptores de acetilcolina nicotinicos puede
mediar procesos antinflamatorios y suprimir conductas tipo depresivas. En este trabajo
estudiamos en ratas adolescentes sometidas a un modelo de depresion por inyeccion de
LPS, la conducta tipo depresiva, la modulacion de las corrientes postsinapticas por los
receptores nicotinicos en neuronas de la corteza prefrontal, y la posible reversion de los
efectos del LPS mediante el antidepresivo triciclico imipramina. Para ello utilizamos ratas
macho de la cepa “Sprague Dawley” de 30 dias de edad postnatal, a las que se inyecto
LPS (i.p. 500 pg/kg) o vehiculo cada dos dias durante dos semanas. A un subgrupo se le
inyect6 imipramina (i.p. 15 mg/kg) 24 horas después de la ultima inyeccién de LPSy 1
hora antes de las pruebas conductuales. Posteriormente, realizamos las pruebas de nado
forzado y campo abierto para valorar la conducta tipo depresiva, seguido de registros de
corrientes postsinapticas utilizando la técnica de fijacion de voltaje en neuronas de la
corteza prefrontal para evaluar cambios en estas corrientes. Nuestros resultados
muestran que el LPS indujo conducta tipo depresiva en ratas adolescentes, ya que el
tiempo de inmovilidad aumenté en la prueba de nado forzado, al igual que disminuyo la
distancia recorrida y el nimero de episodios verticales en la prueba de campo abierto.
También, disminuy6 la frecuencia de las corrientes postsinapticas espontaneas totales e
inhibidoras, y no hubo modulacién positiva de estas corrientes por receptores nicotinicos,
en donde participa principalmente el subtipo a7. La imipramina atenu6 las conductas tipo
depresivas y recuperé las corrientes postsinapticas. En conjunto, nuestros resultados
sugieren que las conductas tipo depresivas inducidas por LPS en ratas adolescentes
podria deberse, en parte, a las alteraciones en las corrientes sinépticas inhibidoras y a la
actividad de los receptores nicotinicos. Estos hallazgos aportan nueva informacién sobre
la participacion de los receptores nicotinicos en la depresion durante la adolescencia.
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Abstract

Depression is a complex neuropsychiatric disorder that is considered the leading cause
of disability worldwide. Although the etiology and mechanisms remain unclear, it has been
proposed that the prefrontal cortex is a crucial brain region in the pathophysiology of
depression. Moreover, this region is not fully developed in adolescence, which is a critical
period for physical and mental development. Although the lipopolysaccharides (LPS) have
been commonly used to induce a neuroinflammation-related model of depression in adult
rodents, their effect on the adolescent stage has not been fully explored. It is also known
that nicotinic acetylcholine receptors activity can mediate anti-inflammatory processes
and suppress depressive-like behaviors. In this work we studied, in adolescent rats
subjected to a model of depression by LPS injection, depressive-like behavior, the
modulation of postsynaptic currents by nicotinic receptors in neurons of the prefrontal
cortex, and the possible reversal of the effects of LPS by the tricyclic antidepressant
imipramine. For this purpose, we used 30-day postnatal male Sprague Dawley rats
injected with LPS (i.p. 500 pg/kg) or vehicle every two days for two weeks. A subgroup
was injected with imipramine (i.p. 15 mg/kg) 24 h after the last LPS injection and 1 h before
behavioral testing. Subsequently, we performed the forced swim and open-field tests to
assess depressive-like behavior, followed by recordings of postsynaptic currents using
the voltage-clamp technique in neurons of the prefrontal cortex to assess changes in these
currents. Our results show that LPS induced depressive-like behavior in adolescent rats,
as immobility time increased in the forced swim test, as well as decreased distance
traveled and number of vertical episodes in the open field test. Also, it decreased the
frequency of total spontaneous and inhibitory postsynaptic currents, and there was no
positive modulation of these currents by nicotinic receptors, where the a7 subtype mainly
participates. Imipramine attenuated depressive-like behaviors and recovered
postsynaptic currents. Overall, our results suggest that LPS-induced depressive-like
behaviors in adolescent rats could be due, in part, to alterations in inhibitory synaptic
currents and nicotinic receptor activity. These findings provide new insights into the
involvement of nicotinic receptors in depression during adolescence.
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1. Introduccion

El trastorno depresivo mayor, conocido como depresion, es una enfermedad comun, pero
muy severa que disminuye la calidad de vida y se estima que afecta a mas de 300
millones de personas en el mundo (WHO, 2021a). De las etapas del desarrollo, la
adolescencia es una etapa de transicion crucial en la vida de un individuo, esto debido a
gue se presentan una serie de cambios fisicos, emocionales y cognitivos, que pueden
ser influenciados por factores ambientes y socioculturales (Mao et al., 2019; Remes et
al., 2021). Durante el periodo de la adolescencia, es un periodo critico ya que el cerebro
sigue en desarrollo de las areas corticales regulatorias de estos estados emocionales y
cognitivos, por lo que cualquier alteracibn ambiental, puede provocar cambios en la
integracion de los circuitos corticales que regula funciones como el estado de animo y las
emociones. Por lo que esta etapa del ciclo de vida representa un tiempo de vulnerabilidad,
donde se pueden desarrollar diferentes trastornos neuropsiquiatricos, como la depresion,
cuya incidencia va en aumento entre los adolescentes (CDC, 2020; Shorey et al., 2022).

La corteza prefrontal es una region cerebral critica para la regulacion emocional y
la conducta dirigida a metas. Esta experimenta un proceso de maduracién significativo
durante la adolescencia, por lo que en esta ventana de tiempo es susceptible a cambios
en su estructura y funcionamiento (Drzewiecki & Juraska, 2020). Por otra parte, la
neuroinflamacién se le ha relacionado que puede afectar el funcionamiento cerebral
correcto, siendo la corteza prefrontal la mas afectada, asi como regiones relacionadas
con la depresion, como es la formacion hipocampal (Han & Ham, 2021). Diferentes
estudios han sugerido que la neuroinflamacién puede contribuir al desarrollo y/o
agravamiento de la depresion, por lo que se ha propuesto como un biomarcador para
esta enfermedad (Zonca, 2021). Ademas, el mecanismo del porqué ocurre la depresion,
se propone a través de la alteracion en la conectividad cerebral, afectando el balance
excitacién/inhibicion en la corteza prefrontal, que esta implicado en la depresion (Chen et
al., 2022; Page & Coutellier, 2019).

Un elemento que puede modular tanto la excitabilidad neuronal y la
neuroinflamacion son los receptores de acetilcolina nicotinicos. Estos son receptores

acoplados a membrana que se expresan de manera amplia en todo el cerebro, incluyendo



la corteza prefrontal (Gotti et al., 2006). Se ha descrito que participan modulando la
liberacion de neurotransmisores, como glutamato y GABA, asi como en procesos
antinflamatorios (Albuguerque et al., 2009; Alzarea & Rahman, 2019), pero el potencial
terapéutico de los receptores nicotinicos en un modelo de depresién relacionado con la
neuroinflamacion en la adolescencia no ha sido de todo explorado. Un antidepresivo que
ha mostrado tener propiedades antinflamatorias es la imipramina (Ramirez et al., 2015),
que es un antidepresivo triciclico derivado de la dibenzazepina que fue aprobado para su
uso por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés)
desde 1950. Es un inhibidor de la recaptura de serotonina y norepinefrina, teniendo mas
afinidad al transportador de la recaptura de serotonina (Gillman, 2007). El mecanismo de
accion de la imipramina reside en el aumento en la disponibilidad de serotonina y
norepinefrina al inhibir la recaptura de serotonina en el sistema nervioso central. Para
realizar esta accién se une al transportador dependente de sodio de serotonina y
norepinefrina, respectivamente, lo que reduce la recaptura de estos neurotransmisores
por las neuronas presinapticas e incrementa su concentracion en la hendidura sinaptica.
Este incremento de serotonina y norepinefrina tiene como resultado la activacion de
receptores en las neuronas postsinapticas, aumentando su neurotransmision (Brunton et
al., 2018), que junto con sus propiedades antiinflamatorias causan una mejora de los
sintomas depresivos (Ramirez et al., 2015). Para investigar esto sometimos a ratas
macho adolescentes a un modelo de depresion farmacoldgico por inyeccion de LPS y se
evaluo la conducta tipo depresiva, asi como su relacion con los cambios en las corrientes
postsinapticas de la corteza prefrontal usando la técnica de patch clamp, y posteriormente
la administracion de imipramina para revertir o atenuar los efectos del LPS. Se encontrd
que la inyeccién de LPS propicié el desarrollo de conductas tipo depresivas evaluadas
con las pruebas de nado forzado y campo abierto, teniendo mayor tiempo de inmovilidad
y menor actividad exploratoria, respectivamente. También hubo alteraciones en las
corrientes postsinapticas, totales e inhibidoras, en la corteza prefrontal medial, lo que
podria estar relacionado con los cambios conductuales. Por otra parte, el tratamiento con
imipramina aminoro la conducta tipo depresiva y recupero las corrientes postsinapticas

y su modulacion por los receptores nicotinicos en la corteza prefrontal medial.

10



2. Antecedentes

2.1 Depresion

El trastorno de depresion mayor, comunmente conocido como depresion, es una
enfermedad mental que afecta aproximadamente a 300 millones de personas en el
mundo (IHME, 2019). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, se encuentra
entre las principales causas de discapacidad a nivel mundial (WHO, 2021a), causando
importantes cargas sociales y econémicas (Wohleb et al., 2016). Debido a su complejidad

etiologica y sintomatica, la depresion es considerada una enfermedad multifactorial.

De acuerdo con la quinta edicion del Manual Diagnéstico y Estadistico de los
Trastornos Mentales (DSM-V-TR) de la American Psychiatric Association (APA, 2022),
se considera que una persona expresa depresion cuando tiene un periodo de al menos
dos semanas con uno de los dos sintomas clave de la depresién, que son un estado de
animo deprimido persistente o la pérdida de interés en realizar actividades (anhedonia),
acompafiada con al menos otros cuatro sintomas caracteristicos (Tabla 1).

Tabla 1
Sintomas de la depresion

Criterios del DSM-V para el diagnéstico de la depresion

Estado de animo deprimido?

Disminucion importante del interés o placer?

Pérdida o ganancia de peso

Insomnio o hipersomnio

Agitacion o retraso psicomotor

Fatiga o pérdida de energia

Sentimiento de inutilidad o culpabilidad

Disminucion en la capacidad para pensar o concentrarse
Pensamientos de muerte recurrentes

Nota. Criterios establecidos para el diagndstico de la depresion en el Manual Diagndstico y
Estadistico de los Trastornos Mentales (APA, 2013).
@Principales sintomas de la depresion.
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Debido a la heterogeneidad sintomatoldgica, la depresion es una enfermedad
incapacitante que afecta los ambitos familiar, académico, profesional y social, impactando
de manera negativa la calidad de vida de las personas que la sufren, y que al ser
diagnosticadas son tratadas con terapias psicologicas (intrapersonal o cognitivo
conductual) o con farmacos antidepresivos. En algunos casos los tratamientos se llevan
a cabo de manera independiente, pero se ha propuesto que una combinacion de ambos
tiene mejores efectos que los tratamientos individuales (Cuijpers et al., 2013; NHS, 2019),
esto debido en parte a que muchos pacientes presentan baja respuesta a farmacos
antidepresivos, o falta de consistencia o eficacia en las terapias. También hay
tratamientos alternativos que pueden mejorar el estado de animo de los pacientes
deprimidos, como la terapia electroconvulsiva, un tratamiento clasico que ha mostrado
ser efectivo, pero que tiene efectos secundarios, o la estimulacion magnética transcraneal
gue se presenta como un tratamiento emergente con efectos positivos en pacientes con
depresion, pero que requiere mayor validacion cientifica (Lozano et al.,, 2019). Esta
variedad de tratamientos brinda una idea directa de la naturaleza heterogénea de la
depresion.

2.1.1 Hipotesis de la depresion

Debido a la incidencia e importancia de la depresién, en las ultimas décadas se han
llevado a cabo numerosas investigaciones para comprender mejor su fisiopatologia; sin
embargo, a pesar de todos estos esfuerzos, aun no se ha dilucidado completamente. A
la fecha se han plantado diferentes hipétesis sobre la etiologia y la patologia de este
trastorno, las principales son alteraciones en los neurotrasmisores: 1) de las monoaminas
(Albert et al., 2014; Goldberg et al., 2014), del equilibrio GABA-glutamato (Pehrson &
Sanchez, 2015; Sanacora et al., 2012), del equilibrio monoaminas-acetilcolina (Drevets
et al., 2013; Mineur & Picciotto, 2010; 2) estrés y otros factores psicologicos (Bao et al.,
2008) y 3), neuroinflamacién (Furtado & Katzman, 2015; Wohleb et al., 2016). Cada una
de estas hip6tesis ayuda a entender como la depresion puede estar afectando al sistema
nervioso central en diferentes aspectos, como su morfologia, la transmision sinaptica,

neurogénesis, neuroplasticidad, expresion de receptores, etc.
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Las diferentes hipotesis y los diversos efectos que tiene la depresion en el sistema
nervioso central nos indican la gran heterogeneidad de este trastorno, y a su vez la
dificultad que hay para estudiarlo. A pesar de la prevalencia y los avances recientes en
el estudio de la depresion, aun es necesario tener una mejor comprension de sus bases
neurofisiopatologicas. Para esto, es importante abordar su estudio desde diferentes
enfoques, tomando los elementos neurobioldgicos clave que participan en este trastorno,
al igual que explorar si lo reportado en adultos también se observa en otras etapas de
desarrollo como la adolescencia, una etapa de transicion importante en la que cada vez

mas individuos son afectados por la depresion.

2.2 Depresion en adolescentes

Aunque la depresion puede presentarse en cualquier etapa de la vida de una persona,
cada vez es mas comun que ocurra en la adolescencia (12-18 afios), por lo que es uno
de los trastornos mas comunes entre los adolescentes (WHO, 2021b), afectando de
manera importante el desarrollo emocional, fisico, social, académico y familiar (Thapar et
al., 2012; Vogel, 2012). El periodo que comprende la adolescencia es una ventana de
tiempo critica del desarrollo neurobiol6gico, donde las conexiones y los circuitos
neuronales pueden reestructurarse después de las etapas tempranas de desarrollo y
lograr apropiados estados fisico y mental (Sturman & Moghaddam, 2011). Es por esto
por lo que la adolescencia es una etapa en la que los jévenes pueden ser especialmente

vulnerables a la depresion.

La depresion aumenta notablemente después de que los nifios llegan a la
adolescencia, con una prevalencia de 4-8% (WHO, 2017). Este trastorno representa un
problema de salud grave entre los adolescentes, ya que en esta etapa tiende a ser mas
cronica y debilitante que cuando se presenta en la edad adulta (Lewinsohn, 1999; Rice
et al., 2019). Si no es diagnosticada y tratada a tiempo, puede repercutir durante meses
o incluso afios en la calidad de vida de los adolescentes, pudiendo afectar hasta la edad
adulta o durante toda su vida (Johnson et al., 2018, WHO, 2021b). En la adolescencia, el
diagnéstico de la depresion es mas desafiante, ya que es mas complicado identificar si

estan sufriendo altibajos temporales en el estado de &nimo o sentimientos de tristeza
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transitorios. Lo anterior es una de las principales razones del porqué muchos
adolescentes no son tratados por depresion, lo que compromete su salud mental, que se

ve seriamente perjudicada (Rafful et al., 2012).

En los Estados Unidos, en el afio 2021 el 15.08% de jovenes experimentd un
episodio depresivo y de estos 10.6% tienen depresion severa (Reinert et al., 2021), Por
lo que la depresion en un factor de riesgo importante para el suicidio entre los
adolescentes, de los cuales el 8% que fueron diagnosticados con depresién cometieron
suicido en la edad adulta joven, estableciendo al suicidio en la segunda causa de muerte
entre los adolescentes de 12 a 17 afios (Carrellas et al., 2017; O’'Connor et al., 2016).
Debido a la alta prevalencia de la depresion en la etapa pediatrica, es probable que un
porcentaje alto de nifios y adolescentes estén siendo afectados por manifestaciones
tempranas o episodicas de este trastorno antes de que su desarrollarlo se complete
(Carrellas et al., 2017).

Comprender como la depresion afecta a los adolescentes es crucial debido a que
sSu prevalencia va en aumento y puede tener un impacto a corto y a largo plazo,
impactando seriamente su salud mental y su calidad de vida. El periodo de la
adolescencia es un periodo critico para la deteccién e intervencion temprana de la
depresion, ya que, si se comienza a tratar desde este periodo, su impacto negativo puede
disminuir de manera significativa (Beames et al., 2021). Ademas, estudiar la depresion
en la adolescencia puede proporcionar un panorama completo de los factores que
contribuyen a la enfermedad en todas las edades. Una forma de explorar esto es
mediante el uso de modelos animales para comprender mejor los mecanismos que

subyacen a la depresion y, posteriormente, desarrollar enfoques terapéuticos.

2.2.1 Modelos de depresion en animales

Los modelos animales han sido de gran utilidad para entender y estudiar mejor diversas
patologias del sistema nervioso a fin de comprender los mecanismos involucrados en
cada una de ellas. Los modelos se centran en las sintomatologias clave de estas
enfermedades, que en el caso de la depresion pueden ser la desesperanza, la anhedonia

y la ansiedad, que pueden ser replicables en animales de laboratorio, usando pruebas
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conductuales para medir estas sintomatologias, como la prueba de nado forzado, la

preferencia de sacarosa y la prueba de campo abierto. Debido a la naturaleza

heterogénea de la depresion hay una amplia variedad de modelos que pueden ser usados

para su estudio, estos se clasifican en tres grupos (Figura 1): 1) Adversidad en la vida

temprana, 2) causalidad biolégica y 3) estrés en la edad adulta (Planchez et al., 2019).
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Figura 1. Modelos animales de depresion. Clasificacién de los modelos de depresién empleados en
roedores (Modificado de Planchez et al., 2019).

Estos modelos permiten el estudio de las alteraciones fisiol6gicas, morfolégicas y

conductuales causadas por la depresién, en organismos como la rata y el raton. Algunos

modelos presentan ciertas ventajas y desventajas, por lo que es importante la seleccion

de un modelo que se acople mejor a la pregunta de investigacion. Los modelos de
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causacion biolégica permiten estudiar las alteraciones neurobioldégicas que estan
implicadas en la depresion, como los cambios en los niveles de ciertos
neurotransmisores, la neuroinflamacion, entre otros. Uno de los modelos de causacion
biolégica es el de inyeccidon de lipopolisacaridos (LPS) que, aunque ciertamente no
replica la complejidad de la depresion en humanos, permite estudiar la relacion de esta

con factores neuroinflamatorios y neuroquimicos.

2.2.2 Modelo de depresion por inyeccion de lipopolisacéaridos

Un modelo de reciente uso y que ha mostrado desarrollar sintomas clave de la depresién
en roedores es la inyeccion de LPS (Bian et al., 2020; Dang et al., 2018). EI LPS es una
molécula de la pared celular de bacterias Gram negativas, como la Escherichia coli,
siendo el principal componte de esta estructura y el producto microbiano responsable de
crear una respuesta inflamatoria (Zhang et al., 2019). El LPS esta conformado por tres
dominios ligados entre si de manera covalente (Figura 2A): 1) la porcion glicolipida (lipido
A), 2) la region del nucleo del polisacéarido y 3) la cadena O-especifica (antigeno O),
siendo el lipido A la unidad biolégicamente activa (principio endotdxico), y el centro de

actividad inmunorreactiva.

El mecanismo general de sefializacion del LPS (Figura 2B) ha sido bien descrito
(Mazgaeen & Gurung, 2020). En el caso del LPS y otras endotoxinas en mamiferos, la
deteccion y sefalizacion de estos estd mediada por la proteina de union a LPS (LBP), la
cual se une al lipido A, extrae monémeros de LPS, los solubiliza y los transfiere al grupo
de diferenciacion 14 (CD14). Esta glicoproteina se encarga de trasferir el monémero de
LPS al factor de diferenciacion mieloide 2 (MD-2), que posteriormente se une a los
receptores tipo Toll 4 (TLR4) en la membrana celular, formando el complejo TLR4/MD-
2/LPS, conformado por dos moléculas de cada tipo (heterodimero), iniciando asi la
cascada de sefializacién intracelular. El complejo TLR4/MD-2/LPS puede activar dos vias
de sefializacion, la del factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) y la de TRIF (Proteina
adaptadora que contiene el dominio TIR). En la via de MyD88 activa y transloca el factor
nuclear kappa B (NFkB), lo que provoca la sintesis y liberacion de citocinas

proinflamatorias como las interleucinas 1B (IL-1B), y la 6 (IL-6) asi como el factor de
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necrosis tumoral a (TNF-a), principalmente. Esta via de MyD88 también activa la
sefalizacion de la proteina cinasa activada por mitdogenos (MAPK), que regula la
expresion de otras citocinas proinflamatorias. Por otro lado, la via de TRIF se produce
cuando el complejo TLR4/MD-2/LPS se endocita, formando un endosoma, lo que activa
a TRIF, fosforila al factor regulador de interferén 3 (IRF3), y desencadena la sintesis del
interferon B (INF-B). Esta via también puede activar la sefalizacion de NFkB, pero en

tiempos tardios (Cochet & Peri, 2017; Mazgaeen & Gurung, 2020; Nova et al., 2019).
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Figura 2. Estructura y sefializacién del LPS. (A) Localizacién y estructura del LPS de bacterias
Gramnegativas. (B) Activacion y sefializacion del receptor tipo Toll 4 (TLR4) por LPS en la membrana
celular y endosomas. Se muestran las vias de factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) y TRIF
(Modificado de Mazgaeen & Gurung, 2020).

2.2.3 El modelo de inyeccién de lipopolisacaridos para el estudio de la depresion
en animales

El LPS de E. coli se ha usado para desarrollar un modelo de depresion relacionado con
la inflamacién, el cual ha sido usado para evaluar los efectos de la depresion y posibles

tratamientos. La administracion de LPS en ratas induce sintomas clave de la depresion,
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como la pérdida de peso, la anhedonia, funcibn motora retardada, entre otras. La
administracion sistémica de LPS, incluso a dosis bajas, induce la produccion de citocinas
proinflamatorias que activan al sistema inmunoldgico (Maitra et al., 2012). En diferentes
estudios se ha mostrado que la inyeccion intraperitoneal de 500 pg/kg de LPS en un
periodo de 2 semanas (7 inyecciones en total), garantiza comportamientos tipo
depresivos en ratas y ratones, conduciendo a un mayor tiempo de inmovilidad y menor
namero de cruces entre cuadrantes en la prueba de nado forzado y campo abierto,
respectivamente, menor consumo de sacarosa (Figura 3A); asi como mayor produccion
de las citocinas proinflamatorias IL-13, IL-6 y TNF-a en el hipocampo y la corteza frontal
(Figura 3B) (Bian et al., 2020; Dang et al., 2018; Jiang et al., 2017; Yang et al., 2018). En
otros estudios donde se aplica una sola inyeccion de LPS en una concentracibn mayor
(1 mg/kg), a los animales tratados se muestran resultados similares en los niveles de
citocinas proinflamatorias y en las pruebas conductuales (Zhou et al., 2021; Ji et al.,
2019).
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Figura 3. Efectos del LPS en ratas tratadas con LPS. (A) Cambios en el peso corporal y la conducta. (B)
Niveles de expresién relativa de mRNA de citocinas proinflamatorias en corteza prefrontal e hipocampo
(Modificado de Dang et al., 2018).

Los resultados de las investigaciones anteriores refuerzan la hipotesis de que los
procesos proinflamatorios estan relacionados con la depresion y el estrés, y son
respaldados por casos clinicos en humanos. Se han reportado niveles séricos

aumentados de citocinas proinflamatorias, como TNF-aq, IL-1 e IL-6, en pacientes con
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trastornos depresivos (Jia et al., 2019), y estos niveles pueden disminuir con tratamientos
antidepresivos (Zou et al., 2018). Los procesos proinflamatorios en el sistema nervioso
central son mediados por la microglia, que activa a NF-kB y desencadena la produccion
de las citocinas proinflamatorias, teniendo como consecuencia dafio neuronal que afecta

las diferentes vias de sefalizacion en diferentes regiones del encéfalo.

En la mayoria de las investigaciones que usan este modelo de depresién, una de
las areas de estudio es la corteza prefrontal (CPF) debido a su papel en la regulacion
emocional y el procesamiento de las respuestas emocionales (Glotzbach et al., 2011). En
los estudios mencionados en este apartado se reporto la activacion de la microglia y la
liberacibn de citocinas proinflamatorias en la CPF, desencadenado el proceso
neuroinflamatorio, que se ha relacionado con la depresién y con la alteracién de en la
conectividad neuronal (Wohleb et al., 2016), por lo que se ha propuesto como una de las

regiones clave de este trastorno.

2.3 La corteza prefrontal medial como una estructura central en la depresién

A pesar de que la depresién es un problema de salud importante a nivel mundial y se ha
estudiado durante mucho tiempo, aln no se conocen sus bases con claridad. La
depresion parece afectar varias regiones del cerebro, entre las cuales se encuentran la
CPF, la insula, la amigdala, el hipocampo, el tdlamo, el estriado, entre otras (Pandya et
al., 2012). La corteza prefrontal tiene un papel esencial en las funciones cerebrales
superiores, como la cognicion, la motivacion, la recompensa y las emociones (Carlén,
2017; Pandya et al.,, 2012), por lo que la disfuncibn de esta zona podria tener
consecuencias importantes en estas funciones y propiciar el desarrollo de patologias.
Como el desarrollo de la corteza prefrontal es muy prolongado es mas susceptible a
estimulos ambientales que pueden comprometer su desarrollo y correcto funcionamiento,
siendo la adolescencia un periodo critico en donde la corteza prefrontal puede ser

afectada.

La corteza prefrontal se divide anatémica y funcionalmente en regiones dorsales,
laterales y ventrales, y cada una tiene subregiones especificas. La corteza prefrontal

medial (CPFm) integra informacion de numerosas proyecciones de entrada y hace lo
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mismo a través de las proyecciones de salida hacia otras areas corticales y subcorticales
(Figura 4A). Se divide en tres regiones estructurales, la corteza cingular anterior, el area
prelimbica y el éarea infralimbica (Figura 4B). La CPFm se ha relacionado con
comportamientos emocionales (Heidbreder & Groenewegen, 2003) y ha sido propuesta
como una region importante en la fisiopatologia de diferentes trastornos emocionales
(Bittar & Lavonté, 2021; Chen et al., 2022). Lo anterior se debe a que las subregiones
que componen la CPFm (Figura 4B) muestran cambios marcados en la actividad y
morfologia neuronal en la depresién. La CPFm es una de las regiones que regula
respuestas neuroendocrinas al estrés y que puede ser dafiada por la liberacién de
esteroides y moléculas de sefalizacion inflamatorias (Treadway et al., 2015). También se
ha registrado una importante reducciéon del volumen de la corteza prefrontal, siendo
considerado un marcador de la progresion de esta enfermedad (Belleau et al., 2018).
Esto se relaciona con los estudios que reportan atrofia y perdida neuronal (Duman &
Monteggia, 2006; Lebedeva et al., 2018), menor nimero y tamafio de las dendritas y un
menor numero de sinapsis en esta region, tanto en humanos como en modelos animales
(Drevets et al., 2008; Hains et al., 2009; Kang et al., 2012).
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Figura 4. Corteza prefrontal medial de rata. (A) Conexiones de la corteza prefrontal medial (CPFm). EST:
Estriado, ABL: Amigdala basolateral, AVT: Area ventral tegmental, SGPA: Sustancia gris Periacueductal,
HPCv: Hipocampo ventral, CLA: claustrum. (B) Subregiones de la CPFm. ACC: Corteza Cingular anterior,
PL: Area prelimbica, IL: Area infralimbica. D: Dorsal, V: Ventral, R: Rostral, C: Caudal. M: Medial, L: Lateral
(Modificado de Anastasiades & Carter, 2021).

Diferentes experiencias del entorno y sociales pueden alterar los circuitos, la
morfologia neuronal y otras propiedades de la CPFm, pudiendo provocar la desregulacion
del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal, desencadenar procesos de inflamacion, provocar
estrés oxidativo y ocasionar alteraciones en los neurotransmisores que pueden propiciar
el desarrollo de la depresion (Belleau et al., 2018; Kolb et al., 2012; Ota et al., 2014).

20



2.3.1 La corteza prelimbicay su papel en la regulacion emocional y la depresion

Si bien las tres subregiones de la CPFm se han relacionado con la regulacion emocional
y especificamente con la depresion (Bittar & Labonté, 2021), el area prelimbica ha tomado
especial relevancia en la investigacion de esta enfermedad. Se ha reportado que esta
area tiene proyecciones hacia neuronas GABAérgicas en la amigdala que participan en
la atenuacion de factores estresantes (Rosenkranz & Grace, 2002). Por otro lado,
también se ha observado que el &rea prelimbica participa en la modulacion de la
desesperanza aprendida, que estd implicada en la depresion (Pizzagalli & Roberts,
2022). Esto se observd en una investigacion donde realizaron una lesion en el area
prelimbica en ratas adolescentes y adultas para evaluar si el impacto de esta lesion altera
la susceptibilidad a desarrollar desesperanza, y encontraron que las ratas adolescentes
son mas susceptibles (Uliana et al., 2020), por lo que el deterioro de la actividad del area
prelimbica en la etapa de la adolescencia puede propiciar que un individuo sea mas
susceptible a desarrollar depresion. En otro trabajo estudiaron los cambios
fisiopatolégicos en neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas del area prelimbica de
ratones con conducta tipo depresiva inducida por el modelo de estrés cronico
impredecible, observado que en las neuronas glutamatérgicas hubo una menor
inervacion presinaptica GABAérgica, mientras que en las neuronas GABAérgicas hubo

una disminucion en la excitabilidad (Xu et al., 2016)

2.3.2 Cambios funcionales en las neuronas de la corteza prefrontal medial
relacionados con la depresion

Se sabe que la depresion provoca cambios estructurales y funcionales en la CPFm que
pueden afectar la comunicacién neuronal, tales como retracciones dendriticas y pérdida
de espinas dendriticas (Duman, 2014; Goldwater et al., 2009; Wang et al., 2014). Estas
alteraciones podrian afectar a la red de interneuronas inhibidoras en la CPFm, que
regulan la excitabilidad de las neuronas piramidales de las diferentes capas de esta
region. Si bien, las interneuronas GABAérgicas componen el 20% de las neuronas de la

CPFm, su funcionamiento correcto es importante para mantener integro el balance
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excitacion/inhibicion, regidos por la actividad eléctrica y quimica de las neuronas, que es

fundamental para el procesamiento correcto de la informacion.

2.3.3 Estudios electrofisiologicos en modelos animales

Los estudios electrofisiologicos en modelos animales son una herramienta relevante para
estudiar las propiedades eléctricas de una neurona o de un grupo de ellas, a fin de
entender mejor como se afecta la actividad neuronal. Los eventos eléctricos que ocurren
en una célula postsinaptica se pueden registrar por medio de la técnica de fijacion de
voltaje (patch-clamp). Uno de estos eventos es el resultado de la liberacion de
neurotransmisores de la terminal presinaptica, que, al unirse a receptores especificos
localizados en la célula postsinaptica, provoca la activacion de receptores ionotrépicos,
permitiendo el flujo de iones. Este movimiento de iones a traveés de estos receptores
expresados en la membrana de una célula se puede registrar como corriente eléctrica
con la técnica de fijacion de voltaje (Hirokawa et al., 2009). A este flujo de iones se
denomina corriente postsinaptica. Estas corrientes se pueden clasificar de acuerdo con
el tipo de sinapsis que la provocd, siendo las corrientes excitadoras (o glutamatérgicas)
las que despolarizan a la célula, generalmente por la apertura de canales cationicos, y
las corrientes inhibidoras (o0 GABAérgicas) son las que hiperpolarizan a la célula, por la

apertura de canales anionicos.

Recientemente, el papel del balance excitacion/inhibicion en la CPFm ha tomado
relevancia para tratar de explicar el desarrollo de conductas tipo depresivas, como

consecuencia de la alteracién de la transmision sinaptica excitadora o inhibidora.

2.3.4 Balance en la excitacion e inhibicién en la corteza prefrontal medial

El balance entre la excitacion y la inhibicion es un mecanismo importante en el desarrollo,
el funcionamiento y la conectividad de la CPFm. Se ha propuesto que este balance puede
estar comprometido en trastornos como la depresion (Caballero et al.,, 2021). El
desbalance excitacién/inhibicion tiene como resultado una hiperactividad de las neuronas

piramidales en la CPFm, pero no se ha llegado a una conclusion clara si esto es debido
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a un incremento en la excitabilidad de las propias neuronas piramidales, o por una baja
inhibicion por parte de las interneuronas GABAérgicas. En cualquiera de los dos casos,
la hiperactividad de las neuronas piramidales de la CPFm se ha vinculado con el
desarrollo de conductas tipo depresivas (Bittar & Labonté, 2021).

En una investigacion realizadas por Chen et al., en 2022 se estudio el efecto de la
separacibn materna para evaluar el balance excitacion/inhibicion en neuronas
piramidales de la corteza prelimbica de ratas adolescentes y adultas. Encontraron que la
separacidon materna induce conductas tipo ansiosas/depresivas en adolescentes,
mientras que las ratas adultas solo presentaron conductas tipo depresivas. También
observaron cambios en la frecuencia de disparo y en la concentracion extracelular de
glutamato, siendo mayores en las ratas adolescentes. Lo anterior es evidencia de la
importancia del balance excitacion/inhibicién en trastornos inducidos por el modelo de
separaciéon materna. Sin embargo, hay pocos estudios que exploran el papel de la

neuroinflamacién en la comunicacién neuronal.

Otro componente que participa en la regulacion del estado de animo, asi como en
la modulacién de la comunicacion neuronal son los receptores de acetilcolina nicotinicos,
que son proteinas que se expresan de manera amplia en todo el sistema nervioso,

incluida la corteza prefrontal medial.

2.4 Receptores nicotinicos y su relacién con la depresion

El sistema colinérgico tiene un papel importante en el sistema nervioso central debido a
que regula varias funciones en todo el cerebro, como la cognicién, la atencién, la
recompensa, el aprendizaje, la memoria, entre otras (Hasselmo, 2006; Poorthuis et al.,
2013a). Funciona por medio de la acetilcolina para la comunicacion intercelular y la
transduccion de sefiales que son llevadas a cabo por dos clases de receptores: los

receptores de acetilcolina muscarinicos y los receptores de acetilcolina nicotinicos.

La activacion de los receptores nicotinicos puede modular la liberacion de otros
neurotransmisores como el acido y-aminobutirico (GABA), la dopamina, el glutamato y la

serotonina (Lendvai & Vizi, 2008; Marchi & Grilli, 2010). Esto se debe a que se expresan
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en las terminales presinapticas (Sherafat et al., 2021) y a que son permeables al Ca?*
(Garduio et al., 2012; Scholze & Huck, 2020). Ademas, esta entrada de iones de Ca?* a
través de receptores nicotinicos puede actuar como una sefial para iniciar sistemas de
segundos mensajeros que desencadenan vias de sefalizacion intracelulares y las

funciones que realiza como canal ionotrépico (Corradi & Bouzat, 2016).

Los receptores nicotinicos tienen un papel importante en procesos como la vigilia,
el suefio y la anestesia (Koukouli et al., 2017). También se ha mostrado su relacién con
diversos trastornos del sistema nervioso en enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, Parkinson, o neuropsiquiatricas como la esquizofrenia, el trastorno por déficit
de atencién con hiperactividad, el trastorno obsesivo compulsivo, la adiccién al tabaco y
la depresion (Dineley et al., 2015; Wang & Lindstrom, 2018). Los receptores se expresan
en regiones neuroanatdomicas relacionadas con la depresion, como es el caso de la
corteza prefrontal y el hipocampo (Pandya et al., 2012; Philip et al., 2010; Yin et al., 2019;
Zoli et al., 2015;), por lo que podrian estar jugando un papel en esta enfermedad o estar
siendo afectados. Otro motivo de relevancia es el hecho de que los receptores nicotinicos
son modulados en sitios alostéricos por una amplia variedad de sustancias, incluyendo
antidepresivos triciclicos e inhibidores en la recaptura de monoaminas (Duarte et al.,
2021; Lépez et al., 2018; Lépez-Valdés & Garcia-Colunga et al., 2001), mostrando que la
sefializacion colinérgica por la inhibicibn de los receptores nicotinicos puede estar

implicada en la patologia de la depresién (Je Jeon et al., 2015; Mineur & Picciotto, 2010).

También se ha propuesto que los receptores nicotinicos tienen un papel importante
en la modulacién de la neuroinflamacién en diferentes patologias donde los procesos
inflamatorios estan involucrados, como la depresion, por lo que recientemente se ha
estudiado la participacion de la via colinérgica antinflamatoria. Ademas de participar en
la transmision de sefales neuronales, los receptores nicotinicos se expresan en células
inmunologicas del sistema nervioso central, como la microglia y los astrocitos. Cuando
son activados en estas células inmunitarias se inhibe la liberacibn de citocinas
proinflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNFa), cuyos niveles son altos en pacientes con depresion
(Himmerich et al., 2019). Cuando se compromete el funcionamiento de la via colinérgica

antinflamatoria, no se modula de manera correcta el proceso inflamatorio, mecanismo,
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que propicia el desarrollo o mantenimiento de la depresion (Pomara et al., 2021), por lo
gue la modulacion de la inflamacién a través de los receptores nicotinicos es un blanco
terapéutico en la patogénesis de la depresion, pero se necesitan mas estudios para

comprender bien su funcionamiento.

2.4.1 Receptores nicotinicos en la corteza prefrontal medial

En la corteza, las neuronas colinérgicas proyectan hacia las capas superficiales y
profundas, donde se expresan de igual forma receptores nicotinicos, principalmente los
subtipos a7 y a4p2, que son los receptores nicotinicos mas abundantes en el todo el
cerebro tanto en roedores (Figura 5) como en humanos. Estos receptores se encuentran
en interneuronas y en neuronas piramidales de proyeccion (Figura 6) mostrando un
arreglo especifico en el tipo neuronal y capas donde se expresan (Poorthuis &
Mansvelder, 2013b), por lo que el control colinérgico del procesamiento cortical puede
ser especifico en cada capa cortical. Debido a las funciones de la sefializacién colinérgica
en el sistema nervioso central, se han postulado diferentes hipotesis sobre el papel de

ésta relacionado con el desarrollo de diferentes patologias (Shytle et al., 2002).
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Figura 5. Subtipos de receptores nicotinicos en el cerebro de roedor. Distribucién de receptores nicotinicos
expresados en el sistema nervioso central de roedores (Modificado de Taly et al., 2009).
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En ratones silvestres se ha mostrado que interneuronas activadas por la
sefalizacion colinérgica controlan la actividad de neuronas piramidales en las capas Il/IlI
de la corteza prelimbica por medio de los receptores nicotinicos a7 y a4f32; mientras que
en ratones knockout, para estos subtipos de receptores las neuronas piramidales de las

capas ll/lll muestran una hiperactividad (Koukouli et al., 2017).

Se ha observado que la activacion de receptores nicotinicos por acetilcolina en la
CPFm regula el balance excitaciéon/inhibicion de los circuitos neuronales corticales al
estar modulando la neurotransmision glutamatérgica y GABAérgica (Yin et al., 2021).
Esta modulacién de la liberacion de neurotransmisores por parte de los receptores
nicotinicos necesita ser estudiada para entender su implicacion en el balance

excitacion/inhibiciéon en la CPFm.
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Figura 6. Capas de la CPFm y receptores nicotinicos. Las capas y los receptores nicotinicos expresados
en el &rea prelimbica de la CPFm de roedor. L: Capa, nAChR: Receptor de acetilcolina, TDM: Talamo
Dorsal Medial, P: Piramidal (Modificado de Poorthuis & Mansvelder, 2013b).
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3. Justificacion

La depresion representa un problema importante de la salud mental de creciente
preocupacion en la sociedad actual, con una incidencia en constante aumento y
consecuencias a corto y largo plazo en los adolescentes. Debido a su naturaleza
heterogénea, es necesario explorar las conexiones complejas de la corteza prefrontal y
algunos de los factores neurobiologicos clave, como la neuroinflamacion y componentes
en la comunicaciéon neuronal (como las corrientes postsinapticas y los receptores
nicotinicos) para abordar esta problematica. La interaccién entre estos componentes
neurobiolégicos y su implicacion en la depresion permitirian una mejor comprension de
los mecanismos que subyacen a esta enfermedad en el periodo de la adolescencia. En
concordancia con lo anterior, en el presente estudio propusimos investigar las
interacciones neurobiolégicas entre la conducta tipo depresiva, las corrientes
postsinapticas y los receptores nicotinicos en la corteza prefrontal medial, en un modelo
de depresion relacionado con la neuroinflamacion inducida por la inyeccién de

lipopolisacéaridos en ratas adolescentes.
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4. Hipotesis

La inyeccion de lipopolisacaridos en ratas adolescentes provoca conductas tipo

depresivas y afecta la modulacibn de las corrientes postsinapticas mediadas por

receptores nicotinicos de las neuronas del area prelimbica de la corteza prefrontal medial,

y si estos efectos son revertidos por imipramina.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Para explorar los mecanismos de la depresion estudiamos, en ratas adolescentes (DP

30-52) inyectadas con lipopolisacéaridos, las interacciones neurobiologicas entre la

conducta tipo depresiva, las corrientes postsinapticas espontaneas y la modulacion de

las corrientes postsinapticas inhibidoras por receptores nicotinicos (a7 y a4fB2) en la

corteza prefrontal medial; asi como los efectos de la administracion del antidepresivo

triciclico imipramina en estas variables.

5.2 Objetivos particulares

Implementar el modelo de depresion por inyeccion de lipopolisacaridos en ratas
adolescentes y evaluar su conducta tipo depresiva.

Estudiar los cambios en las corrientes sinapticas de las neuronas del area
prelimbica de la corteza prefrontal medial en ratas adolescentes inyectadas con
lipopolisacéaridos.

Evaluar las corrientes postsinapticas inhibidoras en neuronas del area prelimbica
de la corteza prefrontal medial.

Determinar la contribucion de los receptores nicotinicos en la modulacién de las
corrientes postsinapticas inhibidoras de neuronas de la CPFm de ratas
adolescentes con conducta tipo depresiva inducida por LPS.

Determinar si los efectos antidepresivos de la imipramina modulan las corrientes
postsinapticas espontaneas y asi como la modulaciébn de las corrientes

postsinapticas inhibidoras por los receptores nicotinicos (a7 y a4p2).
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6. Materiales y Métodos

6.1 Declaracion de ética

Todos los procedimientos experimentales se llevaron a cabo de acuerdo con la guia para
el cuidado, mantenimiento y uso de animales de laboratorio, aprobado por el comité para
el cuidado de los animales del Instituto de Neurobiologia (INB) de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-
1999.

6.2 Sujetos

Se usaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 30 dias postnatales (DP), periodo
en el cual estan en la etapa de adolescencia (Tirelli et al., 2003). Cada rata fue mantenida
en una caja de acrilico transparente en condiciones estandar de temperatura ambiente
(23°C), humedad relativa (50%) y ciclo luz/obscuridad (12/12 horas), teniendo libre
acceso a agua y alimento. Todas las ratas fueron proporcionadas por el bioterio del INB.

6.3 Disefio experimental

6.3.1. Experimento uno

Para evaluar si la inyeccion de LPS induce conductas tipo depresivas y cambios
electrofisiolégicos en la CPFm de ratas adolescentes, los sujetos fueron divididos de
manera aleatoria en dos grupos: el grupo control (VEH) y el grupo experimental (LPS).
Las inyecciones comenzaron en el DP31. Veinticuatro horas después de la udltima
inyeccion (DP43) se iniciaron las pruebas conductuales, la de nado forzado y la de campo
abierto, estas seleccionadas como determinantes para probar el efecto depresivo del
LPS. Al dia siguiente de haberse terminado éstas, se realizaron los registros

electrofisiolégicos, que comprendieron el periodo del DP 46 al 52 (Figura 7A).

6.3.2. Experimento dos

Una vez determinado que el LPS induce conductas tipo depresivas y cambios
electrofisiolégicos en la CPFm de ratas adolescentes, se evalué si el uso de la
imipramina, un antidepresivo triciclico, puede revertir o aminorar los efectos del LPS. Para
ello se llevo a cabo el mismo disefio experimental anterior, pero ahora los animales se
dividieron en tres grupos después de la ultima inyeccion de LPS: grupo control (VEH-
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VEH), grupo LPS (LPS-VEH) y grupo imipramina (LPS-IMI), en los cuales del DP 44 al
46 se inyecto imipramina en el grupo LPS-IMI y solucién salina en los grupos VEH-VEH
y LPS-VEH. En el DP 45 y el DP 46 se realizaron las pruebas conductuales, en estos
dias la inyeccion de imipramina fue una hora antes de cada prueba, por lo que los

registros electrofisioldgicos se realizaron del periodo DP 47 al DP 52 (Figura 7B).
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Figura 7. Disefio experimental. (A) Experimento uno y (B) Experimento dos. Los circulos y rectangulo color
naranja corresponden a los dias de inyeccidn de LPS (solucién salina para el grupo control), los circulos y
rectangulo color gris a los dias de pruebas conductuales, los circulos color azul a la inyeccion de imipramina
(solucion salina para los otros grupos) y los circulos y recuadro color amarillo a los dias de registros

electrofisiol6gicos. DP: dia postnatal.
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6.4 Administracion de sustancias

El lipopolisacéarido (LPS de Escherichia coli, 0111:B4, L2630, Sigma) fue inyectado por
via intraperitoneal (i.p.) al grupo LPS cada dos dias durante dos semanas, aplicando 7
dosis en total, la primera dosis fue al DP31 y la ultima al DP43. Cada dosis fue de 500
ng/kg, disueltos en solucién salina (vehiculo) en condiciones estériles. Las dosis se
ajustaron al peso registrado el dia de la inyeccién. El grupo control (VEH) recibi6 el mismo
volumen de vehiculo. La imipramina (17379, Sigma) fue inyectada por via i.p. al grupo
LPS-IMI del DP 44 al 46. Cada dosis fue de 15 mg/kg, disueltos en solucién salina en
condiciones estériles, las dosis se ajustaron al peso registrado el dia de la inyeccion. Los

grupos VEH-VEH y LPS-VEH recibieron el mismo volumen de vehiculo.

6.5 Procedimientos conductuales

Las pruebas conductuales se realizaron 24 horas después de la ultima inyeccién de LPS
o 1 hora después de la segunda y tercera inyeccion de Imipramina. Las pruebas que se
llevaron a cabo son la prueba de nado forzado y la prueba de campo abierto, comenzando
con la prueba de nado forzado al DP 44 o0 45y posteriormente la prueba de campo abierto
el DP 45 0 46. Ambas pruebas se realizaron en el Laboratorio de Aprendizaje (B-04) del
INB, en el cuarto de actividad motora. Los sujetos fueron trasladados de forma individual
desde el bioterio del laboratorio hacia una sala donde permanecieron una hora antes y

una hora después de cada prueba.

6.5.1 Prueba de nado forzado

Para esta prueba se utilizd la version clasica (Porsolt et al., 1978) para evaluar la
desesperanza de los sujetos, pero solo realizando la prueba, es decir, no hubo una
preprueba. La prueba se realiz6 24 horas después de la dltima inyeccién de LPS para los
grupos del experimento uno y 1 hora después de la segunda inyecciéon de imipramina
para los grupos del experimento dos. La prueba se realizé durante 6 minutos, pero solo
se analizaron los dltimos 5 minutos. Esta prueba fue videograbada. Se utilizaron dos
cilindros de 50 centimetros de alto y 20 centimetros de didmetro (Figura 8A), éstos se

llenaron con agua (temperatura de ~25°C) a una altura de 17 centimetros. Lo que se
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evaluo en esta prueba fue el tiempo de inmovilidad, el cual fue tomado en cuenta cuando
la rata dejo de forcejar en el agua y solo estaba flotando, o haciendo movimientos
minimos que le permitian mantenerse a flote y tener la cabeza fuera del agua. El agua
de cada cilindro fue cambiada al terminar cada sesién para evitar cambios en el

comportamiento de los animales.

6.5.2 Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto, para evaluar la actividad locomotora, se realiz6 24 horas
después de la prueba de nado forzado. Para esta prueba se utilizaron cajas de actividad
motora (AccuScan Instruments Inc, OH, USA) de acrilico transparente (Figura 8B), cuyas
dimensiones son 40x40x25 centimetros. La caja de actividad motora fue limpiada cada
sesion para iniciar la siguiente. La actividad fue registrada con el programa “VersaMax”
(AccuScan Instruments Inc, OH, USA), que registra la actividad de la rata a través de
rayos infrarrojos en los ejes “X” y “Y”. Cada rata fue colocada dentro de la caja por 5

minutos con registro de actividad cada minuto.

(A) (B)

Figura 8. Equipo usado para las pruebas conductuales. (A) Cilindros para la prueba de nado forzado y (B)
cajas de actividad motora para la prueba de campo abierto.
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6.6 Rebanadas de cerebro y registro electrofisiolégico

La obtencion de las rebanadas de cerebro y la técnica de fijacion de voltaje en
configuracion de célula completa se llevo a cabo al dia siguiente de la prueba de campo
abierto, en un periodo de 6 dias, que comprende los DP 46 al 52 y que corresponde a la
adolescencia tardia (McCormick & Mathews, 2010). Estos dos procedimientos se llevaron

a cabo en el Laboratorio de Comunicacion Intercelular y Neurotransmision (B-12) del INB.

6.6.1 Preparacion de rebanadas de cerebro

Para la preparacion de las rebanadas de cerebro, los animales fueron anestesiados
profundamente con isoflurano y después decapitados. Se extrajeron rapidamente los
cerebros y se colocaron aproximadamente durante 2 minutos en solucion fria (4°C) de
sacarosa que contiene (en mM): 250 sacarosa, 2.5 KClI, 1.2 NaH2PO4, 5 MgCl2, 0.5 CaCly,
26 NaHCOs, 10 glucosa, (pH 7.3: HCI). Posteriormente, se realizaron cortes coronales de
300 pm de espesor con un Vibratomo VT 1000 S (Leica, MO, USA), para obtener
rebanadas que contenian la corteza prefrontal medial. Las rebanadas se incubaron en la
solucion cerebro espinal artificial (SCEA) durante 1 hora a ~32°C para mantener las
rebanadas viables durante el registro electrofisioldégico. Todas las soluciones se
burbujearon continuamente con gas carbdgeno (95% Oz y 5% CO2) a temperatura

ambiente.

6.6.2 Registro electrofisiolégico con la técnica de fijacién de voltaje en
configuraciéon de célula completa

Posterior a la incubacion de las rebanadas, estas se transfirieron a una camara de registro
en el microscopio 6ptico (BX51WI, Olympus Instruments, Japon) conectado al sistema
en el que se perfundié continuamente con la SCEA que contiene (en mM): 125 NaCl, 2.5
KCI, 1.23 NaH2PO4, 1 MgClz, 2 CaClz, 26 NaHCOs, 10 glucosa, (pH 7.3: HCI) a una
velocidad de ~3 ml/min durante todo el experimento. El registro de las corrientes
sinapticas se realiz6é con la técnica de “patch-clamp” en modalidad de fijacion de voltaje
en configuracion de célula completa, que se realiz6 con un amplificador “PC-ONE

Patch/Whole Cell Clamp” (Dagan Corporation, MN, USA), utilizando el sistema de
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adquisicion Digidata 1440A (Axon Instruments, CA, USA) a una velocidad de muestreo
de 10 KHz y filtro de 1 KHz, que fue monitoreado y almacenado en una computadora PC

usando el programa “Clampex 10.2” (Molecular Devices, CA, USA).

Las micropipetas para los registros fueron hechas con tubos de vidrio de
borosilicato con un estirador “flaming/brown micropipette puller P 97” (Sutter Instrument
Co., CA, USA) que fueron llenadas con la solucion interna de cloruro de potasio (KCl) que
contiene (en mM): 140 KCI, 5 NaCl, 1 MgCl2, 10 HEPES y 10 EGTA (pH 7.3: KOH), con
una resistencia de 5-9 mQ. Esta solucion se uso para registrar corrientes postsinapticas
espontaneas e inhibidoras (sPSCs e sIPSCs, respectivamente). Las sIPSCs se
registraron en presencia de CNQX (10 uM) para bloquear las corrientes glutamatérgicas
excitadoras debidas a los receptores AMPA/Kainato. Para la evaluacion de la modulacion
de las corrientes sindpticas por receptores nicotinicos se agregd nicotina (10 puM) y
posteriormente un antagonista de receptores nicotinicos, que fue metillicaconitina (MLA,
20 nM) o dihidro-B-eritroidina (DHBE, 0.5 uM). Se calculé el potencial de equilibrio de los
iones para la solucién interna y la direccién de la corriente para cada uno de estos. Las
neuronas se observaron utilizando un sistema de video-microscopia en infrarrojo
(BX51WI, Olympus Instruments, Japon) (Figura 9) con un objetivo de inmersién de agua
de 80X. Las neuronas seleccionadas para el registro se localizaron en el area prelimbica
de la CPFm, y se mantuvieron a un potencial de -70 mV.

Figura 9. Equipo para realizar los registros electrofisiologicos.
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6.6.3 Adicion de compuestos quimicos

Se aplicaron diferentes reactivos en el bafio para perfusion: cianquixalina (CNQX, 10 uM),
nicotina (Nic, 10 puM) y dihidro-B-eritroidina (DHBE, 0.5 uM) durante 10 minutos, para
evaluar los cambios en las corrientes sinapticas por el efecto de la nicotina. Todos los

compuestos fueron obtenidos de Sigma-RBI.

6.7 Analisis de datos

Para la obtencion de los datos de las variables conductuales se utilizaron los programas
“VersaMax” (AccuScan Instruments Inc, OH, USA) y “SuperFlex Fusion Open Fleld”
(Omnitech, OH, USA) para analizar la actividad motora. Para la obtencién de los registros
electrofisiolégicos su utilizaron los programas “Clampfit 10.2” (Molecular Devices, CA,
USA) y “MiniAnalysis 6.0.3” (Synaptosoft Inc., NJ, USA).

Los datos del presente estudio se reportan en términos de la media y el error
estandar de la media (SEM). Para probar si las muestran cumplian el criterio de
normalidad se usoé la prueba de Shapiro-Wilk. Cuando se cumplieron los supuestos de la
estadistica paramétrica se realizo la prueba de t-student y ANOVA de una via, para
muestras independientes en ambos casos, y la prueba de Tukey para el analisis de
comparaciones multiples cuando se usé6 ANOVA. En los casos donde no se cumplieron
los supuestos de la estadistica paramétrica se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis, en esta Ultima se usoé la prueba de Dunn para el andlisis post hoc, asi
como la prueba de Kolmogorov-Smirnov para la fraccion acumulada de intervalo de
frecuencia y amplitud de las corrientes sinapticas. El valor de significancia estadistica
utilizado fue de p < 0.05. Todas las pruebas mencionadas de andlisis estadistico y sus
respectivas graficas se realizaron con el programa “GraphPad Pris 8.0.1” (GraphPad
Software Inc, CA, USA).
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7. Resultados

7.1 Experimento uno
Este experimento se disefi0 para evaluar si la inyeccion repetida e intermitente de

LPS podia inducir conductas tipo depresivas y cambios electrofisiolégicos en la CPFm de
ratas adolescentes.

7.1.1 El tratamiento de LPS disminuyé la ganancia de peso corporal de ratas
adolescentes

Los resultados muestran que el tratamiento con LPS tiene un efecto negativo en la
ganancia de peso corporal en funcion de la edad de la rata. El monitoreo del peso se
efectu6 desde el dia de llegada al bioterio (DP30) y durante el tratamiento con LPS (DP
31-43). El dia de llegada al bioterio (Figura 10A) no hubo diferencias en el peso corporal
de las ratas adolescentes de ambos grupos (tus) = 1.09, p = 0.28), pero en el ultimo dia
de inyeccion (Figura 10B) las ratas del grupo LPS mostraron un peso corporal
significativamente menor con respecto al grupo VEH (tu44) = 3.74, p < 0.001, lo cual
también se ve reflejado en la ganancia de peso total (Figura 10C), donde fue
significativamente menor en el grupo LPS (tus) = 3.42, p < 0.001).
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Figura 10. Efectos del LPS en el peso corporal en el experimento uno. (A) Peso del dia de llegada al
bioterio, (B) peso al termind del tratamiento de LPS y (C) ganancia de peso total. Las barras representan
la media £ SEM, *p < 0.05, n = 23, ambos grupos.
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7.1.2 El tratamiento de LPS promovio conductas tipo depresivas en ratas
adolescentes

Una de las preguntas de investigacion de este trabajo fue saber si el tratamiento con LPS
provoca cambios en la conducta de ratas en la etapa adolescente. Los resultados
conductuales muestran que el LPS indujo conductas tipo depresivas en ratas
adolescentes. El tiempo de inmovilidad (Figura 11A) fue la variable evaluada en la prueba
de nado forzado para valorar la conducta de desesperanza, y fue significativamente
mayor en el grupo LPS en comparacion con el grupo VEH (tus) = 2.45, p = 0.0181). En la
prueba de campo abierto las variables evaluadas fueron la distancia total recorrida y la
actividad vertical, estas dos variables evallan la actividad exploratoria de los animales.
En el grupo LPS tuvo una menor distancia recorrida respecto al grupo VEH (Figura 11B),
siendo esta diferencia significativa (tu4) = 3.55, p < 0.001), y en los episodios verticales
se mantuvo esta diferencia entre los grupos (tw4s4) = 2.24, p = 0.0313), donde el grupo LPS

tuvo menos episodios verticales (Figura 11C).
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Figura 11. Efectos de la inyeccién de LPS en las pruebas conductuales. (A) Tiempo de inmovilidad en la
prueba de nado forzado. (B) Distancia total recorrida. (C) nimero de episodios verticales en la prueba de
campo abierto. (D) Mapa de calor de la actividad exploratoria. Izquierda: VEH, derecha LPS. Las barras
representan la media + SEM, *p < 0.05, n = 23, ambos grupos
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7.1.3 ElI LPS disminuy6 las corrientes postsinapticas espontaneas del area
prelimbica en ratas adolescentes

Para los estudios electrofisiologicos se decidio registrar neuronas del area prelimbica de
la CPFm debido a que tiene un papel importante en la regulacion emocional y conductual,
tiene conexiones con otras areas relacionadas con la depresion (como el hipocampo y la
amigdala), y en estudios preclinicos y clinicos se ha observado que presenta una
reduccion de su volumen y alteraciones en su conectividad (Hare & Duman, 2020;
Pizzagalli & Roberts, 2022). Se han descrito los diferentes tipos celulares que se
encuentran en la CPFm, donde el ~80% son neuronas piramidales y el ~20% son
interneuronas. Las neuronas piramidales de esta regidn se caracterizan por presentar un
patron de disparo regular, intermitente o de rafagas, mientras que las interneuronas
tienen un patron de disparo rdpido (Kummer et al., 2020). En este trabajo no se
caracterizo el tipo neuronal, pero se seleccionaron preferentemente células cuya forma
fue redonda. Las corrientes postsinapticas espontaneas (sPSCs) se registraron a un
voltaje de mantenimiento de -70 mV solo en presencia de la Solucion Cerebro Espinal
Artificial (SCEA) y con la solucién de registro de KCI, que son la solucion externa e
interna, respectivamente (ver “Materiales y Métodos”). En las sPSCs hubo diferencias
significativas en la frecuencia acumulada y en la media de los intervalos entre eventos
(IEl) de las sPSCs registradas (D = 0.57, p < 0.001; t@2) = 4.5, p = < 0.001), donde el
grupo LPS mostré menor frecuencia en comparacion con el grupo VEH (Figura 12A).
Ademas, la amplitud de las sPSCs (Figura 12B) también presentd diferencias
significativas entre ambos grupos, pero solo en el andlisis de Kolmogorov-Smirnov para
las frecuencias acumuladas (D = 0.43, p < 0.001; ts2) = 1.26, p = 0.21). En la Figura 12C
se muestran trazos representativos de las SPSCs de ambos grupos.
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Figura 12. Efecto del LPS en las corrientes postsinapticas espontaneas (sPSCs) registradas en neuronas
del area prelimbica de la CPFm de ratas adolescentes. (A) Frecuencia acumulada con la media de Intervalo
Entre Eventos (IEl) y (B) amplitud acumulada con la media de amplitudes de las sPSCs. (C) Trazos
representativos de las sPSCs registradas en neuronas del grupo VEH (trazo gris) y LPS (trazo naranja).
Solucién interna: KCI, Vi = -70 mV. Las barras representan la media + SEM, *p < 0.05, n = 16-18, por

grupo.

7.1.4 ElI LPS disminuyé las corrientes postsinapticas inhibidoras de ratas
adolescentes

En el siguiente paso se analizo el efecto del tratamiento con LPS en las corrientes
postsinapticas inhibidoras espontaneas (sIPSCs). Para ello, se agreg6 al bafio CNQX a
una concentracion de 10 uM para bloquear los canales de AMPA y Kainato que median
la transmision glutamatérgica excitadora, para asi lograr el registro de corrientes
postsinapticas inhibidoras espontaneas debidas a receptores de GABA. Hubo diferencias
significativas en la frecuencia acumulada entre los grupos y en la mediana de los IEI (D
= 0.59, p < 0.001; U = 30, p = 0.0026) (Figura 13A). También hay diferencias en la

amplitud acumulada (D = 0.56, p < 0.001), pero no en la media de las amplitudes (tes) =
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1.31, p =0.19) (Figura 13B). En la Figura 13C se muestran trazos representativos de las

sIPSCs de ambos grupos.
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Figura 13. Efecto del LPS en las corrientes postsinapticas inhibidoras espontaneas (sIPSCs) registradas
en neuronas del area prelimbica de la CPFm de ratas adolescentes. (A) Frecuencia acumulada con la
media de Intervalo Entre Eventos (IEl) y (B) amplitud acumulada con la media de amplitudes de las sIPSCs
en presencia de CNQX (10 pM). (C) Trazos representativos de las sIPSCs registradas en neuronas del
grupo VEH y LPS. Las barras representan la media £+ SEM (mediana + 95% CI para inciso A), *p < 0.05, n
=12-15, por grupo.

7.1.5 EI LPS afect6 la modulacion de las sIPSCs por receptores nicotinicos en el
area prelimbica de la corteza prefrontal medial de rata adolescentes

Otra de las preguntas de este trabajo fue saber si las sIPSCs son moduladas por la
activacion de receptores nicotinicos en esta area. Para esto, se utilizd una concentracion
de 10 puM de nicotina para estudiar sus efectos en las IPSCs en células del area
prelimbica de la CPFm. Los resultados obtenidos muestran que, comparando la actividad

registrada con CNQX con la actividad registrada de CNQX + nicotina del grupo VEH,
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hubo un incremento en la frecuencia (D = 0.35, p < 0.001) y la amplitud (D = 0.13, p <
0.001) de las IPSCs, mientras que no hubo diferencias significativas entre la actividad de
CNQX 'y CNQX + nicotina en el grupo de LPS. Ahora, solo en la actividad registrada con
CNQX + nicotina se encontraron diferencias significativas en la frecuencia acumulada y
en la mediana de las frecuencias (D = 0.80, p < 0.001, U =12, p < 0.001) entre los grupos
VEH y LPS (Figura 14A). Por otro lado, solo hubo diferencias significativas en la amplitud
acumulada, pero no en la media de las amplitudes (D = 0.41, p < 0.001, tes4) = 1.13, p =
0.26) (Figura 14B). Estos resultados nos confirman que el aumento de la frecuencia de
las sIPSCs en el grupo VEH fue debido al efecto de la nicotina, que disminuye el intervalo
entre eventos. En la Figura 14C se muestran trazos representativos de las IPSCs
moduladas por receptores nicotinicos de ambos grupos. Se observa claramente como la
frecuencia es mayor en el grupo VEH que en el grupo LPS por el efecto de la nicotina.
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Figura 14. Efecto del LPS en la modulacion de las IPSCs por nicotina en neuronas del area prelimbica de
la CPFm de ratas adolescentes. (A) Frecuencia acumulada con la media de Intervalo Entre Eventos (IEl) y
(B) amplitud acumulada con la media de amplitudes de las IPSCs en presencia de CNQX (10 yM) + nicotina
(10 uM). (C) Trazos representativos de IPSCs registradas en neuronas de los diferentes grupos. Las barras
representan la media + SEM (mediana + 95% CI para inciso A), n = 11-15, por grupo.
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Para identificar qué subtipo de receptor nicotinico involucrado en estas respuestas,
se utiliz6 metilicaconitina (MLA, 10 nM), un antagonista selectivo para el subtipo de
receptor nicotinico a7. El efecto que tuvo el MLA fue una disminucion en la frecuencia de
las IPSCs en el grupo VEH con respecto al tiempo con CNQX y nicotina (ver Figura 14,
color gris), siendo similar a la frecuencia antes de que se administrara la nicotina (ver
Figura 13, color gris), mientras que en el grupo LPS el MLA no tuvo efectos per se sobre
frecuencia y amplitud, teniendo actividad similar al de los tiempos anteriores (ver Figura
13 y 14, color naranja). Al comparar ambos grupos, se encontraron diferencias
significativas (D = 0.60, p < 0.001), pero no en la media de las IEI (ta2) = 1.42, p = 0.18)
(Figura 15A). En cuanto a la amplitud, el analisis de la amplitud acumulada mostro
diferencias significativas (D = 0.52, p < 0.001), pero en la media de las amplitudes no
hubo diferencias (ta1) = 0.94, p = 0.36) (Figura 15B). En la Figura 15C se muestran trazos

representativos de las IPSCs con el efecto de la nicotina + MLA.
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Figura 15. Efecto del MLA en las IPSCs registradas en neuronas del area prelimbica de la CPFm. (A)
Frecuencia acumulada con la media de Intervalo Entre Eventos (IEl) y (B) amplitud acumulada con la media
de amplitudes de las IPSCs en presencia de CNQX (10 yM) + nicotina (10 yM) + MLA (10 nM). (C) Trazos
representativos de IPSCs registradas en neuronas de los diferentes grupos. Las barras representan la
media + SEM, n = 4-10, por grupo.
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7.2 Experimento dos
En este experimento se evaluo si la inyeccion de imipramina podia revertir o aminorar los
efectos del tratamiento con LPS.

7.2.1 Imipramina en la ganancia de peso corporal

Se observo el mismo efecto del LPS en el peso corporal obteniendo en los resultados del
experimento uno. Se monitored el peso de las ratas desde el dia de llegada al bioterio
hasta el final del tratamiento con LPS. El dia de llegada al bioterio (Figura 16A) no hubo
diferencias entre los grupos (t@1) = 0.82, p = 0.41). Al final del tratamiento (Figura 16B) si
se encontraron diferencias significativas entre los grupos (t@1) = 4.08, p < 0.001). En la
ganancia total de peso (Figura 16C) se observa esta misma diferencia significativa (t(u)
=3.98, p < 0.001).
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Figura 16. Efectos del LPS en el peso corporal en el experimento dos. (A) Peso del dia de llegada al
bioterio, (B) peso al termind del tratamiento de LPS y (C) ganancia de peso total. Las barras representan
la media £ SEM, *p < 0.05, n = 13-10, por grupo.

Posteriormente, los sujetos recibieron una inyeccion de imipramina (15 mg/kg) o solucion
vehiculo durante tres dias, las dos ultimas inyecciones fueron una hora antes de cada
prueba conductual. El grupo VEH recibié vehiculo de imipramina (VEH-VEH) y el grupo
LPS se dividi6 aleatoriamente en dos; los que fueron inyectados con vehiculo de

imipramina (LPS-VEH) y lo que recibieron imipramina (LPS-IMI). Los resultados muestran
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que las inyecciones de imipramina no causaron cambios en el peso en el grupo LPS-IMI
con respecto al grupo LPS-VEH, y se mantuvo la diferencia significativa de ambos grupos
tratados con LPS (LPS-VEH y LPS-IMI) con respecto al grupo VEH-VEH, tanto al inicio
(Fe, 30) = 6.15, p = 0.0058) como al final (Fe, 30) = 5.79, p < 0.001) de las inyecciones de
imipramina (Figura 17A y B). En la ganancia de peso no hay diferencias significativas
entre los grupos (Figura 17C), siendo que esta medicion se realizo en tres dias seguidos

y el aumento de peso ya no es tan marcado como al inicio.
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Figura 17. La inyeccion de imipramina no ocasiono cambios en el peso corporal de los grupos tratados con
LPS. (A) Peso en el primer dia de inyeccién. (B) Peso corporal al final de la Gltima inyeccién de Imipramina.
Las barras representan la media + SEM, *p < 0.05, n = 13-10, por grupo.

7.2.2 El tratamiento con imipramina atenud la conducta tipo depresiva en ratas
adolescentes

A pesar de gue los resultados muestran que el tratamiento con imipramina no tuvo un
efecto sobre el peso corporal, esta si puede mejorar los cambios conductuales inducidos
por el LPS. En el experimento dos, en la prueba de nado forzado (Figura 18A), hay
diferencias en el tiempo de inmovilidad entre los grupos (F, 30) = 3.34, p = 0.049), donde
el andlisis de comparaciones multiples con la prueba de Tukey muestra que la diferencia
es entre los grupos VEH-VEH y LPS-VEH, asi como una tendencia en disminuir el tiempo
de inmovilidad en el grupo LPS-IMI. En cuanto a la prueba de campo abierto (Figura 18B

y C), también hubo diferencias significativas en la distancia recorrida entre los grupos (F,
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30 = 18.51, p < 0.001), y el analisis post hoc con la prueba de Tukey indico que hay
diferencias entre el grupo LPS-IMI con los grupos VEH-VEH y LPS-VEH. Con respecto a
los episodios verticales, no hubo diferencias significativas entre los grupos (F, 30) = 2.89,
p = 0.07), pero se observo una tendencia de disminucion de eventos en los grupos LPS-
VEH y LPS-IMI.
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Figura 18. Efectos de la inyeccién de LPS e imipramina en las pruebas conductuales. (A) Tiempo de
inmovilidad en la prueba de nado forzado. (B) Distancia total recorrida. (C) Niumero de episodios verticales
en la prueba de campo abierto. (D) Mapa de calor de la actividad exploratoria. Izquierda: VEH-VEH, centro:
LPS-VEH, derecha LPS-VEH. Media + SEM, *p < 0.05, n = 13-10, por grupo.

7.2.3 La Imipramina revirtié los efectos promovidos por el LPS en las corrientes
postsinépticas espontaneas del area prelimbica en ratas adolescentes

Continuando con lo establecido, se evalud si la imipramina tenia algun efecto en las
sPSCs. En la frecuencia acumulada se encontro que hay diferencias significativas entre
los tres grupos (D =0.69, 0.54y 0.55, p <0.0001). En el ANOVA de una via para la media

46



de los IEI también hubo diferencias significativas (F, 26) = 7.84, p = 0.0027), el analisis
de comparaciones multiples con la prueba de Tukey indic6 diferencias del grupos LPS-
VEH con respecto a los grupos VEH-VEH y LPS-IMI. En cuanto a la amplitud acumulada
también hubo diferencias entre los tres grupos en la amplitud acumulada (D = 0.39, 0.27
y 0.32, p <0.001), pero no en el promedio de las medias de las amplitudes (F,26) = 0.46,

p = 0.63). En la Figura 16C se muestran trazos representativos de las sPSCs de los tres

grupos.
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Figura 19. Efecto del LPS e imipramina en las sPSCs registradas en neuronas del area prelimbica de la
CPFm de ratas adolescentes. (A) Frecuencia acumulada de las sPSCs y media de los Intervalos entre
Eventos (IEl). (B) Amplitud acumulada y media de las sPSCs. (C) Trazos representativos de las sPSCs
registradas en neuronas de los tres grupos; VEH-VEH (trazo gris), LPS-VEH (trazo naranja) y LPS-IMI
(trazo azul). KCI, Vy = -70 mV. Las barras representan la media + SEM, n = 8, 7 y 14, cada grupo.

7.2.4 La imipramina revirtié los efectos del LPS en las corrientes postsinapticas
inhibidoras espontaneas
También se evalud si la imipramina tuvo algun efecto en las sIPSCs. Hubo diferencias

entre los tres grupos en la frecuencia acumulada de las sIPSCs (D = 0.65, 0.09 y 0.69, p
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< 0.001) (Figura 20A), pero no hay diferencias en la media de los IEl. En cuanto a la
amplitud acumulada (Figura 20B), hay diferencias de los grupos LPS-VEH y LPS-IMI con
respecto al grupo VEH-VEH (D = 0.28, 0.32, p < 0.001), en las medias de las amplitudes
se muestra una tendencia, pero no hay diferencias significativas (F.27) = 2.20, p = 0.13).

En la Figura 20C se muestran trazos representativos de las sIPSCs de los tres grupos.
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Figura 20. Efecto del LPS e imipramina en las sIPSCs registradas en neuronas del area prelimbica de la
CPFm de ratas adolescentes. (A) Frecuencia acumulada con la media de Intervalo Entre Eventos (IEl) y
(B) amplitud acumulada con la media de amplitudes de las sIPSCs en presencia de CNQX (10 uM). (C)
Trazos representativos de sIPSCs registradas en neuronas de los diferentes grupos. Las barras
representan la media + SEM, n =8, 5y 11, cada grupo.

7.25 La imipramina recuper6 la modulacion de las IPSCs por receptores
nicotinicos en el area prelimbica de la CPFm

Se analizo si la imipramina afectdé la modulacion de las IPSCs por la activacion de
receptores nicotinicos. La nicotina incrementa la frecuencia de las IPSCs en el grupo
VEH-VEH, y en el grupo LPS-IMI, pero el grupo LPS-VEH se mantiene constante, todo
lo anterior tomando como control el tiempo solo con CNQX para cada grupo (ver Figura
20). En las frecuencias acumuladas (Figura 21A) hubo diferencias entre los tres grupos
cuando se agrego la nicotina (D = 0.61, 0.15 y 0.65, p < 0.001), para la media de las

48



frecuencias hubo diferencias significativas (Fe, 16) = 4.43, p = 0.029), el analisis de
comparaciones multiples indicé diferencias entre los grupos LPS-VEH y LPS-IMI. En
cuanto a la amplitud acumulada (Figura 21B), hubo diferencias significativas del grupo
LPS-VEH respecto a los otros dos grupos (D = 0.55, 0.61, p < 0.0001), pero para las
medias de la amplitud no hubo diferencias (Fe, 16) = 2.4, p = 0.12). En la Figura 21C se

muestran trazos representativos de las IPSCs moduladas por receptores nicotinicos.
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Figura 21. Efecto del LPS e imipramina en la modulacion de las IPSCs por nicotina en neuronas regsitras
del area prelimbica de la CPFm de ratas adolescentes. (A) Frecuencia acumulada con la media de Intervalo
Entre Eventos (IEl) y (B) amplitud acumulada con la media de amplitudes de las IPSCs en presencia de
CNQX (10 pM) + nicotina (10 yM). (C) Trazos representativos de IPSCs registradas en neuronas de los
diferentes grupos. Las barras representan la media + SEM, n =4, 6 y 9, cada grupo.

En el experimento dos se utilizé un antagonista de receptores nicotinicos diferente
al usado en el experimento uno, esto con la finalidad de dilucidar si en la modulacion de
de las IPSCs de esta area participa mas de un subtipo de receptor nicotinico. Se utilizé
el antagonista selectivo para el subtipo de receptor *B2, la dihidro-B-eritroidina (DHBE,
0.5 uM). Se observé que no hubo una disminucion de frecuencia ni amplitud en
comparacion con CNQX + nicotina en los grupos VEH-VEH y LPS-IMI (ver Figura 21,
color gris y azul), mientras que el grupo LPS-VEH no presentdé modulacién positiva,

teniendo una actividad similar al tiempo con CNQX + nicotina. El analisis mostro
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diferencias significativas entre los tres grupos para las frecuencias acumuladas (Figura
22A) (D = 0.49, 0.29 y 0.49, p < 0.001), pero el analisis de las medias de los intervalos
no indico diferencias entre los grupos (F, 10 = 0.79, p = 0.47). Para las amplitudes (Figura
22B), el andlisis de Kruskal-Wallis indica que hay diferencias significativas entre el grupo
LPS-VEH con respecto a los grupos VEH-VEH y LPS-IMI (D = 0.37, 0.38, p < 0.0001),
por otro lado el analisis de la media de las amplitudes muestra que no hay diferencias
significativas entre los grupos (Fe, 100 = 1.27, p = 0.32). En la Figura 22C se muestran

trazos representativos de las IPSCs con el efecto de la nicotina + DHE.

CNQX (10 pM) + Nic (10 pM) + DHBE (0.5 pM)
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Figura 22. Efecto de la DHBE en las IPSCs registradas en neuronas del area prelimbica de la CPFm. (A)
Frecuencia acumulada con la media de Intervalo Entre Eventos (IEl) y (B) amplitud acumulada con la media
de amplitudes de las IPSCs en presencia de CNQX (10 uM) + nicotina (10 uM) + DHBE (0.5 uyM). (C) Trazos
representativos de IPSCs registradas en neuronas de los diferentes grupos. Las barras representan la
media + SEM, n = 3, 5y 5, cada grupo.
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8. Discusion

Diferentes investigaciones han indicado que los estados o procesos inflamatorios pueden
provocar el desarrollo o mantenimiento de diversas enfermedades, incluyendo la
depresion (Kaufmann & Menard, 2018), en donde alrededor del 30% de los pacientes
tienen inflamacion elevada (Osimo et al., 2019). De igual forma se ha propuesto a la
inflamacion como un biomarcador para la depresion (Zonca, 2021), y saber si es un factor
importante en la adolescencia permitiria desarrollar estrategias terapéuticas en esta
etapa de desarrollo. Con lo anterior se puede decir que, aunque no en todos los casos
de depresion hay inflamacion y viceversa, si hay una relacion entre ambas, que se suma
a la complejidad multifactorial de este trastorno. En el presente trabajo se implemento el
modelo farmacolégico de depresion inducido por la inyeccion repetida e intermitente de
LPS en ratas adolescentes, que se reflejé en conductas tipo depresivas, en la disminucion
de las corrientes posinapticas y la falta de modulacion positiva por receptores nicotinicos
en la corteza prelimbica, una zona cerebral relacionada con el estado de animo. Ademas,
mostramos que el tratamiento con el antidepresivo triciclico imipramina atenud las

alteraciones inducidas por el LPS.

El modelo de inyeccion de LPS permite estudiar los mecanismos de la depresion,
al desencadenar un desafio inmunolégico en el organismo, que consiste en la sintesis y
liberacion de citocinas proinflamatorias a nivel sistémico y de manera localizada en
diferentes regiones cerebrales (Planchez et al., 2019). En el presente trabajo, uno de los
resultados obtenidos es que, desde la primera inyeccion de LPS, el peso corporal de las
ratas adolescentes disminuyé y la ganancia de peso final fue significativamente menor
en los grupos tratados con LPS. Este resultado es apoyado por varios estudios en
roedores adultos donde inyectaron LPS y también registraron una disminucion del peso
corporal (Dang et al., 2018; Yang et al., 2018). Si bien en estos trabajos no se menciona
a qué se debe la pérdida de peso, en otro estudio realizado por Zhong et al. (2018)
investigaron los efectos del LPS en el crecimiento de ratas, encontraron que el LPS,
inyectado via intravenosa, afecta negativamente la funcion digestiva, por lo que después
de varias dosis la ganancia de peso de las ratas se vio comprometida. Esta disminucién
de ganancia de peso la explican de la siguiente manera: al inyectar LPS se desencadena

una respuesta inflamatoria sistémica en el organismo, esto debido a que el LPS es
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reconocido por los receptores tipo toll 4 (TLR4) que expresan células inmunitarias, como
macrofagos y células dendriticas (microglia y astrocitos), y la subsecuente activacion de
vias intracelulares involucradas en la respuesta inflamatoria, como la via de sefializacion
del factor nuclear kappa B (NFkB) y la via de las MAP cinasas (MAPK), que propician la
transcripcion de genes y transduccion de sefiales para la sintesis y liberacion de citocinas
proinflamatorias, como interleucina 1 (IL-18), interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa). Estas citocinas inducen eventos o estados inflamatorios, que se ha
reportado provocan una disminucién en la ingesta de alimento, aumento en el gasto
energético, afecta la absorcion de nutrientes y aumento en la temperatura corporal
(Ganeshan et al., 2019; Yang et al., 2022), lo cual explica la disminucién de la ganancia
de peso en los grupos tratados con LPS. Aunque en este trabajo no se evaluaron de
forma cuantitativa o cualitativa las citocinas proinflamatorias, con base en la evidencia

disponible, se puede sugerir que la disminucion de peso se debe a las causas descritas.

Una de las preguntas de investigacion de este trabajo fue saber si el LPS provoca
cambios en la conducta de ratas en la etapa adolescente. La conducta tipo depresiva
causada por el LPS ha sido bien documentada en roedores en la etapa adulta (Bian et
al., 2020; Dang et al., 2017), siendo reconocido como un método valido para estudiar los
mecanismos de la depresion. Sin embargo, ha sido poco explorado en etapas mas
tempranas de desarrollo, como la adolescencia. Para evaluar la conducta tipo depresiva
se uso la prueba de nado forzado, que es la principal prueba utilizada para estudiar los
mecanismos de la depresion en roedores, asi como los posibles efectos antidepresivos
de diversos farmacos (Porsolt et al., 1978). En esta prueba los grupos tratados con LPS
mostraron un tiempo de inmovilidad mayor. Este resultado es apoyado por estudios
previos, en donde aplicaron este mismo modelo de depresién, pero en sujetos adultos.
Estudios como los de Dang et al. (2018) y Yang et al. (2018) han evaluado los efectos de
LPS en la conducta tipo depresiva en ratas adultas, encontrando en ambos estudios que
en la prueba de nado forzado el tiempo de inmovilidad aumenta por efecto del LPS, esta
inmovilidad muestra la conducta de desesperanza y ha sido establecida como una
conducta tipo depresiva en roedores, que se asemeja a lo observado en la depresion en

humanos (Liao et al., 2013).
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En la prueba de campo abierto los grupos inyectados con LPS presentaron una
menor actividad exploratoria, pero sin comprometer directamente la locomocion, siendo
este un efecto bien documentado del LPS. En diferentes trabajos donde inyectaron LPS
a ratas adultas para evaluar conductas tipo depresivas, encontraron en la prueba de
campo abierto que hay una disminucion en la distancia recorrida, el nimero de cruces
entre cuadrantes y numero de episodios verticales (Bian et al., 2020; Yang et al., 2018).
Esta disminucion en la actividad exploratoria puede estar relacionada con apatia, fatiga
y falta de motivacién, que son efectos que se han reportado como causa del tratamiento
con LPS (Bendorius et al., 2018; Muhammad et al., 2022), lo que en el presente trabajo
provocd una menor exploracion en el nuevo entorno al que fueron expuestos durante esta
prueba. Los resultados conductuales obtenidos indican que el modelo de depresion por
inyeccion de LPS se establecié correctamente en ratas adolescentes.

Otro de los objetivos del presente trabajo fue explorar si los efectos del LPS son
atenuados o revertidos por la accion de antidepresivos en la etapa adolescente. Se
selecciond la imipramina porque a pesar de que para el tratamiento de la depresién en
humanos no esta aprobado su uso en adolescentes, si se ha usado en modelos animales
en esta etapa de desarrollo, obteniendo resultados favorables al atenuar las conductas
tipo depresivas, ademas de que también se ha reportado ejercer un efecto antinflamatorio
(Kubera et al., 1995). El grupo tratado con imipramina redujo el tiempo de inmovilidad en
la prueba de nado forzado, pero en la prueba de campo abierto disminuyé la actividad
exploratoria. Al obtener estos resultados se podria entrar en conflicto al tener efectos
opuestos en las pruebas y se podria pensar en falsos positivos o falsos negativos. Sin
embargo, este efecto de la imipramina se ha observado desde los primeros articulos en
los que se propuso la prueba de nado forzado como prueba critica para evaluar la
conducta de desesperanza (Porsolt et al., 1987), en donde ciertamente, la imipramina
tiene efectos “contrarios” en estas dos pruebas conductuales. En un trabajo anterior se
concluye que la imipramina no ejerce algun efecto en estimular la locomocién, porque de
otro modo en ambas pruebas habria un incremento en la locomocion, lo cual solo fue
observado en la prueba de nado forzado y no en la prueba de campo abierto, siendo que
en esta ultima hubo una disminucion en la locomocion, que en nuestro trabajo se refleja

en la menor distancia recorrida y menor nimero de eventos verticales. Resultados
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similares fueron reportados por Cordeiro et al., 2019 aplicando este mismo modelo de
depresion (con una sola dosis) en ratones, pero primero inyectaron imipramina y media
hora después el LPS, y observaron que la imipramina evita las conductas tipo depresivas,
ya que disminuyo el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado, aumento el
namero de cruces entre cuadrantes en la prueba de campo abierto y aumenté el consumo
de sacarosa en la prueba de preferencia de sacarosa, lo cual se relacion6 con los bajos
niveles de IL-1B en la corteza prefrontal y el hipocampo. Apoyado de lo anterior, podemos
decir que en el grupo tratado con IMI, se puede apreciar que, efectivamente, hay una
tendencia a revertir la conducta tipo depresiva. Sin embargo, para poder esclarecer mejor
este efecto seria apropiado realizar otra prueba que nos permita reforzar este

planteamiento, como la prueba de preferencia de sacarosa, que evalla la anhedonia.

Para los estudios electrofisiologicos se decididé registrar neuronas del area
prelimbica de la corteza prefrontal medial (CPFm) debido a que tiene un papel importante
en la regulacion emocional y conductual, tiene conexiones con otras areas relacionadas
con la depresion (como el hipocampo y la amigdala), y en estudios preclinicos y clinicos
se ha observado que presenta una reduccion de su volumen y alteraciones en su
conectividad (Hare & Duman, 2020; Pizzagalli & Roberts, 2022). Los resultados del
presente trabajo muestran que el tratamiento con LPS disminuye las corrientes
postsinapticas espontaneas (sSPSCs) totales y las corrientes postsinapticas espontaneas
inhibidoras (sIPSCs). Esto se ha reportado en estudios previos empleando el mismo
modelo, asi como con otros modelos de depresion (Yu et al., 2022), por lo que esta
alteraciéon en las corrientes postsinapticas podria ser un componente importante en la
patologia de la depresién. Un hallazgo similar fue descrito por Cao et al., 2021, donde
indujeron inflamacion en ratones (DP14) por medio de la inyeccion intraperitoneal de LPS,
para estudiar como la inflamacioén en la vida temprana altera la activacion de la microglia,
lo que promueve a su vez el desarrollo de sintomas depresivos en adolescentes (DP45).
En su trabajo mostraron que la inflamacién provocé el engullimiento de espinas
dendriticas, afectando directamente la actividad neuronal glutamatérgica, viéndose
reducidas las corrientes postsinapticas excitadoras miniatura (MEPSCs) en la corteza
cingular anterior (CCA), una region de la CPFm que también esta relacionada con la
respuesta al estrés y las emociones (Barthas et al., 2017). Tales resultados son
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consistentes con nuestros resultados, ya que las sPSCs totales en el area prelimbica
disminuyeron a causa del tratamiento repetido con LPS, lo que podria ser explicado por
la disminucion de la actividad glutamatérgica asociada a los procesos inflamatorios
inducidos por el LPS. El &rea prelimbica esta por debajo de la CCA, por lo que la
disminucién de las corrientes postsinapticas podria deberse también al engullimiento de
las espinas dendriticas que registraron Cao et al., 2021 en la CCA, lo que es consistente
con lo reportado por otros trabajos donde han mostrado que las citocinas proinflamatorias
también aumentan su expresion en la CPFm. En cuanto a las sIPSCs, Jiang et al., 2022
inyectaron LPS en ratones en la adolescencia (DP 34-59), para esclarecer como la
neuroinflamacion regula la actividad sinaptica en la CPFm, encontrando que hay una
regulacion a la alta de las corrientes postsinapticas inhibidoras miniatura (mIPSCs)
registradas en el area prelimbica de la CPFm en neuronas piramidales glutamatérgicas
como resultado del aumento en la activacion de la microglia, pero esto no induce cambios
en interneuronas GABAérgicas de la misma region. Con esta referencia podriamos
sugerir que las neuronas registradas en el presente trabajo fueron posiblemente
interneuronas GABAérgicas, al menos en su mayoria; en primera porque se
seleccionaron neuronas que no tuvieran un soma con forma triangular y a que hay una
disminucién de las sIPSCs en el experimento uno, mientras que en el experimento dos
se mantiene constante entre los grupos, lo que indicaria que las corrientes inhibidoras
prevalecen en estas neuronas; ademas de que no hay una disminucién marcada en la
frecuencia acumulada entre el mismo grupo cuando se comparan las sPSCsy las sIPSCs
dentro del mismo grupo, aunque faltaria realizar un analisis pareado para confirmar esto.
Otros estudios también han abordado cémo la neuroinflamacion provoca cambios en los
mecanismos sinapticos de la CPFm y su relacion con problemas cognitivos y
conductuales. Estos trabajos reportaron que una sola dosis de LPS provoca una
disminucién de interneuronas (Ji et al., 2020) y un desequilibrio en la excitacién/inhibicion
de las redes corticales (Mittli et al., 2023), que han sido asociadas con el desarrollo de

conductas tipo depresivas.

En cuanto al efecto de la imipramina sobre las corrientes postsinapticas, se
observd que recuperoé las sPSCs, mientras que en las sIPSCs no tuvo ningun efecto.

Hasta la fecha, no hay ningun reporte que haya empleado la imipramina para revertir los
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efectos del LPS en las corrientes postsinapticas, por o que nos da evidencia de que, al
menos en este modelo de depresion, la imipramina esta potenciando de alguna manera
la transmisién glutamatérgica, ya que cuando se bloqued ésta con CNQX los grupos
mostraron una actividad similar, lo que nos indica que la imipramina estaria actuando
principalmente en las corrientes postsinapticas excitadoras. Lo anterior podria dar
indicios sobre el papel regulador de la imipramina en el balance excitacion/inhibicion en
el area prelimbica de la CPFm. Este incremento en las sPSCs podria estar relacionado
con los resultados conductuales, ya que la conducta depresiva inducida por el LPS fue
atenuada por la imipramina, y en este caso la alteracion en la frecuencia de las sPSCs
podria tener un papel en el desarrollo de las conductas depresivas. En estudios previos
se han reportado que la imipramina tiene un efecto antinflamatorio al disminuir los
mediadores proinflamatorios y la conducta tipo depresiva en roedores (Arshad et al.,
2022; Basu-Mallik et al., 2022); ademas, también se ha reportado que revierte
alteraciones estructurales en las espinas dendriticas de la corteza prefrontal en un
modelo de depresion por estrés repetido, sugiriendo que la imipramina puede atenuar la
conducta tipo depresiva por la modulacion de las espinas dendriticas (Leem et al., 2020).
También se ha reportado que la imipramina inyectada dos veces al dia por 14 dias
disminuye las sIPSCs en neuronas piramidales de la cortea prefrontal (capa Il/ll), pero
incrementa su amplitud (Wabno & Hess, 2013), lo que contrasta con los resultados aqui
obtenidos, ya que tanto en la frecuencia como en amplitud de las sIPSCs no hubo
cambios significativos, lo que podria indicar que las neuronas que se registraron fueron
interneuronas, o que tan solo inyectar imipramina diario por tres dias no tuvo un impacto

sobre las sIPSCs.

Otro factor que se investigé fue determinar si los receptores nicotinicos participan
en la modulacion de las IPSCs de las neuronas del area prelimbica de la CPFm.
Encontramos que en los grupos tratados con vehiculo hubo un aumento en la frecuencia
de las IPSCs cuando se agrego la nicotina, lo cual no se observo en los grupos tratados
con LPS, ya que no aumento ni la frecuencia ni la amplitud, por lo que la nicotina no tuvo
un efecto per se. El efecto modulador positivo, tanto de IPSCs como de corrientes
postsinapticas excitadoras (EPSCs) ha sido reportado en varios estudios y en diferentes

regiones y tipos celulares; esto se debe a la propiedad de los receptores nicotinicos que
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permiten el flujo de Ca?* al interior de la célula, lo que desencadena vias intracelulares
que facilitan la liberacion de neurotransmisores (Albuquerque et al., 2009), modulando
asi la excitabilidad neuronal. En un estudio de Aracri et al., 2010 encontraron que la
nicotina (5 uM) aumenté la frecuencia de IPSCs en neuronas piramidales de la capa V
de la corteza prefrontal; en otro mas reciente de Aracri et al., 2017, pero ahora en
neuronas de disparo rapido de la capa V observaron que la nicotina (10 uM) aumenté las
IPSCs, con cambios minimos en la amplitud y la cinética. Por otro lado, Cuevas-Olguin
et al., 2019 reportaron que la nicotina (300 nM) en neuronas piramidales de la capa V de
la corteza prefrontal disminuyo la frecuencia de las IPSCs y corrientes postsingpticas
inhibidoras evocadas (elPSCs). Estos estudios podrian reforzar la conclusion de que las
neuronas registradas en el presente trabajo no fueron neuronas piramidales, ya que los
resultados se asemejan a lo observado por Aracri et al., 2017, a la vez que difieren de lo
reportado por Arcri et al., 2009 y Cuevas-Olguin et al., 2019, donde registraron neuronas

piramidales.

El hecho de que las IPSCs registradas de las neuronas del grupo LPS no fueran
moduladas por la nicotina podria indicarnos que los receptores nicotinicos fueron
alterados por el LPS, funcionalmente o a nivel de su expresion. Hasta la fecha no hay
alguna investigacion que haya estudiado el efecto del LPS en la modulacion de las IPSCs
por receptores nicotinicos. Solo se ha reportado el efecto del LPS en las corrientes
postsinapticas totales, espontaneas inhibidoras o excitadoras; pero si hay trabajos que
reportan el papel de los receptores nicotinicos en este modelo farmacoldgico de
depresion. En uno de estos estudios se observo que si la actividad del receptor nicotinico
a7 es potenciado con PNU120596 (un modulador alostérico positivo) antes de la
inyeccion de LPS se previene el desarrollo de la neuroinflamacién y la conducta tipo
depresiva, esto al reducir la produccidn de citocinas proinflamatorias (Alzarea & Rahman,
2019). Si bien no mencionan cémo podrian verse afectado los receptores nicotinicos, en
otro trabajo reportaron que la estimulacién de los TLR4 por LPS regula a la baja la
expresion del receptor nicotinico a7 en cultivos celulares (Nakamura et al., 2020). Estos
trabajos podrian indicar que los resultados que obtuvimos, especificamente en la falta de
modulacion de las IPSCs en los grupos tratados con LPS, se podrian deber a que la

neuroinflamacion disminuyd la expresion de los receptores nicotinicos en el area
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prelimbica de la CPFm, por lo que no hubo modulacién positiva cuando se agrego la
nicotina, pero haria falta confirmar esto con pruebas de inmunohistoquimica para
determinar cualitativa o cuantitativamente una disminucion en la expresion de los

receptores nicotinicos.

Para dilucidar cual es el subtipo de receptor nicotinico que participa en esta
modulacién de las IPSCs agregamos antagonistas selectivos, MLA y DHRBE, para los
subtipos a7 (homomeérico) y *B2 (heteromérico), respectivamente. Como ya se menciono
anteriormente, los receptores nicotinicos (a7 y a4p2) al ser activados participan en la
modulacién de las corrientes postsinapticas en diferentes regiones, incluida la corteza
prefrontal (Cuevas-Olguin et al., 2019; Aracri et al., 2017). En este trabajo, cuando se
agrego nicotina no hubo modulacién de las IPSCs en los grupos tratados con LPS, y en
consecuencia cuando se agregd MLA o DHBE no hubo ningun cambio en frecuencia ni
amplitud por efecto de los antagonistas. Sin embargo, cuando se realizd lo mismo en los
grupos tratados con vehiculo si hubo un incremento en la frecuencia de las IPSCs, y en
los experimentos donde se agregd MLA se observé un claro efecto inhibidor sobre las
IPSCs, pero en los experimentos donde se agregé DHBE no disminuy0 la frecuencia, y
la nicotina continu6 modulando positivamente las IPSCs. Con esta delimitacion
farmacologia podemos decir que la modulacion positiva de las IPSCs en el area
prelimbica de la CPFm se debe, en mayor parte, por la activacién del subtipo de receptor

nicotinico a7.

El aumento en la frecuencia de las corrientes postsinapticas inhibidoras por accion
de la nicotina en las neuronas registradas tiene como resultado un incremento en la
liberaciébn de GABA por parte de las neuronas presinapticas, que estan en contacto con
la neurona postsinaptica (célula registrada). Esto podia causar que esta Ultima sea
inhibida, y, como consecuencia, que las neuronas piramidales de esta area sean
desinhibidas, propiciando que la neurotransmision glutamatérgica sea potenciada. Lo
anterior podria estar relacionado con el balance excitacion/inhibicion de la CPFm, que es
un mecanismo que ha esta relacionado con la depresion (Ghosal et al., 2017). Con lo
anterior se podria sugerir que tanto la neurotransmision GABAérgica como la expresion

de receptores nicotinicos esta alterada en los sujetos tratados con LPS.
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Por ultimo, también se encontraron cambios en la modulacion de las IPSCs por
receptores nicotinicos en presencia de imipramina. Estudios previos han observado que
la imipramina inhibe la activacion de las células gliales inducida por LPS, atenuando la
sefalizacion neuroinflamatoria (Ramirez et al., 2015). En cuanto a su accion a nivel
sinaptico, se sabe que inhibe la recaptura de serotonina y noradrenalina, lo que podria
influir en la liberacidon de neurotransmisores, incluyendo al GABA (Wabno & Hess, 2013).
Al evaluar el efecto de la imipramina observamos que si hubo cambios en las sPSCs y
las sIPSCs, asimismo ayudoé a recuperar la modulacion de las IPSCs por la activacion de
receptores nicotinicos, por lo que la atenuacion de la conducta tipo depresiva podria estar
relacionada con los cambios observados en las corrientes postsinpticas.
Adicionalmente, cuando se probé el antagonista DHBE en el grupo tratado con LPS e
imipramina no hubo una disminucion en la frecuencia de las IPSCs modulada por
receptores nicotinicos, por lo que muy probablemente esta accion moduladora es llevada
a cabo principalmente por el subtipo a7. Este resultado nos indicaria que el LPS no solo
afecta a los receptores a7 expresados en las células gliales del area prelimbica de la

CPFm, sino que también a los receptores a7 de las neuronas de esta region (Figura 23).
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Figura 23. Esquema que resume las alteraciones provocadas por el modelo de LPS. La inyeccion repetida
e intermitente propicia el desarrollo de conductas tipo depresivas, donde esta implicada la liberacién de
citocinas proinflamatorias que causa el desarrollo de la neuroinflamacion, afectado &reas cerebrales
involucradas en la regulacion del estado de animo y las emociones, como la CPFm-PrL. Esto provoca que
haya alteraciones en las corrientes postsinapticas espontaneas (sPSCs) e inhibidoras (IPSCs), donde
participan, principalmente, los neurotransmisores glutamato y GABA (este Gltimo solo en las IPSCs), por lo
gue se compromete el balance entre la excitacion y la inhibicion en esta area. Ademas, los receptores
nicotinicos (NAChRs) también se ven afectados, especificamente el subtipo a7. C: Capa, PrL: Prelimbica.
IL: Interleucina. TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa.
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9. Conclusion

En resumen, el presente trabajo mostré que el tratamiento con lipopolisacaridos produce
una disminucion del peso corporal, e induce conductas tipo depresivas en ratas
adolescentes. Lo anterior podria estar relacionado con los cambios electrofisiologicos
registrados en neuronas del area prelimbica de la corteza prefrontal medial, donde se
ven afectadas las corrientes sinapticas espontaneas, las corrientes sinapticas inhibidoras
y la modulacion por receptores nicotinicos. Este trabajo explora la participacion de los
receptores nicotinicos en las conductas tipos depresivas, encontrando que su
funcionamiento o expresion esta disminuida en los grupos tratados con LPS, donde no
hubo modulacion positiva de las corrientes postsinapticas inhibidoras, en comparacion
con los grupos control y el grupo tratado con imipramina donde si hubo. Como
consecuencia de la modulacién positiva, aumenta la liberacién de GABA en las neuronas
presinapticas, por lo que estarian inhibiendo a las neuronas registradas (postsinapticas),
lo que tendria como consecuencia una posible desinhibicién de las neuronas piramidales
de esta area. Por ultimo, la modulacion positiva se debe, principalmente, al subtipo de
receptor nicotinico a7, ya que la modulacion positiva fue inhibida por MLA 'y no por DHBE.
Falta por esclarecer si los receptores nicotinicos son afectados en su funcién o en su

expresion.
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10. Perspectivas

Los hallazgos reportados en este trabajo validan el modelo de depresion por inyeccion
de LPS en la etapa adolescente, lo que sugiere que la neuroinflamacion podria ser un
factor que participa en la depresion en esta etapa de desarrollo. Con la induccion de
conductas tipo depresivas, las alteraciones en las corrientes postsinapticas y el cambio
en la modulacion de estas por receptores nicotinicos expone la necesidad de investigar
los mecanismos neurobioldgicos subyacentes a estas respuestas. Se podria profundizar
en como la inflamacién afecta a nivel molecular y celular la neurotransmision en el cerebro
de en la etapa adolescente y examinar la influencia de los receptores nicotinicos en estos
procesos. También explorar esto en roedores hembra, ya que es el genero que presenta
una mayor susceptibilidad a la depresion. Con lo anterior se podria contribuir a una mejor
comprensién de los procesos neurobiologicos involucrados en la depresion en la

adolescencia y potencialmente identificar objetivos terapéuticos en el futuro.
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