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1. Marco Teodrico

L Generalidades de Trastorno Depresivo Mayor
El trastorno depresivo mayor (TDM) es una enfermedad predominante, usualmente conocida como
depresion. En 2010 en Estados Unidos, la tasa de prevalencia fue de 8.3% y a lo largo de la vida es
de 19.2% (1). Se caracteriza por la presencia de sentimientos de tristeza, anhedonia, cambios en la
cognicion y alteraciones en funciones vegetativas durante al menos dos semanas de evolucion.(2) La
Organizacion Mundial de Salud ha reconocido al TDM como una de las principales causas de
discapacidad, ocasionando un deterioro funcional significativo y frecuentemente cronico. (3) Las
causas del TDM siguen siendo inciertas, pero diferentes investigaciones han identificado diversos
factores predisponentes que impactan en el riesgo de padecer el trastorno, como una inadecuada

respuesta al estrés impactando en la neurogénesis.

11 La respuesta al estrés

El término estrés es un concepto que ha ido evolucionando a través del tiempo. (4) Cada momento en
el cual un desafio de origen ambiental o bioldgico se identifica como amenazante o peligroso, se
estimulan un conjunto de procesos que responden de forma coordinada a ese desafio. (5) En
ocasiones, el estrés es un factor determinante en la manifestacion de diferentes psicopatologias, en
este caso, en la manifestacion de sintomas depresivos y ansiosos. En una gran proporcion de pacientes
con TDM, se ha descrito de un 35 a 65%, muestran una notable heterogeneidad en la funcion
neuroendocrina como consecuencia de una inadecuada respuesta al estrés.(6)

La respuesta de mal adaptacion al estrés puede inducir estados de deficiente regulacion emocional y
alteraciones en la cognicion en pacientes con TDM. De hecho, la disfuncion en la cognicion en el
TDM, es considerada uno de los factores principales que condiciona discapacidad, tanto en episodios
agudos (7) o aparentemente remitidos. (8) Diversas investigaciones neuropsicologicas plantean que
los pacientes con TDM cursan con diferentes alteraciones en funciones ejecutivas, memoria de
trabajo, atencion y otros dominios cognitivos.(9) Ademas, se han observado alteraciones en los
circuitos neuronales en los cuales intervienen los neurotransmisores mencionados y que codifican
dichas funciones cognitivas y la regulacion emocional, es decir, existen areas involucradas en estos

circuitos que cuentan con alteraciones estructurales y funcionales. (10)

1Il.  Concepto de neurogenesis
La capacidad del giro dentado para generar nuevas neuronas ha estimulado la investigacion sobre

como estas neuronas nacidas en adultos influyen en el procesamiento de la informacion del



hipocampo. En un ratéon adulto de 12 semanas de edad, el nimero de neuronas adultas es
aproximadamente el 10% del ntimero total de células granulares maduras desarrolladas en su
crecimiento. (16)

Esto condiciona que la neurogénesis, definida como la formacion de nuevas células (neuronas,
oligodendrocitos, astrocitos) a partir de las células precursoras del sistema nervioso se vea afectada.
En el cerebro, se han identificado dos zonas neurogénicas: 1) zona ventricular-subventricular, la cual
esta relacionada con células del bulbo olfatorio y 2) el giro dentado del hipocampo.

En estas zonas al momento de la diferenciacion celular, se expresan marcadores que
comprometen dicho proceso, determinando las caracteristicas celulares especificas. Ejemplos
de estos marcadores son proteinas o genes relacionados (TUB-III, Mashl, STAT3, PAX6),
factores de transcripcion (CREB,Ngn1), neurotrofinas (BDNF, NT-3) y vias de sefializacion
(MAPK, ERK). Las células van creciendo, diferenciando y migrando hasta alcanzar dos
areas: el giro dentado en el hipocampo y el bulbo olfatorio/epitelio olfatorio en el sistema
zona subventricular (Kempermann 2006, Imayoshi, Sakamoto et al. 2009, Zhang and Jiao
2015, Schwob, Jang et al. 2017, An, Chen et al. 2021). La interaccion del giro dentado con
el epitelio olfatorio puede realizar la separacion de patrones, es decir, la capacidad de
distinguir entre contextos o ubicaciones espaciales similares. (Clelland, Choi et al. 2009,
Sahay, Wilson et al. 2011). En el bulbo olfatorio, esta interaccion genera recuerdos inducidos
por el olor, un estimulo potente para generar “memorias emocionales y episodicas”. (Saive,
Royet et al. 2014, Tatu and Vuillier 2014). En consecuencia, ambas regiones participan con
su plasticidad funcional adecuada para detectar, en este 6rgano, “olores nuevos” adaptando
6 generando redes neurales al procesamiento de una nueva gama de estimulos olfatorios para
generar “memorias emocionales y episodicas” y si existe dafio en alguna de estas zonas,
habria fallas en la facultad de discriminar los estimulos olfatorios. (Sahay, Wilson et al.

2011).

1V. La relacion de neurogénesis con Trastorno Depresivo Mayor

Por lo tanto, aquella condicion que afecte este proceso podria ser factor predisponente de
disfuncion en la neurogenesis y en consecuencia, ocasionar deterioro cognitivo. EIl TDM se
ha identificado como un factor predisponente (Kang, Wen et al. 2016, Apple, Fonseca et al.

2017, Jesulola, Micalos et al. 2018).



Estudios en modelos animales han brindado conocimiento sobre la relacion de los
mecanismos neurobioldgicos de la neurogenesis, el TDM y su tratamiento. Estas
investigaciones inducen “modelos de depresion” para observar el comportamiento del roedor
en el estado agudo del modelo (Schoenfeld, McCausland et al. 2017, Du Preez, Onorato et
al. 2021, Eliwa, Brizard et al. 2021), los efectos en las zonas-marcadores neurogénicos asi
como en las alteraciones cognitivas (Song, Che et al. 2006, Jiang, Zhu et al. 2015, Wang,
Shao et al. 2018) y el cambio de estas variables al retirar la exposicion del estresor y/o el
efecto del tratamiento antidepresivo (generalmente con mayor empleo de Fluoxetina) (Czeh,
Muller-Keuker et al. 2007, Qi, Lin et al. 2008, ElBeltagy, Mustafa et al. 2010, First, Gil-Ad
etal. 2011, Freitas, Machado et al. 2013, Alboni, van Dijk et al. 2017, Jayakumar, Raghunath
et al. 2017, Marwari and Dawe 2018, Gan, Zhang et al. 2019, Sadegzadeh, Sakhaie et al.
2020) 6 de alglin otro farmaco ¢ intervencion no farmacoldgica con un efecto similar. (L1,
Luo et al. 2015, Lu, Ho et al. 2018, Takahashi, Kurokawa et al. 2020).

Hay diversidad en los resultados. En modelos animales muestran que a pesar de estar
expuestos de forma cronica al tratamiento, (6 a 21 dias) se observo efecto hacia la baja en la
neurogénesis (Malberg and Duman 2003), sin embargo, en algunos otros resultados, se
observd que dicha exposicion al ISRS condiciona liberacion de factores inductores como el
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Quesseveur, David et al. 2013) el cual
presenta un papel determinante en el aprendizaje, memoria visual, verbal y de trabajo (Ferrer,
Labad et al. 2019), funciones relacionadas con las zonas neurogénicas y afectadas en el
TDM.(Lu, Nagappan et al. 2014, Duman, Aghajanian et al. 2016)

En estudios en humanos, a nivel hipocampal, se observa una disfuncion en la organizacion y
discriminacioén de la memoria lo que se traduciria en alteraciones en adaptabilidad en las
necesidades psicosociales. (Deng, Aimone et al. 2010, Perera, Thirumangalakudi et al. 2013,
Christian, Song et al. 2014, Anacker and Hen 2017). A nivel olfatorio, los pacientes con
TDM presentan disminucidn del volumen del epitelio olfatorio y dificultad en la percepcion
de olores, hallazgos que se han considerado como predictores de la severidad del
TDM.(Kohli, Soler et al. 2016, Negoias, Hummel et al. 2016)

El tratamiento farmacoldgico se ha identificado como factor precursor de neurogenesis, sin
embargo, requiere de “estabilidad” en los receptores. Santarelli, realiz6 estudios

comparativos en los que observo que, mediante métodos genéticos y radiologicos, se alteraba



la respuesta conductual y neurogénica esperada con la administracion de antidepresivos
(Santarelli, Saxe et al. 2003)

Un hallazgo replicable en diferentes investigaciones es la relacion de recurrencia de episodios
depresivos y su duracion con déficit cognitivo, a pesar de la remision de sintomas. Mclntyre
RS et al. realizaron una revision sistematica en la cual detectan que pacientes con TDM
cursan con alteraciones en memoria declarativa, un marcador sustituto de la funcion
hipocampal, describen disminucion de 2-3% de desempefio en aquellos pacientes con mas de
4 episodios a lo largo de la vida. (8)

El objetivo de este estudio es observar las relaciones entre el crecimiento y expresion de
marcadores de las células progenitoras del epitelio olfatorio como una lectura bioldgica del
proceso neurogénico, asi como con pruebas de funcionamiento cognitivo después de 8

semanas de tratamiento antidepresivo.



2. Metodologia

I. Pregunta de Investigacion

(Como es la relacion entre la neurogénesis (células precursoras del epitelio olfatorio y marcadores
de neurogénesis) con el funcionamiento hipocampal (pruebas neuropsicologicas) en pacientes con

Trastorno Depresivo Mayor después de 8 semanas de tratamiento antidepresivo?

I1. Justificacion de la investigacion.

El proceso de neurogénesis ha sido identificado como un suceso que podria explicar y comprender
mejor la evolucion del TDM con su tratamiento antidepresivo con inhibidores selectivos de recaptura
de serotonina. En modelos animales, se ha observado que el uso de ISRS puede ocasionar cambios
en funciones cognitivas debido al restablecimiento de las funciones en el hipocampo y en la zona
ventricular subventricular. Sin embargo, hasta la fecha, los estudios realizados en seres humanos que
relacionan el aumento de la proliferacion celular con mejoria cognitiva en el TDM han tenido
resultados contradictorios y se han concentrado en la evaluacion estructural mas que en el
funcionamiento. Por lo tanto, emplear una técnica innovadora de evaluacion del epitelio olfatorio,
zona de expresion de marcadores de neurogénesis y células precursoras con pruebas
neuropsicologicas, permitiria identificar la relacion de la neurogénesis con el funcionamiento
hipocampal en pacientes con TDM que reciben tratamiento farmacologico con un ISRS durante 8

semanas de tratamiento,

Iv. Hipotesis
- General
A. Se observard una relacion directa entre la neurogénesis (nimero de CPEO y expresion de

marcadores) con funcionamiento hipocampal (pruebas neuropsicoldgicas) en pacientes con TDM
antes y después de 8 semanas de tratamiento antidepresivo.
- Especificas

B.Se observara un incremento en el nimero de CPEO después de 8 semanas de tratamiento
farmacologico antidepresivo con ISRS con respecto a la medicion de base.

C.Se observara una relacion directa entre el nimero de CPEO y funcionamiento hipocampal (mejoria)

D.Se observara una relacion directa entre la expresion de marcadores de neurogénesis y
funcionamiento hipocampal (mejoria)

E.Se observara una relacion inversa entre la gravedad del TDM con el nimero de CPEO en pacientes
con TDM después de 8 semanas de tratamiento antidepresivo

F.Se observara una relacion inversa entre la gravedad del TDM con la expresion de marcadores de

neurogénesis en pacientes con TDM después de 8 semanas de tratamiento antidepresivo.



IV. Objetivos
- General
o Determinar la relacion de la neurogénesis (numero de CPEO y expresion de marcadores) con
funcionamiento hipocampal (pruebas neuropsicoldgicas) en pacientes con TDM antes y
después de 8 semanas de tratamiento antidepresivo.
- Especificos
o Describir el ntimero de las CPEO en pacientes con TDM sin tratamiento antidepresivo.
o Describir la expresion de biomarcadores de neurogénesis en pacientes con TDM sin
tratamiento antidepresivo.
o Describir la relaciéon en el nimero de las CPEO con la expresion de marcadores de
neurogénesis en pacientes con TDM antes y después de tratamiento antidepresivo.
o Describir la relacion en la neurogénesis (numero de CPEO y expresion de marcadores) con
funcionamiento hipocampal (pruebas neuropsicoldgicas) antes y después del tratamiento

antidepresivo.

V. Material y métodos
- Tipo de estudio.
De acuerdo a la Clasificacion de Feinstein(86)
*  Proposito general: Comparativo
* Tipo de agentes: Impacto
* Asignacion de agentes: Escrutinio
* Direccion en el tiempo: Longitudinal

*  Componentes de los grupos: Homodémicos

- Poblacién en estudio: Pacientes con el diagnostico de Trastorno depresivo mayor que acuden por
primera vez al servicio de preconsulta del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente
Muiiiz, sin tratamiento farmacologico antidepresivo en los ultimos 6 meses y que cuenten con un

puntaje mayor o igual a 18 en Escala de Depresion de Hamilton.



- Criterios de inclusion/exclusion

Criterios de Inclusion

Criterios de Exclusion

- Edad 22 a 45 afios.
- Mujeres y hombres.
- Diagnostico de

Mayor de acuerdo con el DSM-IV

Trastorno Depresivo

- Escala de Depresion de Hamilton = >18
- Con comorbilidades del espectro ansioso.
- Aceptacion a la participacion al protocolo

y firma del consentimiento informado.

Pacientes con diagndstico de:
- Episodio depresivo grave por sintomas
psicoticos.
- Depresion bipolar.
- Enfermedades del espectro psicotico.
- Trastornos relacionados al estrés.
- Trastornos del espectro obsesivo
- Hipertension Arterial
- Enfermedades

neuroldgicas y

endocrinologicas

Empleo de otro grupo farmacolégico como:
- Estimulantes.

- Suplementos hormonales.

Pacientes practicantes de natacion: No haber

nadado una semana antes

Enfermedades de vias respiratorias altas

Usuario de tabaco, cocaina, crack, inhalables.

Variables
Variable Definicion Operacional Medicién
Conteo de células progenitoras del
epitelio olfatorio detectadas en el cultivo Cuantitativa
Neurogénesis — '
Conteo de marcadores de neurogénesis Continua
(BDNF, Nestina, Ascl, Y-box, Sox2)
Funcionamiento Puntajes de las pruebas Cuantitativa
hipocampal neuropsicologicos Continua
Puntaje obtenido de acuerdo con la Cuantitativa
Gravedad del episodio . ) .
Escala de Depresion de Hamilton Discreta
Numero de afios vivos desde el Cuantitativa
Edad o .
nacimiento Discreta




Medicamento indicado para el

tratamiento del TDM. Se eligid
Tratamiento
Fluoxetina por ser el antidepresivo mas Cualitativa
farmacologico
utilizado en la préctica clinica y en

investigaciones previas.

INSTRUMENTOS DE MEDICION

Nombre Caracteristicas

Informacion sobre datos biologicos (edad y sexo) y
Datos sociodemogridficos ] )
sociodemograficos

Entrevista diagnostica estructurada, de duracion breve.
Determina la presencia de 16 trastornos mentales, de acuerdo
Entrevista Neuropsiquidtrica al DSM-IVTR con una especificidad y sensibilidad de 85%

Internacional y valor predictivo positivo de 75%; Puede evaluar episodios
actuales, de por vida o ambos

Cuenta con una conflabilidad intervauadro de 0.7

Escala heteroaplicada que consta de 17 items que evaluan el
perfil sintomatologico y la gravedad del cuadro depresivo.
Publicada en 1960.

Validada en su version castellana en 1986, con una alfa de
Escala de Depresion . .
Cronbach entre 0.76 y 0.92, coeficiente de correlacion de

0.92 y confiabilidad inter-evaluador de 0.65-0.9.

de Hamilton

(HDRS) . |
Se obtiene una puntuacion global, con puntos de corte:

0-7: sin depresion
8-14: distimia

> 6 = 14: depresion moderada 6 grave

Escala de Inteligencia para adultos de Wechsler:
Publicada por primera vez en 1955. Permite medir funciones
cognitivas: comprension verbal, razonamiento perceptivo
Pruebas . . . . )
. . (visual y espacial), memoria de trabajo y velocidad de
Neuropsicologicas ]
procesamiento

La consistencia interna de la adaptacion espafiola varia entre

0.72-0.93.




Las funciones por evaluar y las pruebas por emplear en esta
investigacion son:

Memoria Verbal Inmediata

Retencion de digitos hacia adelante WAIS-III

Memoria de Trabajo

Retencion de Digitos hacia atras WAIS- 111

Velocidad de Procesamiento

Claves WAIS-III

Prueba de memoria/copia de la figura compleja de Rey-
Ostereich: Creada por André Rey en 1941 y estandarizada
por Alejandro Osterrieth en 1944. Consiste en copiar un
dibujo geométrico a mano en tiempo variable,
posteriormente se debe reporducir la figura copiada sin la
ayuda del dibujo modelo.

Utiliza cuatro intentos (copia, repeticion inmediata de
memoria, repeticion de memoria con demora y
reconocimiento) para medir memoria visual espacial y
memoria de reconocimiento, sesgo de respuesta, velocidad
de procesamiento y capacidad visual constructiva.

En una investigacion en poblacion mexicana, se obtuvo una
confiabilidad inter-evaluador de 0.87 a 0.95

Se obtienen dos resultados:

Fase de copia: -30 a +35 y Fase de memoria: -17 a +27
Prueba de recuerdo total y retardado de aprendizaje
verbal de Hopkins: Es una tarea de aprendizaje de palabras
para adultos de 16 hasta 80 afios y mayores que permite
mediciones de aprendizaje verbal y memoria. Proporciona
informacion acerca de adquisicion, repeticion de memoria,
retencion y reconocimientos de informacion verbal. Seis
conjuntos equivalentes de listas de palabras permiten repetir
la administracion de las pruebas para medir cambios a lo
largo del tiempo. (42)

Consiste en que el evaluador lee y el participante debe

recordar y devolver al examinador. El evaluador apunta las




palabras recordadas en cada ensayo y otorga un punto por
cada una de las recordadas correctamente (0-12 puntos),
independientemente del orden de recuerdo. Existen tres
ensayos de aprendizaje, que conforman el recuerdo total (0-
36 puntos). El cuarto ensayo se administra tras 20-25 minutos
de la terminacion del tercero, implica el recuerdo libre de
todas las palabras posibles y se puntua igualmente de 0 a 12
puntos. La parte de reconocimiento consiste en leer al
evaluado una lista de 24 palabras; las 12 aprendidas y 12
nuevas (seis de ellas relacionadas semanticamente con las
anteriores), y debe identificar cudles aparecian en los ensayos
previos y cuales no. Esto otorga un indice de discriminacion
que se calcula restando los falsos positivos al total de
acierto.En el aprendizaje total se da r=0.36 y en recuerdo
demorado (r=0.62). Existe evidencia de que el test

correlaciona fuertemente con memoria verbal.

Técnica de exfoliacion nasal

- Obtencion de células de la pared lateral de la cavidad y
del tabique nasal utilizando un cepillo especial de 2.4cm
de longitud y 3mm de diametro.

- Dicho procedimiento sera realizado por personal
entrenado en esta técnica dentro de las instalaciones del
laboratorio de Neurogénesis.

- La dinamica de la toma de muestra se describe en el
apartado de Aislamiento de las Células Precursoras de

Epitelio Olfatorio

Tamaiio de Muestra

Caracteristicas Puntaje
Tamario del efecto 05
Error a 0.05

Poder 0.95




Tamario de Muestra 70

Propuesta de Analisis Estadistico
o Estadistica descriptiva: Medidas de tendencia central y dispersion.
e T Student de muestras independientes
e Pearson/Spearman: Correlaciones entre variables de neurogénesis (células precursoras de

epitelio olfatorio y marcadores) con pruebas neuropsicologicas.

Procedimiento

Captacion de muestra y evaluacion clinica: Los participantes acudieron al servicio de preconsulta
de la institucion (INPRF) y aquellos que fueron citados para la entrevista de historia clinica, con
criterios de inclusion fueron candidatos para participar. Al finalizar esta entrevista, se les invito a
participar en la investigacion con la autorizacion pertinente en el consentimiento informado. Aquel
participante que firmo el consentimiento informado fue acompafiado al laboratorio de Neurogénesis
de la Subdireccion de Investigaciones Clinicas para la realizacion de la toma de muestra. De acuerdo
con la organizacion del laboratorio, la toma de muestra se realizo los dias lunes, martes y miércoles.
El personal que realiz6 la toma de muestra contaba con amplia experiencia en el aislamiento de células
troncales/precursoras. Se efectuaron evaluaciones clinicas al inicio y después de 8 semanas de
tratamiento mediante el uso de los instrumentos: Escala de Severidad de Depresion de Hamilton y
Pruebas Neuropsicologicas. Como parte del desarrollo de este estudio, a los participantes se les
entregd el medicamento Fluoxetina durante 8 semanas de tratamiento, correspondiente al tiempo de
evaluacion dentro de la investigacion. Se recibio donacion del medicamento de parte de un laboratorio
farmacéutico y por lo tanto, el medicamento se otorgd de forma gratuita. Se decidio el empleo de la
Fluoxetina debido a que es el medicamento antidepresivo mas empleado y para homogeneizacion del
tratamiento. Dicho medicamento se encontr6 resguardado en el aula de catedras CONACYT ubicada
en el tercer piso de la torre de especialidades en el area de consulta externa del INPRFM vy solo el
investigador principal y la tutora del proyecto de investigacion, tuvieron acceso al mismo para la
entrega al paciente. La via de administracion del medicamento es via oral y la dosis fue decision del

médico tratante del paciente.

Aislamiento de Células Progenitoras de Epitelio Olfatorio
Las OPC se aislaron antes y después del tratamiento farmacologico segiin lo descrito inicialmente
(33) con modificaciones (33, 87) Los participantes dieron su consentimiento para la exfoliacion nasal

del cornete medial lateral y la region inicial del cornete superior mediante cepillado con movimientos



circulares en la pared lateral de la cavidad nasal y tabique. Las fosas nasales se lavaron dos veces con
Agua de Mar (Afrin Schering-Plough S.A. de C.V.). Luego, se limpiaron las fosas nasales con papel
suave para continuar con la exfoliacion. Después de la exfoliacion, las células que estaban en el
cepillo se separaron con DMEM/F12 (Gibco, Life Technologies) suplementado con suero fetal
bovino al 10% (FBS; Gibco) con 100 Ul/ml de estreptomicina y 100 Ul/ml de penicilina (Sigma). Se
observaron células olfatorias en diferentes puntos de tiempo después del aislamiento y en el dia in
vitro 8, el medio se cambi6 a DMEM/F12 suplementado con factor de crecimiento de fibroblastos
basico (20 mg/ml) y factor de crecimiento epidérmico (20 mg/ml). mililitros). Luego, en el dia 10 in
vitro, las células se separaron usando tripsina al 0,25% (Gibco) en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS, pH 7,2). El nimero de células por mililitro se cuantificd con un equipo automatizado
Bio-Rad TC20. Ademas, las OPC se lisaron con una solucion y las proteinas intracelulares se usaron
para identificar proteinas mediante Western Blot. Al final del cultivo de OPC, los medios

acondicionados se recogieron para la cuantificacion de BDNF por ELISA.

Concentraciones de BDNF en el medio acondicionado de OPC

Las concentraciones de BDNF se determinaron a partir del medio acondicionado de OPC de
participantes mediante duplicacion con un kit BDNF-ELISA (R&D Systems) de acuerdo con los
protocolos de los fabricantes. Las placas de 96 pocillos se leyeron en el lector GloMax Discover

(Promega) a una longitud de onda de 450 nm.

Inmunocitoquimica

Las OPC se fijaron con paraformaldehido al 4 % (Sigma) en PBS 1x durante 20 min y se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,05 % (Sigma) en PBS durante 30 min. Los grupos libres de
aldehido se redujeron con glicina 1 M (Sigma) en PBS, y la union no especifica se bloque6 con una
solucion de bloqueo (albtimina sérica bovina al 5 %, Triton X-100 al 0,05 % en PBS 1x) durante 30
min. Luego, las células se incubaron con anticuerpos primarios durante la noche, seguido de la adicion
de anticuerpos secundarios durante 2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos utilizados
incluyeron anti-nestina humana (1:500; Millipore), anti-Ascll de conejo (1:1000; Abcam), anti-
tubulina beta III de raton (1:500; Promega) y anti-Sox2 de conejo (1:500; Millipore). Los nticleos
celulares se tifieron con DAPI (1:2000; Sigma). Todos los anticuerpos secundarios se generaron en
por Jackson ImmunoResearch (1:250). Los cubreobjetos se montaron con PVA-DABCO.
Finalmente, los marcadores se observaron utilizando un microscopio de epifluorescencia Nikon

Eclipse Ti (Nikon). Las imagenes fueron capturadas con el software NIS-Elements (Nikon).



Identificacion por Western Blot

Las OPC se lisaron con tampon RIPA (NaCl 150 mM, glicerol al 10 %, EDTA 0,5 mM, Triton X-
100 al 0,5 %, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, leupeptina 25 pg/ml, aprotinina 25 pg/ml, SDS
al 0,1 %, desoxicolato de sodio y ortovanadato de sodio 1 mM en Tris-HCI 50 mM, pH 7,6) con
posterior empleo de un homogeneizador ultrasonico. El contenido de proteina total se cuantifico
mediante el reactivo de Bradford (Bio-Rad). A continuacion, las proteinas separadas se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa. Las transferencias se probaron con antinestina de raton (1:200,
BD), anti-Sox2 de conejo (1:1000, Milllipore), antitubulina beta III de conejo (1:1000, Promega),
anticaspasa 3 de conejo (1:500, Millipore) y anti-GAPDH de raton (1:5000, Invitrogen) o anti-beta
actina de conejo (1:2000; Abcam). Después de identificar las proteinas, las membranas se despojaron
antes de la identificacion de la siguiente proteina. Las proteinas se visualizaron con el sistema de
deteccion de quimioluminiscencia mejorado (ECL) Millipore usando un fotodocumentador
ChemiDoc Touch (Bio-Rad). Después de cada decapado, las membranas se incubaron con sustrato
ECL para asegurar que se eliminé la reaccion anterior. El analisis densitométrico se realizo con el
software Image Lab (Bio-Rad). La densidad optica de las proteinas se dividié por la densidad optica

de la beta-actina o GAPDH.

Diagramas del procedimiento de la Investigacion.
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Resultados.

Se invitaron a 33 participantes quienes leyeron y firmaron el consentimiento informado.
Posteriormente 11 personas no asistieron a las primeras evaluaciones. Se inici6 con 22 participantes
y 8 semanas después, solo 10 participantes completaron las dos evaluaciones. Finalmente 2 personas
no se incluyeron en el analisis de datos debido a que recibieron la indicacion de su médico tratante

de cambiar de medicamento antidepresivo entre la 3 y 6 semana de tratamiento.

Ocho pacientes concluyeron las evaluaciones tras 8 semanas con fluoxetina. En general, el 63% (5)
de los pacientes eran mujeres, el 37% (3) eran hombres, el 25% tenian entre 18 y 20 afios, el 50%
entre 21 y 30 afos y el 12,5% entre 41 y 50 afios y 51 y 60 afios, respectivamente; y el 87.5%

recibieron dosis de 20 mg al dia.

Las células progenitoras olfatorias (Fig. 1A) expresaban nestina, una proteina citoesquelética de
filamentos intermedios (Fig. 1B). Ademas, las células aisladas mostraban la expresion de Ascl
sugiriendo su fenotipo progenitor (Fig. 1C) y expresaban el factor de transcripcion Y-box 2 de las
regiones determinantes del sexo (Sox2) implicado en la multipotencia (Fig. 1D). Tal y como se
informo previamente (33, 87) las células aisladas expresaron la proteina tubulina beta III (Fig. 1E).

Sin embargo, la cuantificacion de las OPC no mostré un aumento en el nimero medio total de OPC



(50583.250-50810.500, p = .962) tras el tratamiento antidepresivo (Tabla 1). Ademas, cuantificamos
los niveles proteicos de caspasa 3 en lisados proteicos de OPC obtenidos antes y después del
tratamiento farmacologico (Fig. 1F). Encontramos varias bandas de proteina que segun el peso
molecular (aproximadamente 32 y 12 kDa), dos de ellas corresponden a la forma no depurada y a la
forma activa de la caspasa 3 relacionada con la apoptosis. La cuantificacion de los niveles proteicos
indica una disminucion del nivel de ambas proteinas tras el tratamiento farmacologico (12 kDa, p =
.023; 32 kDa, p = .015; respectivamente). Ademas, los niveles proteicos de Sox2 (p =.93; Fig. 1G) y
tubulina beta III (p = .84; Fig 1H) no mostraron diferencias después de las 8 semanas de tratamiento

farmacologico.

Figura 1. Caracteristicas de las Células Progenitoras
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A) Imagen de campo claro de las células olfativas. B) Inmunotincion de células olfatorias que muestra la expresion de marcador
caracteristico de células progenitoras (nestina). C) Ademas, las células olfativas expresaron el Ascll y D) el marcador asociado
multipotencial Sox2. E) Las células olfativas también mostraron la expresion de tubulina beta III.
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F) Se muestran inmunotransferencias representativas de caspasa 3 y las cuantificaciones de densitometria. Los resultados se analizaron con
una prueba t de Student pareada, revelando diferencias significativas entre los grupos. Pero para los casos de Sox2 (G) o tubulina beta III
(H) no hubo diferencias significativas tras el tratamiento farmacolégico con fluoxetina. La figura también muestra la inmunodeteccion de
GAPDH y beta-actina como control de carga.

3.2. Evaluacion de la gravedad de la depresion y pruebas de funcionamiento hipocampal antes y

después de ocho semanas de tratamiento antidepresivo

Se realiz6 una prueba t para observar los cambios en variables de neurogenesis (CPEO y marcadores)
y el funcionamiento cognitivo al inicio del estudio y tras 8 semanas de tratamiento antidepresivo. Se
observaron diferencias en la gravedad de la depresion (p=.000). Solo el Test de Aprendizaje Verbal
de Hopkins fue la evaluaciéon que mostr6 diferencias en el rendimiento en sus dos subpruebas:

recuerdo total (p =.000) y recuerdo diferido (p = .004) (Tabla 1).



Tabla 1. Severidad de depresion, biomarcadores de neurogénesis y funcionamiento cognitivo

antes y después de 8 semanas de tratamiento antidepresivo

Variables Medicién inicial Medicion final t D.E p

Severidad de depresion

HDRS 23.8 9.63 7.66 5.28 .000

Biomarcadores de neurogénesis

CPEO 50583.25 50810.50 -.049 13131.2 .962

BDNF 849.3 816.8 504.40 .182 .861

Pruebas de funcionamiento hipocampal

CFR 1.38 1.13 1.00 707 351
MFR 5.25 5.75 -.468 3.02 .654
Claves 13.13 12.75 .893 1.18 402
HOPT 9.13 11.50 -9.02 744 .000
HOPD 9.38 11.63 -4.27 1.48 0047
DOD 9.50 8.75 1.00 2.12 351
DOl 11.75 10.63 2.55 1.24 038!

HDRS: Escala de severidad de depresion de Hamilton, CPEO: Células progenitoras del epitelio olfatorio, BDNF: Factor neurotréfico
derivado del cerebro, CFR: Copia de la figura compleja de Rey—Osterrieth, MRF: Prueba de memoria de la figura compleja de Rey—
Osterrieth, HOPT: Recuerdo total del Test de aprendizaje verbal de Hopkins, HOPD: Recuerdo retardado del Test de aprendizaje verbal
de Hopkins, DOD: Digitos de orden directo, DOI: Digitos de orden indirecto

3.3. Correlaciones de las células progenitoras olfatorias y el BDNF con las pruebas de funcionamiento

hipocampal

Al realizar un analisis de correlacion de las CPEO con prueba de Spearman por una muestra no

parametrica, los marcadores de neurogénesis y las pruebas de funcionamiento cognitivo, se observo




una relacion lineal directa entre las CPEO y la evaluacion de la copia de la figura compleja de Rey-
Osterrieth, tanto en la medicion inicial (p = .004) como en la medicion final (p = .047). Solo se
observo una relacion en las mediciones iniciales con la evaluacion de la copia de la figura de Rey-
Osterrieth (p =.000). Se observé una relacion lineal directa entre los niveles de BDNF en el epitelio
olfativo con la prueba de ordenacion de digitos de la escala de inteligencia de Wechsler (p = .002)
(Tabla 2).



Tabla 2. Correlaciones de células progenitoras de epitelio olfatorio, BDNF del epitelio olfatorio
y funcionamiento cognitivo (n=8)

CRF CRF MRF MRF | Claves | Claves | HOPT | HOPT | HOPD | HOPD | DOD DOD DOI DOI

Variables | . 2ot | final | inicial final | inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial Final

CPEO | r=-498 r=-.880 r=-.580 r=-.043 r=-.079 r=-.491 =621
inicial | p=.0002 p=.004" p=.131 p=.920 p=.852 p=217 p=.100

CPEO r=-.082 r=-.714 r=-.000 r=.284 r=.270 r=-.100 r=.094
final p=-846 p=.047" p=1.00 p=495 p=518 p=2814 p=-826

Medicion
inicial de
BDNF en | r=.577 r=.275 r=.344 r=-.376 r=-412 r=.701 r=.617

epitelio | p=134 p=.509 p=404 p=.359 p=2310 p=.033 p=.103
olfatorio

Medicion
final de
BDNF en r=-.247 r=-214 r=-.103 r=-.642 r=-.454 r=.901 r=.062
epitelio p=.555 p=610 p=.808 p=.086 p=.258 p=.0022 p=.883

olfatorio

CPEO: Células progenitoras del epitelio olfatorio, BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro, CFR: Copia de la figura compleja de Rey—Osterrieth, MRF: Prueba de memoria de la figura compleja
de Rey—Osterrieth, HOPT: Recuerdo total del Test de aprendizaje verbal de Hopkins, HOPD: Recuerdo retardado del Test de aprendizaje verbal de Hopkins, DOD: Digitos de orden directo, DOI: Digitos
de orden indirecto

1p<0.05, 2p<0.01




Discusion

Esta investigacion examiné la relacion entre las células progenitoras del epitelio olfativo y el
funcionamiento cognitivo en pacientes con depresion antes y después de 8 semanas de tratamiento

con fluoxetina.

Las investigaciones describen que en el curso de la depresion se presentan cambios en el
funcionamiento del hipocampo, que generan alteraciones en procesos como el aprendizaje, la
regulacion emocional, la memoria, la capacidad visuoespacial y la respuesta al estrés. (28, 88, 89) En
estudios con humanos, a nivel del hipocampo, se observa disfunciéon en la organizacion y
discriminacion de la memoria, lo que se traduce en alteraciones en la adaptabilidad a las necesidades
psicosociales (80-83). En modelos animales, algunas de las alteraciones mencionadas se replican y
revierten tras el tratamiento antidepresivo (57-59, 90). Asimismo, uno de los procesos que se ha
identificado en relacion con la administracion de fluoxetina es la generacion de neuronas en el giro
dentado del hipocampo tanto en estudios en humanos (50) como en animales (19, 53, 91). En este
ultimo grupo de investigaciones, las funciones cognitivas relacionadas con el rendimiento del
hipocampo que se evaluan con mayor frecuencia son la capacidad visuoespacial, la memoria, el
aprendizaje y la separacion de patrones (92). Sin embargo, en nuestra investigacion, realizamos una
propuesta de estudio traslacional, entonces la muestra fue examinada en un contexto similar de
evaluacion: los instrumentos neuropsicologicos que representarian estas pruebas conductuales y que
podrian ser considerados indicadores de los efectos del tratamiento antidepresivo. En este caso, se
observaron cambios en los resultados de dos pruebas tras ocho semanas de tratamiento antidepresivo:
La prueba de la figura compleja de Rey-Osterrieth y la prueba de Digitos de Orden Directo. La prueba
de la figura compleja de Rey-Osterrieth facilita la evaluacion de las habilidades visuoespaciales; es
decir, examina el aprendizaje de la localizacion y construccion de objetos a través de la vision de su
posicion (43). Pero, la prueba de Digitos de Orden Directo permite medir la atencion, la memoria de
trabajo y la recuperacion inmediata, acciones que representan elementos de la separacion de patrones.
Curiosamente, las personas con depresion tienen dificultades para separar patrones, lo que se
considera una funcion especifica de la neurogénesis hipocampal en modelos animales (93). Ademas,
los resultados del Test de Aprendizaje Verbal de Hopkins, tanto en lo que se refiere al recuerdo total
como al recuerdo diferido, indican que la relacion mas evidente de esta variable se observa en la
memoria verbal inmediata y en la memoria de trabajo verbal; ambos procesos de memoria declarativa
sugieren una mejora en el funcionamiento de la zona temporal medial izquierda, prefrontal
ventromedial, respectivamente, areas relacionadas con los nichos neurogénicos (94). Aunque estos

resultados pueden estar asociados a los procesos neuroplasticos, incluyendo en ellos la generacion de



nuevas neuronas en el hipocampo, que es dificil de estudiar en humanos vivos, estudios recientes han
apuntado en la direccion de la presencia de alteraciones en el sistema olfativo, que incluye el epitelio
olfativo, el bulbo olfativo y la zona subventricular de los ventriculos laterales, en pacientes
diagnosticados de depresion (32, 95). El sistema olfativo participa en la generacion de recuerdos
inducidos por el olfato, lo cual es relevante para los recuerdos emocionales y episodicos (32, 95). En
este sentido, en modelos animales con dafio en el bulbo olfatorio o bulbectomia se detecta retraso en
la adquisicion de la capacidad visuoespacial, hiperlocalizacion, falta de adaptacion a nuevos entornos
y disminucion del consumo de sacarosa, es decir, comportamientos relacionados con la depresion
(90) Ademas de estos hallazgos, se ha observado que al administrar una sustancia que promueve la
expresion de marcadores de neurogénesis olfativa, las conductas depresivas remiten (72). Por
ejemplo, la administracion de fluoxetina produjo neurogénesis hipocampal y mejord la agudeza
olfativa y la memoria al menos en un modelo animal de depresion (96), sugiriendo asi efectos de la
fluoxetina a nivel del epitelio olfativo. En este sentido, los pacientes con depresion presentan
alteraciones en el epitelio olfativo y dificultad en la percepcion de olores, hallazgos que se han
considerado predictores de la gravedad de la depresion (84, 85). El epitelio olfativo contiene células
progenitoras neurales que pueden ser aisladas y cultivadas in vitro para explorar la generacion de
nuevas neuronas (33, 87, 97), un proceso documentado en humanos (98). Como aproximacion inicial
de los efectos de la fluoxetina sobre la neurogénesis que aqui ocurre en el epitelio olfativo, aislamos
células de los participantes del estudio antes y después del tratamiento farmacolégico. Sin embargo,
en este grupo de pacientes no se observo un aumento significativo del nimero de CPEO tras 8
semanas de tratamiento antidepresivo. No obstante, se observé una disminucion significativa de los
niveles de caspasa-3 no hendida y hendida tras el tratamiento con fluoxetina. Un estudio reciente
apoya los efectos neuroprotectores de la fluoxetina, al menos en un modelo animal de depresion,
disminuyendo la apoptosis. (99). En este sentido, reconocimos que el analisis del niimero de células
antes y después del tratamiento farmacoldgico no es suficiente para hablar de la regulacion del
proceso neurogénico olfativo por fluoxetina porque como se sabe en el giro dentado y en los
ventriculos bulbo olfatorio-laterales, el proceso neurogénico involucra varios eventos como
proliferacion, diferenciacion, supervivencia y maduracion (98, 100), eventos que merecen ser
explorados en futuros estudios utilizando el OPC. No obstante, se encontraron relaciones del OPC y
la Prueba de Figura Compleja de Rey-Osterrieth en las mediciones iniciales y finales. Esta relacion
representa cambios en el rendimiento en la recuperacion de datos visoespaciales, memoria de trabajo,
atencion y organizacion de la informacion. Del mismo modo, se observo una variacion significativa
en la relacion de OPC y DOT. Por otra parte, se observo una ligera variabilidad en el BDNF tras el

tratamiento farmacoldgico con fluoxetina. Estudios previos de nuestro grupo confirmaron que las



OPC secretan BDNF, responden a esta neurotrofina (97) y tienen un perfil de proteinas secretadas
(101) que puede ser modificado en trastornos neuropsiquiatricos. Desafortunadamente, en este
estudio, no exploramos los cambios en el perfil de proteinas secretadas por las OPC antes y después
del tratamiento con fluoxetina o su potencial neurogénico. Asimismo, estos pardmetros merecen ser
explorados en futuros estudios con un mayor numero de sujetos. Por otra parte, estudios en humanos
informan de una disminucion de la sensibilidad olfativa en pacientes con depresion (102, 103). Asi

pues, la prueba de sensibilidad olfativa es otro aspecto a tener en cuenta en futuros estudios.
Conclusiones

Finalmente, los resultados de nuestro estudio sugieren la relacion de las células progenitoras
epiteliales olfativas con el rendimiento en funciones cognitivas: capacidad visuoespacial, memoria
de trabajo y separacion de patrones tras 8 semanas de tratamiento farmacologico con fluoxetina. Sin
embargo, es necesario ampliar la exploracion de esta relacion entre la cognicion y la variacion en el
nimero de OPC en futuros estudios con un mayor tamafio muestral y con un mayor nimero de
evaluaciones, como pruebas de funcion olfativa especialmente porque el proceso neurogénico en el
epitelio olfativo implica varios eventos biologicos como la proliferacion celular, la supervivencia y

la maduracion de las OPC.
Limitaciones

Dentro de las limitaciones de nuestra investigacion, se debe considerar la falta de pruebas de funcion
olfatoria y un tamafio de muestra pequefio que no permitio la observacion y andlisis de otros

resultados.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL
ESTUDIO:
“Cambios en la neurogénesis en pacientes con Trastorno Depresivo Mayor después de
8 semanas de tratamiento antidepresivo y su relacion con funcionamiento
hipocampal”.

Por este medio, le estamos invitando a participar en una investigacion que a continuacion le vamos a
explicar, su decision debe ser voluntaria y en caso de no estar de acuerdo puede manifestarlo sin
problema. Ademas, le pedimos que lea detenidamente la siguiente informacion antes de decidir si
desea participar.

Justificacion y Objetivos del estudio.

La depresion mayor es una enfermedad que nos ocasiona sintomas como falta de animo y energia,
alteraciones del suefio y del apetito y diversos sintomas fisicos. A pesar de que en la actualidad
contamos con muchos medicamentos para tratar la depresion, no siempre se observan los efectos
esperados y en ocasiones los sintomas de depresion persisten a pesar del medicamento. Una de las
funciones cerebrales que la depresion puede afectar es aquella llamada “neurogenesis”. La
neurogenesis es la capacidad de crear nuevas neuronas para el mantenimiento del funcionamiento del
cerebro, principalmente en funciones como memoria, atencion y toma de decisiones, las cuales se ven
afectadas durante la depresion. Se piensa que la formacion de nuevas neuronas (neurogénesis) podrian
estar relacionados con la adecuada respuesta al tratamiento antidepresivo.

Por lo anterior, nosotros estamos realizando un estudio con el objetivo de evaluar el efecto del
tratamiento antidepresivo sobre la formacion de nuevas neuronas y sobre la memoria.

Procedimientos.
Lo invitamos a participar en este estudio que consistira en lo siguiente:

1) Entrevista: le haremos una serie de preguntas relacionadas a su persona como son los afios
que estudio, a qué se dedica actualmente, si tiene o no pareja, entre otras. Esta entrevista
durara aproximadamente 45 minutos, usted puede decirnos en qué momento prefiere que le
hagamos la entrevista, y en caso de que le resulte prolongada también la podemos continuar
en otro momento.

2) Le pediremos que nos llene una serie de cuestionarios: a) Escala de Hamilton e Inventario de
Beck que evaluan los sintomas depresivos; b)Un cuestionario sobre percepcion del estrés;
c)Escala de evaluacion de memoria. Estos cuestionarios tendran una duracion de
aproximadamente 40 minutos.

3) Toma de muestra de la nariz. Le pediremos que nos acompatfie, si asi esta de acuerdo, al
laboratorio de Neurogénesis en donde personal capacitado tomara una muestra celular de su
nariz; primeramente le aplicara anestesia local y después de 10 minutos con un cepillo se
extraeran células de su nariz (el procedimiento consiste en realizar un raspado suave dentro
de sus narinas) y si usted esta de acuerdo guardaremos algunas de sus células para estudios
posteriores relacionados al proyecto (ver carta anexa 1). El procedimiento puede ser un poco
molesto pero no serd doloroso. En caso de que usted presente sangrado, le pondremos gasas
estériles hasta que el sangrado pare.

4) Al finalizar su primer evaluacion, le daremos una nueva cita para que acuda después de 4
semanas (trataremos de acoplarnos a sus horarios y dias preferentes para cita) y realizaremos
los mismos cuestionarios de la primera cita mas 2 cuestionarios que tienen por objetivo



=1

INSTITUTO NACIONAL DE PSIQUIATRIA

SALUD

SECRETARIA DE SALUD

RAMON DE LA FUENTE MUNIZ

5) evaluar si se tom6 sus medicamentos y si sintio algin efecto adverso de estos. También
realizaremos el mismo procedimiento para toma de muestra celular de su nariz.

6) Al finalizar esta segunda evaluacion, le daremos una nueva cita para que acuda después de 8
semanas (trataremos de acoplarnos a sus horarios y dias preferentes para cita) y realizaremos
los mismos cuestionarios de la primera cita mas 2 cuestionarios que tienen por objetivo
evaluar si se tom6 sus medicamentos y si sintio algun efecto adverso de estos. También
realizaremos el mismo procedimiento para toma de muestra celular de su nariz.

En resumen, su participacion incluird lo siguiente:
Primera cita.
1. Entrevista general.
2. Aplicacion de cuestionarios.
3. Toma de muestra nasal.
Segunda cita. (4 semanas después)
1. Entrevista general
2. Aplicacion de cuestionarios
3. Toma de muestra nasal
Tercera cita. (8 semanas después)
1. Entrevista general
2. Aplicacion de cuestionarios
3. Toma de muestra nasal

Molestias y riesgos esperados.

1. Como se mencion6 previamente la toma de muestra de células de su nariz pueden ser molestas,
pero no dolorosas. En caso de sangrado, usaremos gasas estériles para detenerlo.

2. Enrelacion a la muestra de sangre que le tomaremos puede ocasionar dolor minimo y en ocasiones
un pequeflo moreton, el personal de laboratorio esta capacitado y toma las medidas necesarias para
que usted no corra riesgos por esta toma de sangre.

3. Las entrevistas y los cuestionarios que se le realicen pueden llegar a ser cansadas, en caso de que
usted se sienta agotado, podremos posponerlas a un dia que le sea conveniente. De igual manera si
desea tomar un descanso y después continuarlas podremos hacerlo asi.

4. Existe la posibilidad de presentar efectos adversos como parte de la toma del medicamento
antidepresivo, ejemplos de estos efectos son boca seca, mareo, naliseas, estrefiimiento 6 diarrea; en
caso de que algin efecto se manifieste, se realizara la evaluacion clinica y dependiendo de dicha
accion, se realizaran ajustes en el tratamiento farmacoldgico. Los efectos adversos son colaterales y
transitorios.

Beneficios.

El beneficio que puede tener de este estudio es que tendremos un registro mas preciso de su estado
de salud, particularmente en lo que corresponde a su estado emocional y el funcionamiento de la
memoria. De igual manera, usted recibira orientacion acerca de habitos que debe mejorar en caso de
que observemos algun problema. Le daremos ademas un folleto para que pueda recibir informacion
acerca de la depresion y participar en un programa de apoyo por el internet. Lo anterior, es
independiente de toda la informacion que le proporcione su médico tratante. Asi mismo, a usted se le
realizara la entrevista comentada previamente y los estudios de neurogenesis sin costo alguno. De
igual forma, como parte del desarrollo de la investigacion, se le otorgara el medicamento “Fluoxetina”
20mg Tabletas Via Oral que no tendran algin costo para Usted. En caso de que usted necesite otros
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Respuesta a dudas y aclaraciones.

Siéntase libre de preguntar cualquier cosa que no haya entendido y puede tomarse el tiempo que
considere para reflexionar su respuesta. Asi mismo cualquier duda que le surja durante el estudio sera
contestada. Su médico y los investigadores le informaran detalladamente todo lo concerniente a su
salud, sus derechos, asi como los riesgos y beneficios relacionados con su participacion. En caso
necesario, y para aclarar cualquier duda, podra ponerse en contacto con:

Dr. Javier Amado Lerma/Dra. Moénica Flores Ramos Tel: 41605326

En el Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Mufiiz”, ubicado en la calzada México-
Xochimilco No. 101, colonia San Lorenzo Huipulco, en la delegacion Tlalpan. Tercer piso de la torre
de Especialidades. En la Clinica de Trastornos Afectivos, de 08:00 a 14:00 horas

Libertad para participar y para retirar su consentimiento en cualquier momento.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria y no debe sentirse presionado por nadie
para aceptar, ademas no se le puede presionar a terminar todas las evaluaciones. En el caso de que
cambie de opinidén y no desee concluir sus evaluaciones puede comunicarlo en cualquier momento y
no habra problema. El hecho de que usted se niegue a participar o decida abandonar el presente
estudio sin concluirlo, NO tendrd ninguna repercusion en su atencion médica. En caso de que ya se
le hayan realizado algunos estudios, de todas maneras le explicaremos los resultados obtenidos, aun
cuando usted no quiera continuar con el estudio. Usted continuara siendo atendido en el instituto
como cualquier persona que requiera atencion médica psiquiatrica siguiendo los lineamientos del
hospital. Puede sentirse en confianza debido a que toda la informacion que nos proporcione no podra
ser consultada por nadie mas que los investigadores que trabajamos en este proyecto y al momento
en que publiquemos los resultados jamas utilizaremos su nombre ni ningin otro dato que pueda
revelar su identidad.

Informacion actualizada.

El investigador principal, Dr. Javier Amado Lerma/Dra. Moénica Flores Ramos, se encargara de
proporcionarle los resultados de sus estudios de laboratorio y si usted lo desea también le explicara
que significan los datos obtenidos. En relacion a las células nasales y el proceso de generacion de
nuevas células, es muy importante que usted sepa que actualmente no podremos dar una
interpretacion a lo que obtengamos pues esto es precisamente lo que estamos investigando.

Confidencialidad.

Puede sentirse en confianza debido a que toda la informacion que nos proporcione no podra ser
consultada por nadie mas que los investigadores que trabajamos en este proyecto y al momento en
que publiquemos los resultados jamas utilizaremos su nombre ni ningtn otro dato que pueda revelar
su identidad.

Numero de identificacion Firma Fecha

DD/MM/AAAA
Por favor conteste lo siguiente:



ey

INSTITUTO NACIONAL DE PSIQUIATRIA

. . RAMON DE LA FUENTE MUNI1Z
(Estaria usted de acuerdo en que durante el estudio consultemos su expediente para recabar

informacion sobre la evolucion de su padecimiento?

Si (I No ]

SALUD

SECRETARIA DE SALUD

(Estaria usted de acuerdo en que la informacion obtenida en este estudio sea compartida con su
médico tratante, con el fin de que su médico esté enterado de los estudios y utilice esta informacion
en su tratamiento y seguimiento?

Si ] No [

(Estaria usted de acuerdo con qué guardemos el remanente de sus muestras de sangre y las células
madre (troncales) para realizar estudios posteriores relacionados con neurogénesis?

Si ] No [

Su participaciéon es completamente voluntaria. En el caso de que no desee participar no se tendra
ningln a consecuencia, su atencion seguira siendo de la misma calidad. Ademas, si en algiin momento
usted decide que ya no desea continuar participando, podra abandonar el estudio sin que eso tenga
consecuencias en su atencion. Usted continuara siendo atendido en este instituto como cualquier
persona que requiera atencion medica psiquiatrica siguiendo los lineamientos del hospital.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO:
“Evaluacion de factores relacionados a la respuesta al tratamiento antidepresivo”.

Yo

El (la) abajo firmante, estoy de acuerdo en participar voluntariamente en este estudio de
investigacion. Confirmo de esta manera que he leido y entendido toda la informacion relacionada
con este estudio y que el médico ha contestado apropiadamente todas mis preguntas.

Cumplo los requisitos y Si/ No deseo participar en el estudio.

FOLIO FIRMA FECHA Y LUGAR
NOMBRE DEL INVESTIGADOR FIRMA FECHA Y LUGAR
TESTIGO FIRMA FECHA Y LUGAR

TESTIGO FIRMA FECHA Y LUGAR



