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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AIT: Ataque isquémico transitorio

BDNF: Factor neurotrofico derivado del cerebro
BWT: Prueba de la viga de equilibrio

CMS: Estrés leve cronico

Eje HPA: Eje hipotaldmico-pituitario-adrenal
EVC: Enfermedad vascular cerebral

FST: Prueba de nado forzado

MCAO: Oclusion de la arteria cerebral media
PSD: Depresion post ictus

SPT: Prueba de preferencia de consumo de sacarosa



Resumen
La depresion post ictus es la complicacion neuropsiquiatrica mas frecuente tras un evento
cerebrovascular. Su estudio es de gran importancia debido a que se asocia con un mal prondstico
para la recuperacion funcional de los pacientes. Con el proposito de desarrollar un modelo
preclinico que facilite su estudio, se indujo una lesion isquémica en la corteza prefrontal medial
izquierda de ratas Wistar haciendo uso de la técnica de lesion fototrombotica. En comparacion
con las ratas sham, las ratas lesionadas mostraron un consumo significativamente menor de
sacarosa a los 14 dias tras realizar la cirugia. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre grupos en el tiempo de inmovilidad de la prueba de nado forzado a los 30
dias posteriores a la cirugia. Los datos obtenidos en la prueba de la viga de equilibrio tampoco
muestran diferencias significativas entre el grupo sham y lesion; por lo que se descarta que los
resultados en la prueba de nado forzado puedan deberse a un problema de tipo motor.
Considerando la discrepancia en los datos obtenidos en las pruebas que permiten evaluar
conducta similar a la depresion, se sugiere que futuras investigaciones que utilicen esta técnica
incluyan ademas el uso de biomarcadores que permitan evaluar de manera complementaria la

validez de este modelo para el estudio de la depresion post ictus.

Palabras clave: EVC, depresion post ictus, lesion fototrombotica, corteza prefrontal medial izquierda.
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Introduccion
La enfermedad vascular cerebral (EVC) es una alteracion neurologica que interfiere con el
adecuado proceso vascular del sistema nervioso. Su elevada prevalencia y mortalidad, la
convierten en uno de los principales problemas de salud ptblica a nivel mundial. Sobre todo, si
se tiene en cuenta que aproximadamente una tercera parte de las personas que sobreviven a un
evento cerebrovascular desarrolla secuelas graves. Dentro de las cuales, la depresion se considera
el principal factor de mal prondstico para su recuperacion.
Se vuelve entonces necesario desarrollar modelos preclinicos que permitan ahondar en el estudio
de los mecanismos de la depresion post ictus. Facilitando en primer lugar, su comprension. Y
posteriormente, una mejora para los actuales tratamientos de este padecimiento.
Si bien, el modelo estandar dentro de esta linea de investigacion es el de la oclusion de la arteria
cerebral media (MCAOQ) en combinacion con el estrés leve cronico (CMS), se han destacado
importantes fallas con su uso. Por lo que se han propuesto nuevos modelos que generen lesiones
mas focalizadas y reduzcan la presencia de sesgos conductuales. No obstante, y pese las
multiples ventajas que supondria para el estudio de la depresion post ictus, no se ha hecho uso
del modelo de lesion fototrombotica.
Por lo que este trabajo pretende conocer si dicha técnica facilita el estudio de la conducta similar
a la depresion tras la ocurrencia de un infarto isquémico. Para ello, se estandarizé la lesion en la
corteza prefrontal medial izquierda, por ser una region altamente asociada con la depresion post
ictus. Ademas, se evalué conductualmente el efecto del ictus a través de las pruebas de

preferencia de consumo de sacarosa, nado forzado y de la viga de equilibrio.
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Antecedentes
Enfermedad Vascular Cerebral
La enfermedad vascular cerebral puede definirse como una anomalia del cerebro que ocurre
como consecuencia de una alteracion en su suministro sanguineo (Thomas, 1996). Se caracteriza
por manifestarse de forma subita (INNNMVS, 2018).
Su elevada prevalencia, morbilidad y mortalidad se encuentra asociada a distintos factores de
riesgo. Mismos que son clasificados como “no modificables” y “modificables”. Los primeros
incluyen la edad, el sexo, la etnia y la predisposicion genética. Siendo la edad el factor mas
relevante (Chandra et al., 2017). A su vez, los factores de riesgo modificables incluyen la
hipertension arterial, la dislipidemia, la diabetes mellitus (Villanueva, 2004), el sedentarismo, la
obesidad, el tabaquismo, y el consumo de alcohol (Avila et al., 2012). De entre estos factores, se
considera a la hipertension arterial como el méas importante (Cantl-Brito et al., 2011). De igual
forma, algunos estudios sugieren ademas que factores como la capacidad cognitiva infantil, la
educacion y el nivel socioecondémico también pueden contribuir al desarrollo de la EVC en la
edad adulta (Backhouse et al., 2017).
Ya que los factores modificables son responsables de aproximadamente el 90% del riesgo de
ocurrencia de la enfermedad vascular cerebral, es necesario evidenciar el hecho de que ésta no
debe ser conceptualizada como un “accidente” (Gonzélez-Pina y Landinez-Martinez, 2016).
Epidemiologia
En 2019 se registraron 12.2 millones de eventos cerebrovasculares, de los cuales 6.55 millones
derivaron en muertes (GBD Stroke Collaborators, 2019). Dichas cifras posicionan a la
enfermedad vascular cerebral como la segunda causa de muerte a nivel mundial (OMS, 2020) y

la séptima en nuestro pais (INEGI, 2023). Aunado a ello, la EVC es la principal causa de
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discapacidad funcional (Avila et al., 2012; Valadez-Roque et al., 2017; INNNMVS, 2018), por lo
que es considerada uno de los principales problemas de salud publica.

Aunque la EVC sobreviene a cualquier edad, su incidencia se incrementa a partir de los 55 afios
(Villanueva, 2004). En las mujeres, los eventos cerebrovasculares ocurren a edades mas
avanzadas que los hombres (Thrift, 2017), siendo la edad promedio de ocurrencia de 74.8 afios;
mientras que para los hombres de 69.8 afios (Gonzalez-Pina y Landinez-Martinez, 2016).
Clasificacion

La enfermedad vascular cerebral puede clasificarse en 2 subtipos: isquémica y hemorragica. La
primera ocurre como consecuencia de la oclusion de una arteria, lo cual conlleva a una
interrupcion o pérdida repentina del flujo sanguineo cerebral. Por otro lado, la hemorragia deriva
de la ruptura de un vaso sanguineo (Arauz y Ruiz, 2012; INNNMVS, 2018). Mientras que la
isquemia cerebral tiene una edad media de aparicion de 70.5 afios, la hemorragia es mas comin
entre los menores de 40 afos.

La EVC de tipo isquémica se considera “global” si afecta a todo el cerebro, y “focal” si afecta
unicamente a un solo territorio vascular (Prieto-Arribas et al., 2008) y puede a su vez
subdividirse en ataque isquémico transitorio (AIT) e infarto cerebral (Coutts, 2017). En el AIT,
los sintomas duran pocos minutos y los pacientes se recuperan en menos de 24 horas (IMSS,
2015), ademas de que no existe dafio neuronal permanente (Arauz y Ruiz, 2012). Sin embargo,
su relativa levedad y reversibilidad no es un sinénimo de poca significancia clinica. Ya que el
10% de los pacientes que lo experimentan, sufren un evento cerebrovascular completo en los 90
dias posteriores a su ocurrencia (Chandra et al., 2017).

Por otro lado, el infarto cerebral suele clasificarse dependiendo del tipo de coagulo que lo

desencadene. En el infarto cerebral de tipo trombotico, el flujo de sangre de una arteria cerebral
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se bloquea debido a una oclusion in situ. Mientras que en el de tipo embodlico, el coagulo se
origina en alguna parte alejada del cerebro y es arrastrado por la corriente sanguinea hasta éste,
tapando el vaso sanguineo y cortando el abastecimiento de sangre (INNNMVS, 2018). No
obstante, se han establecido de igual forma cinco subtipos de infarto cerebral: ateroesclerosis de
grandes vasos, cardioembolismo, enfermedad de pequefio vaso cerebral, otras causas y etiologia
no determinada (Arauz y Ruiz, 2012).

En lo que respecta a los ictus de tipo hemorréagico, suelen subdividirse en hemorragia
intracerebral y hemorragia subaracnoidea. La primera se define como una coleccion hematica
dentro del parénquima cerebral producida por la ruptura de un vaso. Puede clasificarse en:
profunda, lobar, cerebelosa, de tronco cerebral, e intraventricular dependiendo de la topografia
del sangrado. Mientras que en la hemorragia subaracnoidea el sangrado se presenta en el espacio
subaracnoideo mayormente como consecuencia de la ruptura espontdnea de aneurismas
cerebrales en el liquido cefalorraquideo (Chandra et al., 2017).

A pesar de que la mayor parte de los eventos cerebrovasculares (cerca del 87%) son de tipo
isquémico, la hemorragia cerebral se considera una enfermedad mucho mas grave. Debido a que,
dentro de los 30 dias posteriores a su inicio, alcanza una tasa de mortalidad del 50%. De igual
forma, cabe destacar que entre el 30 y el 40% de los eventos cerebrovasculares de tipo
isquémicos se transforman en hemorragicos, siendo este proceso una de las principales causas de
mortalidad temprana en pacientes que sufrieron una isquemia cerebral aguda (Chandra et al.,
2017).

Secuelas

La enfermedad vascular cerebral es considerada una causa comun y permanente de discapacidad

(Schaar et al., 2010). Se sabe que un tercio de los sobrevivientes de eventos cerebrovasculares
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presenta secuelas graves (Valadez-Roque et al., 2017); las cuales pueden ser cognitivas, motoras,
sensoriales y/o emocionales (Chandra et al., 2017). Dentro de estas ultimas, la depresion se ha
posicionado como la secuela neuropsiquiatrica mas frecuente tras un evento cerebrovascular
(Esparrago et al., 2012). Por lo que a continuacion se le describe con mayor profundidad.
Depresion post ictus

Si bien no es sencillo establecer una definicion consensuada de depresion post ictus (PSD por sus
siglas en inglés), el término hace referencia al cuadro depresivo que ocurre como consecuencia
directa de un evento cerebrovascular (Esparrago et al., 2012).

Su diagnadstico suele basarse en la evaluacion clinica realizada a través del Manual Diagndstico y
Estadistico de Trastornos Mentales (Villa et al., 2018), el cual la clasifica como un “trastorno
depresivo debido a otra afeccion médica”. Los criterios diagn0sticos incluyen: un periodo
importante y persistente de estado de animo deprimido o una disminucion notable de interés o
placer por todas o casi todas las actividades; asi como pruebas de que el trastorno es la
consecuencia fisiopatoldgica directa de otra afeccion médica (APA, 2014). Aunque la PSD
puede considerarse un subtipo de depresién vascular, su sintomatologia y respuesta al
tratamiento resultan similares a los del trastorno depresivo mayor (Shao et al., 2015).

Su diagndstico también suele apoyarse del uso de diversas escalas psiquiatricas estandarizadas
para la depresion. Como lo son la Escala de Valoracion de Hamilton para la Evaluacion de la
Depresion, el Inventario de Depresion de Beck, la Escala Montgomery-Asberg para la
Evaluaciéon de la Depresion (Villa et al., 2018) y la Escala de Valoracion de la Depresion Post
Ictus (Esparrago et al., 2012). Sin embargo, cabe sefialar, que la mayoria de estos instrumentos

no se desarrollaron originalmente para poblaciones con enfermedad vascular cerebral (Wei et al.,
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2015). Por lo que la depresion post ictus se encuentra actualmente infradiagnosticada, poco
investigada y no lo suficientemente tratada (Villa et al., 2018).

Epidemiologia e importancia clinica

La depresion post ictus se presenta en aproximadamente un tercio de los supervivientes
(Kronenberg et al., 2014; Wei et al., 2015; Villa et al., 2018). Alcanzando su maxima prevalencia
entre los 3 y los 6 meses posteriores al ictus; sin embargo, el riesgo de desarrollarla se mantiene
elevado durante los 3 primeros afios una vez ocurrido el evento cerebrovascular (Santos et al.,
2009).

La PSD es considerada como el principal factor de mal prondéstico en la recuperacion funcional de
la enfermedad vascular cerebral (Esparrago et al., 2012). No solo aumenta drasticamente el tiempo
de hospitalizacién de los pacientes (Balkaya et al., 2018), sino que ademas conlleva a un deterioro
tanto en el desarrollo de las actividades de la vida diaria, como en su funcionamiento social y
cognitivo (Vahid-Ansari et al., 2016). Si bien todos estos factores estan relacionados con un mayor
nivel de dependencia y con una peor calidad de vida (Ezema et al., 2019), es necesario sefialar de
igual forma que la depresion post ictus afecta negativamente la capacidad de los pacientes para
participar en terapias de rehabilitacion, y que incrementa de manera considerable su tasa de
mortalidad (Santos et al., 2009; Esparrago et al., 2012; Ifergane et al., 2018; Villa et al., 2018).
Etiologia

La fisiopatologia que subyace a la depresion post ictus es compleja y multifactorial. Sin

embargo, dentro de la investigacion existente se han propuesto dos modelos tedricos principales:
el de la vulnerabilidad psicosocial y el del determinismo biolédgico (Santos et al., 2009). Y si
bien, no se niega que el malestar psicosocial pueda desempefiar un papel fundamental en el

desarrollo de la PSD, la evidencia actual sefiala que los factores neurobiol6gicos podrian tener
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una mayor implicacion (Villa et al., 2018).

Los factores bioldgicos que se han asociado con la depresion post ictus son diversos. Sin
embargo, es importante mencionar que varios de estos elementos se encuentran interactuando,
por lo que no son mutuamente excluyentes (Carboni, 2013).

En primer lugar, se han descrito alteraciones en los sistemas de monoaminas (Loubinoux et al.,
2012), debido a que, tras una lesion isquémica, disminuye la liberacion de serotonina y
norepinefrina. Lo cual provoca depresion (Pietra-Pedroso et al., 2015).

De igual modo, se ha observado que los pacientes que sufrieron un evento cerebrovascular
presentan niveles elevados de hormona adrenocorticotropa y de cortisol (Villa et al., 2018), lo
cual implica una desregulacion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) (Zhou et al., 2022)
en la PSD.

Asi mismo, se ha documentado que, tras la ocurrencia de un evento cerebrovascular, existe un
aumento en la liberacion de citocinas proinflamatorias (Korostynski, et al., 2021), el cual puede
dar lugar a una deplecion de serotonina, favoreciendo la aparicion de sintomas de depresion
(Kronenberg et al., 2014).

Por otro lado, se hipotetiza que la alteracidn de la transmision glutamatérgica podria ser otro
mecanismo implicado. Ya que se han observado niveles elevados de glutamato en pacientes con
PSD (Gruenbaum et al., 2020).

Finalmente, se ha considerado el papel de la neuroplasticidad (Fioranelli et al., 2023). Puesto que
la aparicién de la PSD se ha vinculado tanto con la inhibicion de la neurogénesis en el
hipocampo ocasionada por la desregulacion del eje HPA y por el aumento de los niveles de
citocinas proinflamatorias (Robinson y Jorge, 2016), como con un deterioro en la sefializacion de

los factores neurotréficos (Sheldrick et al., 2017; Levy et al., 2018). En particular, con el factor
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neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) (Zhang et al., 2012; Jie et al., 2014; Kronenberg et al.,
2014; De la Tremblaye et al., 2016; Su et al., 2016; Ifergane et al., 2018; Silva de Miranda et al.,
2020; Zhang y Liao 2020).

Ubicacion de la lesion y depresion post ictus

Los estudios centrados en explorar la relacion existente entre la localizacion de la lesion
cerebrovascular y el desarrollo de depresion post ictus, sugieren que son las lesiones en el
hemisferio cerebral izquierdo las que conllevan a esta secuela (Santos et al., 2009; Esparrago et
al., 2012). Asi como también los infartos en regiones frontales. Pues si bien ya se habia
demostrado de forma consistente que una desregulacion en la corteza prefrontal estd asociada
con los procesos fisiopatologicos subyacentes a la depresion (Duman, 2005; Pae et al., 2008;
Pittenger y Duman, 2008; Wu et al., 2015; Anastasiades y Carter, 2021), estudios recientes
especifican que en la depresion post ictus, es la corteza prefrontal medial la region

implicada (Vahid-Ansari et al., 2016).

Teniendo esto en consideracion, el presente trabajo tiene por objeto lesionar la corteza prefrontal
izquierda con el fin de desarrollar un modelo preclinico de depresion post ictus.

Modelos animales para el estudio de la depresion post ictus

Dentro de la investigacion realizada en animales no humanos para el estudio de la enfermedad
vascular cerebral, los modelos con roedores son la opcidn mas comin para los investigadores.
Considerando que poseen una anatomia vascular similar a la de los humanos (Schaar et al., 2010;
Livingston-Thomas y Tasker, 2013; Balkaya et al., 2018).

Sin embargo, en lo que respecta a la depresion post ictus, se ha dedicado poca investigacion al
desarrollo de un modelo animal para su estudio (Wang et al., 2009; Boyko et al., 2013;

Yankelevitch-Yahav et al., 2015). Pese a que hacerlo conllevaria a una mejor comprension de la
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fisiopatologia de este trastorno.

Es necesario senalar que dentro de los requisitos minimos para que un modelo animal sea valido,
debe ser “razonablemente analogo” al trastorno humano. Es decir, debe ser capaz de reproducir
las caracteristicas fisiopatologicas de la enfermedad humana, al igual que mostrar signos y
sintomas similares. Mismos que pueden monitorearse de forma objetiva, asi como reproducirse
entre investigadores. Para esto, suele recurrirse al uso de pruebas que cuantifican la reduccion del
interés por un evento placentero o la renuencia a escapar de una situacion desagradable (Cryan y
Holmes, 2005; Carboni, 2013).

Actualmente, el modelo preclinico mas comun para el estudio de la depresion post ictus es el de
la oclusion de la arteria cerebral media en combinacion con el estrés leve cronico. Este modelo
evoca un fenotipo conductual caracterizado por diversos grados de ansiedad, desesperacion y
anhedonia. Que es de igual forma susceptible a la medicacion antidepresiva (Wang et al., 2009).
Sin embargo, este modelo no esta exento de desventajas. Ya que se ha observado que la MCAO
produce una lesion cerebrovascular inconsistente, que puede afectar regiones de la corteza y el
cuerpo estriado. Lo cual puede producir deficiencias motoras pronunciadas que interfieren con la
evaluacion de la conducta similar a la depresion (Vahid-Ansari et al., 2016). En adicion a esto, la
oclusion de la arteria cerebral media se caracteriza por un riesgo de rotura de vasos, hemorragia
y alta mortalidad (Uzdensky, 2017). De igual manera, es necesario considerar que los
procedimientos de CMS se utilizan en modelos animales que inducen anhedonia en ausencia de
dafio cerebral. Por lo que podria no ser un modelo 6ptimo en el estudio de la depresion post ictus
(Balkaya et al., 2018).

A raiz de esto, Vahid-Ansari y colaboradores (2016) desarrollaron un nuevo modelo para el

estudio de la depresion post ictus. Haciendo uso del péptido vasoconstrictor endotelina-1,
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indujeron de manera focal una lesion isquémica en la corteza prefrontal medial izquierda. EIl
analisis conductual mostr6 que los animales lesionados presentaban un fenotipo muy fuerte de
conducta similar a la depresion, sin que fuera necesario hacer uso de un modelo de estrés leve
crénico. De igual manera, debido a que la lesion estaba restringida a la corteza prefrontal medial
izquierda, no se observaron alteraciones motoras.

Considerando los hallazgos de dicha investigacion, el presente trabajo hizo uso de otra técnica de
lesion isquémica focal para producir un infarto isquémico en la misma region cerebral. Con el
proposito de propiciar el desarrollo de conducta similar a la depresion tras un evento
cerebrovascular.

Fototrombosis como herramienta de estudio para la depresion post ictus

El concepto de fototrombosis fue propuesto inicialmente por Rosenblum y El-Sabban en 1973.
No obstante, tal y como sefalan Labat-gest y Tomasi (2013), se hizo famoso 8 afios mads tarde a
través de las aplicaciones realizadas por Watson y colaboradores (1985).

La fototrombosis es una técnica que requiere de la aplicacion sistémica de un tinte fotosensible
(como lo pueden ser el rosa de Bengala o la eritrosina B), seguido de la iluminacion del cerebro a
través del craneo. Cuando el tinte se ilumina mediante una fuente de luz fria, éste se activa
resultando en la formacion de oxigeno singlete y superdxido. Lo que deriva en dafio oxidativo a
las membranas del endotelio vascular y agregacion plaquetaria. Esto conduce finalmente a la
formacion de trombos que interrumpen de manera local del flujo cerebral; generandose de esta
manera una lesion isquémica cortical (Prieto-Arribas et al., 2008; Sommer, 2017; Uzdensky,
2017). A pesar de que este modelo se ha desarrollado principalmente en ratas, se dispone de igual
manera de protocolos modificados para ratones (Sommer, 2017).

La fototrombosis es una técnica minimamente invasiva (Watson et al., 1985) que posee multiples
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ventajas. Como lo son su sencillez de ejecucion, su alta reproducibilidad y su baja tasa de
mortalidad. Debido a que permite inducir lesiones focales en las areas cerebrales corticales o
subcorticales de interés haciendo uso de coordenadas estereotéxicas (Prieto-Arribas et al., 2008;
Sommer, 2017; Uzdensky, 2017), se considera que puede ser una técnica ttil en el estudio de la
depresion post ictus. Teniendo en cuenta que se trata de un modelo que facilita el estudio

conductual de las consecuencias de la isquemia en regiones anatdmico-funcionales especificas

(Watson et al., 1985).
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Justificacion
El estudio de la enfermedad vascular cerebral posee una gran repercusion e importancia social;
considerando que esta patologia es la primera causa de discapacidad funcional en adultos (Avila
et al., 2012; Valadez-Roque et al., 2017; INNNMVS, 2018), lo cual supone notables costes
humanos y economicos (Prieto-Arribas et al., 2008). Sobre todo, si se tiene en cuenta el incremento
en la ocurrencia de eventos cerebrovasculares a nivel mundial (Thrift et al., 2017).
Los pacientes que sobreviven a la EVC pueden ver afectadas su autonomia, su actividad laboral,
y sus relaciones sociales (Vazquez-Vélez y Paz-Rodriguez, 2011) debido a las diversas secuelas
que alteran su calidad de vida (Villanueva, 2004). Este trabajo se enfoca en la depresion post ictus.
Al ser la complicacion neuropsiquidtrica mas frecuente tras un evento cerebrovascular y el
principal factor de mal pronostico en la recuperacion funcional (Esparrago et al., 2012; Villaet al.,
2018).
Si bien es cierto que el estudio de la fisiopatologia que subyace a la enfermedad vascular cerebral
requiere del desarrollo de modelos preclinicos (Vahid-Ansari et al., 2016) que posteriormente
conlleven a identificar dianas terapéuticas mas efectivas (Prieto-Arribas et al., 2008), es
necesario sefialar que se ha dedicado poca investigacion al desarrollo de un modelo animal para
la depresion post ictus (Su et al., 2016).
Las investigaciones actuales suelen utilizar el modelo de oclusion de la arteria cerebral media, ya
sea por si solo o con una exposicion posterior al estrés (Happ et al., 2020). Sin embargo, este tipo
de lesion afecta regiones cerebrales que pueden sesgar los resultados de las posteriores
evaluaciones conductuales (Vahid-Ansari et al., 2016). Debido a esto, en el presente proyecto se
hizo uso de la técnica de lesion por fototrombosis. Al ser una técnica minimamente invasiva y

sencilla de ejecutar que permite seleccionar la region cerebral cortical especifica de interés. Que
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ademas posee una tasa de mortalidad muy baja (Watson et al., 1985; Prieto-Arribas et al., 2008;
Sommer, 2017; Uzdensky, 2017).

Finalmente, es necesario destacar que la validacion del fenotipo de depresion post ictus requiere
de méas de una prueba de comportamiento, las cuales deben tener validez y propiciar resultados
objetivos y reproducibles (Vahid-Ansari et al., 2016). Por lo que se hizo uso de las pruebas de

preferencia de consumo de sacarosa, nado forzado y viga de equilibrio.

23



Pregunta de investigacion
(La induccion de un evento cerebrovascular isquémico por fototrombosis en la corteza prefrontal

medial izquierda conlleva al desarrollo de conducta similar a la depresion?

Objetivos

General
Inducir un evento cerebrovascular isquémico por fototrombosis en la corteza prefrontal medial
izquierda de ratas Wistar, con el proposito de conocer si la lesion en esta area desencadena en los
animales una conducta similar a la depresion.
Especificos

e Estandarizar la lesion fototrombotica en corteza prefrontal medial izquierda.

e [Evaluar la conducta similar a la depresion post ictus a través de las pruebas de

Preferencia de consumo de sacarosa (SPT) y Nado forzado (FST).
e Descartar que el desempeiio en la prueba de nado forzado se deba a un deterioro motor

haciendo uso de la Prueba de la viga de equilibrio (BWT).

Hipotesis
1. La lesion en corteza prefrontal medial izquierda mediante fototrombosis conllevara a una
menor preferencia por el consumo de sacarosa en los animales del grupo experimental.
2. La lesion en corteza prefrontal medial izquierda mediante fototrombosis conllevard a un
mayor tiempo de inmovilidad en los animales del grupo experimental.
3. La lesion en corteza prefrontal medial izquierda mediante fototrombosis no producira un

deterioro motor en los animales del grupo experimental.
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Materiales y Métodos
Animales
Esta tesis deriva del protocolo de investigacion aprobado por el CICUAL del Instituto Nacional
de Rehabilitacion Dr. Luis Guillermo Ibarra Ibarra (INRLGII 50/23). Los animales utilizados
fueron producidos por el Bioterio de la Facultad de Psicologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México, y tratados de acuerdo con las especificaciones para la produccion,
cuidado, y uso de los animales de laboratorio NOM-062-Z00-1999.
Se utilizaron 80 ratas macho de la cepa Wistar de pesos comprendidos entre los 220 y los 390
gramos. 35 ratas fueron destinadas exclusivamente a la estandarizacion del modelo de
fototrombosis. Mientras que las 45 ratas restantes fueron sometidas a evaluacion de conducta
similar a la depresion una vez inducida la lesion fototrombodtica.
Los animales fueron alojados en pares en cajas de acrilico con alimento y agua ad libitum
(excepto durante la prueba de preferencia de consumo de sacarosa). Se mantuvo un ciclo de luz-
oscuridad de 12 horas, en el cual se encendian las luces a las 07:15 a.m.
Los animales se dividieron aleatoriamente en dos grupos: Lesion y Sham. De las 45 ratas
contempladas para la evaluacion de conducta similar a la depresion post ictus, una muri6 antes
de realizar la cirugia y otra fue descartada por otitis. La distribucion final de los animales en los
grupos experimentales se muestra a continuacion en la Figura 1.

Figural

Distribucién de los animales en los grupos experimentales
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Estandarizacion de lesion fototrombotica en corteza prefrontal medial izquierda

Para realizar la cirugia, las ratas fueron anestesiadas con una combinacion de Ketamina (90
mg/kg) y Xilacina (8.5 mg/kg). De igual manera, se les administré de manera subcutanea 10UI
de lidocaina (Piscaina®) en el area a realizar la incision como anestésico local.

Posteriormente, se hizo uso del aparato estereotaxico para localizar la corteza prefrontal medial
izquierda (AP =+3.2, LM =+ 1.6 desde Bregma) (Paxinos y Watson, 2013). Una vez
identificada esta area, se realizd un trépano sobre el craneo.

Para la administracion del tinte fotosensible, se utilizé una disolucion previamente preparada de
rosa de bengala y solucidn salina. Cuya concentracion fue de 15 mg/ml conforme al protocolo de
Labat-gest y Tomasi (2013). Estos investigadores destacan de igual manera el hecho de que la
cantidad de rosa de bengala a inyectar depende en gran medida de las condiciones del
experimento, en particular del tipo de fuente de luz utilizada. Por lo que se probaron tanto
distintas dosis de rosa de bengala como diferentes intensidades de luz.

La administracion de rosa de bengala para la condicion experimental o de solucion salina en el
grupo sham se realizé por via intravenosa, al ser la sugerida en ratas (Uzdensky, 2017).

Una vez administrado el tinte o la solucidn salina, se les dejo difundir en el torrente sanguineo
por 5 minutos (Hong et al., 2020; Weber et al., 2020). Posteriormente, se coloco sobre el trépano
un haz de fibra optica con una apertura de 3 mm para iluminar el area con luz fria (KL 1500
LCD, Schott, Alemania) durante 20 minutos (Watson et al., 1985; Schmidt et al., 2005; Jablonka
et al., 2007; Miiller et al., 2008; Jablonka et al., 2010; Diederich et al., 2014). Se mantuvo a la
fibra Optica en estrecho contacto con la superficie del craneo para evitar la dispersion de la luz,
pero cuidando no ejercer presion sobre ella (Labat-gest y Tomasi, 2013).

Transcurrido el tiempo de iluminacion se detuvo la exposicion a la luz, se coloco spongostan (™)

en el lugar del trépano y se suturd la herida.
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Una vez finalizada la cirugia, se les administraron a las ratas 4UI de tramadol disueltos en 10UI
de solucion salina de manera subcutanea. De igual manera, se les inyect6 una dosis de 2 ml de
solucion salina de manera intraperitoneal para la recuperacion de liquidos y la aceleracion de la
metabolizacion de los anestésicos.

La temperatura de los animales se mantuvo regulada en todo momento mediante el uso de un
colchon térmico.

La Figura 2 y el Anexo 1 sintetizan de manera gréfica el desarrollo de este proceso.

Figura 2

Procedimiento para realizar la cirugia de estandarizacion de la fototrombosis

. Spongostan
Identificar corteza prefrontal U5 miniutas Sutura
medial izquierda Tramadol
Realizar un trépano Solucion salina

20 minutos

Ketamina + Xilacina

Lidocaina
Rosa de bengala (condicion experimental)
Solucidn salina (condicion sham)

Considerando que el area del infarto generalmente se estabiliza entre 2 a 4 dias posteriores a la
fototrombosis (Labat-gest y Tomasi, 2013), para verificar que la lesion fuera inducida de manera

adecuada, 3 dias después de realizar la cirugia se perfundié a los animales con una solucion de
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cloruro de sodio (0.9%) seguida de una solucién de paraformaldehido (4%) y se extrajeron sus
cerebros (Anexo 2).

Evaluacion Conductual

Dentro del trabajo con modelos animales, la apropiada seleccion de pruebas conductuales es
crucial para el éxito de la investigacion (Schaar et al., 2010). En lo que respecta a la conducta
similar a la depresion, los modelos de roedores se evalian haciendo uso de pruebas como la de
preferencia de consumo de sacarosa (SPT) y la de nado forzado (FST) (Stepanichev et al., 2014;
Yankelevitch-Yahav et al., 2015; Shi et al., 2021).

Asi mismo, debido a que los déficits motores son extremadamente comunes tras un evento
cerebrovascular isquémico (Fluri et al., 2017), se recomienda hacer uso de pruebas que evaluen
la actividad motora (Schaar et al., 2010; Balkaya et al., 2018). Sobre todo, para descartar algin
sesgo en la prueba de nado forzado (Yankelevitch-Yahav et al., 2015). Por lo que se haré uso de
la prueba de la viga de equilibrio (BWT).

Prueba de Preferencia de Consumo de Sacarosa

La preferencia de sacarosa se evalu6 de acuerdo con los parametros establecidos por De la
Tremblaye y colaboradores (2016). Las ratas fueron alojadas de manera individual en cajas de
acrilico con 2 botellas de 100 ml. Una de ellas con una solucion de sacarosa al 1% y otra con
agua del grifo.

Se registro6 el consumo de ambos liquidos pesando ambas botellas cada mafiana durante 4 dias
consecutivos previos a la cirugia, para establecer la linea base; y durante 4 dias consecutivos 14
dias posteriores a la cirugia, para evaluar la conducta similar a la depresion (Figura 3). La
posicion de las botellas fue alternada cada 24 horas.

La preferencia por sacarosa se evalué mediante el calculo de la relacion entre el volumen de
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solucion de sacarosa consumido sobre la ingesta total de liquido (preferencia por sacarosa =

consumo de sacarosa / (consumo de solucion de sacarosa + consumo de agua del grifo) x 100%).

Figura 3

Linea del tiempo experimental correspondiente a la prueba de preferencia del consumo de
sacarosa. Grupos shamy lesion
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Prueba de Nado Forzado

La prueba de nado forzado fue realizada siguiendo los parametros del protocolo de Yankelevitch-
Yahav y colaboradores (2015). Las ratas se colocaron dentro de un cilindro de plexiglas lleno con
agua del grifo a una temperatura de 23 &+ 1°C. Se ajusto la profundidad del agua de acuerdo con
el tamafio de las ratas, para evitar que tocaran el fondo del cilindro con las patas traseras.

Las sesiones de nado fueron codificadas de la siguiente manera:

e Se codifico como “Inmovil” (Tipo 1 de nado) el tiempo en que los animales
permanecieron flotando en el agua sin ningin movimiento adicional a los necesarios para
mantener la nariz fuera del agua.

e Se codificoé como “Lucha” (Tipo 2 de nado) el tiempo en que los animales presentaron

movimientos rapidos de sus extremidades anteriores, rompiendo la tension superficial del

agua.
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e Se codifico como “Nado” (Tipo 3 de nado) el tiempo en que los animales movieron sus
extremidades anteriores o posteriores en forma de chapoteo.

Previo a la cirugia, se llevaron a cabo 2 sesiones de nado con 24 horas de diferencia. La primera
sesion (habituacion) tuvo una duracion de 15 minutos. La segunda sesion (de prueba) tinicamente
5 minutos; €sta es la sesion cuyos tiempos de nado se codifican para establecer la linea base. Para
la evaluacion de conducta similar a la depresion post ictus, se sometid a los animales unicamente
a una sesion de 5 minutos 30 dias posteriores a la cirugia (Figura 4). Debido a que es el periodo
en el que diversas investigaciones han reportado que los animales presentan un mayor tiempo de
inmovilidad (Balkaya et al., 2018; Hiuling et al., (2018).
Es necesario destacar, que al finalizar cada una de las sesiones, los animales eran colocados en
una caja de secado. De igual manera, el agua del cilindro fue cambiada al finalizar cada sesion
para evitar cualquier influencia en las proximas ratas.

Figura 4
Linea del tiempo experimental correspondiente a la prueba de nado forzado. Grupos sham y

lesion
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Prueba de la viga de equilibrio

Para llevar a cabo la prueba de la viga de equilibrio, se situ6 a los animales en un extremo de una
viga de madera de 200 cm de largo x 5 cm de ancho dividida en 4 cuadrantes del mismo tamafio,

colocada 50 cm por encima del suelo.
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Para evaluar la habilidad de los animales de cruzar la viga y alcanzar asi una plataforma de
escape situada en el extremo opuesto (Blanco et al., 2010), se asign6 un puntaje entre 0 y 6 por
cuadrante siguiendo el protocolo de Ramos-Languren et al. (2021).

0 = Sin déficit motor aparente

1 = Ampliacion de zancada

2 =Cojeo de 1 0 mas miembros

3 = Menos de 3 deslizamientos de los miembros

4 =3 o mas deslizamientos de los miembros

5 = Arrastre de miembros

6 = El animal es incapaz de atravesar la viga
Es necesario entrenar a los animales para que sean capaces de cruzar la viga sin interrupciones
(Shi et al., 2021). Por lo que de manera previa a la cirugia y antes de establecer la linea base, las
ratas fueron entrenadas durante 5 dias. La evaluacion para descartar que los resultados de la
prueba de nado forzado estuvieran influenciados por un deterioro motor se llevo a cabo 30 dias
después de la cirugia (Figura 5).

Figura
Linea del tiempo experimental correspondiente a la prueba de la viga de equilibrio. Grupos

sham y lesion
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Analisis estadistico

Para la seleccion de pruebas estadisticas a utilizar, se tomo6 en cuenta el nivel de medicion de los
datos, su comportamiento respecto a la curva normal, y el tipo de disefio experimental.
Considerando que la variable de grupo (Sham y Fototrombosis) tenia una n < 50, se hizo uso de
la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. Posteriormente, se opt6 por la prueba de U de Mann-
Whitney para analizar los resultados obtenidos de preferencia de consumo de sacarosa, nado
forzado y viga de equilibrio.

En todos los casos, el nivel de significancia establecido fue de P < 0.05
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Resultados
Estandarizacion de la lesion fototrombatica en corteza prefrontal medial izquierda
Tras una serie de pruebas en las que se administraron diferentes dosis de rosa de bengala, asi
como de intensidades de luz fria (Tabla 1), se observo que para inducir una lesion por
fototrombosis es necesario administrar a las ratas de manera intravenosa 0.5 ml/kg de rosa de
bengala; dejar que éste se difunda en el torrente sanguineo durante 5 minutos; y posteriormente
estimular el area de interés (corteza prefrontal medial izquierda) con luz fria durante 20 minutos
a una intensidad de 4. Como se observa en la condicion E de la Tabla 1 y Anexo 2.
De igual manera, se comprobd que la administracién de solucion salina en vez de rosa de
bengala para las cirugias de tipo sham, no induce una lesion por fototrombosis. Aun si se
mantienen el resto de las condiciones experimentales del grupo lesion. Como se muestra en la
condicion F de la Tabla 2 y Anexo 2. Por lo que se puede verificar que la lesion isquémica se
debe al efecto del tinte fotosensible.

Tabla 1

Estandarizacion de la lesion en corteza prefrontal medial izquierda. Grupo lesion

Condicion Dosis de rosa Tiempo de Potencia de Tiempode  Observaciones
de bengala difusion de luz blanca  estimulacion
rosa de con luz
bengala
A 0.4 ml x kg 5 minutos 2.5 20 minutos No lesion
B 0.4 ml x kg 5 minutos 35 20 minutos No lesién
C 0.4 ml x kg 5 minutos 4 20 minutos No lesién
D 0.4 ml x kg 5 minutos 4.5 20 minutos No lesién
E 0.5 ml x kg 5 minutos 4 20 minutos Lesion
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Tabla 2

Estandarizacion de la lesion en corteza prefrontal medial izquierda. Grupo sham

Condicion Dosis de Tiempo de Potencia de Tiempode  Observaciones
solucién difusion de luz blanca  estimulacion
salina solucion con luz
salina
F 0.5 ml x kg 5 minutos 4 20 minutos No lesidn

Mortalidad de la lesion fototrombdtica en corteza prefrontal medial izquierda

De las 43 ratas que fueron sometidas a la técnica de lesion fototrombotica para una posterior
evaluacion de conducta similar a la depresion, 2 murieron durante la cirugia, 3 al finalizar la
cirugia, y 3 en los dias posteriores a la cirugia (Figura 6).

Figura 6

Datos de mortalidad tras la lesion fototrombotica

Murieron durante la cirugia: 4.65%
® Murieron al finalizar la cirugia: 6.97%
Murieron dias después de la cirugia: 6.97%

@
@ Sobrevivieron: 81.39%
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En concreto, el porcentaje de sobrevida para el grupo de animales con lesién (n=23) una vez
concluido el protocolo experimental fue de 78.26% (n=18). Mientras que para los animales del
grupo sham (n=20) fue de 85% (n=17) (Figura 7).

Figura 7

Porcentaje de sobrevida tras la lesion fototrombotica
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Prueba de consumo de sacarosa

En lo que respecta a la preferencia de consumo de sacarosa, se encontr6 una diferencia
estadisticamente significativa (U = 90, p =.023) post cirugia entre los grupos sham (Med =
83.11, R=54.01) y lesion (Med = 70.41, R = 76.44) (Figura 8). Los datos complementarios del
consumo diario de agua y de agua con sacarosa tanto en la linea base como en el periodo de

evaluacion, se muestran en las Figuras 9 y 10.
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Figura 8

Prueba de preferencia de consumo de sacarosa. Grupos Sham y Lesion
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En lo que respecta al consumo diario de agua durante la linea base, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el dia 1 (U = 127.5, p = .281) entre el grupo sham (Med =
42.29, R =16.5) y el grupo lesion (Med = 63.05, R =20.29). En el dia 2, tampoco se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el consumo de agua (U = 157, p = .886) entre los
animales sham (Med = 16.23, R = 18.24) y los animales lesionados (Med = 16.84, R = 18.74). El
dia 3 no mostré de igual forma diferencias estadisticamente significativas en el consumo (U=
140, p = .495) entre la condicion sham (Med =40.88, R = 19.76) y la de lesion (Med = 26.78, R
=17.37). Los datos del dia 4 coinciden con los anteriores, al no haber una diferencia
estadisticamente significativa en el consumo de agua (U = 143, p = .558) entre el grupo sham

(Med =28.05, R =17.41) y el grupo lesion (Med = 26.73, R =19.47).
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Durante la fase de evaluacion, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
consumo de agua el dia 14 (U = 153, p =.787) entre las condiciones sham (Med = 32.41, R = 18)
y lesion (Med = 51.31, R = 18.95). El consumo durante dia 15, tampoco presenté diferencias
estadisticamente significativas en el consumo de agua (U = 109.5, p = .099) entre los animales
sham (Med = 22.58, R = 15.44) y los animales lesionados (Med = 52.89, R = 21.24). Los
resultados del dia 16, tampoco mostraron diferencias estadisticamente significativas (U = 110.5,
p =.106) entre el grupo sham (Med = 33.82, R =15.5) y el grupo lesion (Med = 56.68, R =
21.18). Sin embargo, el dia 17 si se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa en el
consumo de agua (U = 79.5, p =.009) del grupo sham (Med = 24, R = 13.68) en comparacion
con el del grupo lesion (Med = 62.1, R =22.82).

Figura 9

Consumo de agua durante la linea base y en la fase de evaluacion. Grupos Sham y Lesion
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En lo referente al consumo de agua con sacarosa durante la linea base, no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas (U = 143, p = .558) en el consumo del grupo sham
(Med =73.7, R=17.41) y el grupo lesion (Med = 88.36, R = 19.47) durante el dia 1. En el dia 2,
tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en el consumo de agua con
sacarosa (U = 152, p =.763) entre los animales sham (Med = 67.88, R = 17.94) y los animales
lesionados (Med = 69.63, R = 19). El consumo durante el dia 3 tampoco difirié estadisticamente
de forma significativa (U = 146, p = .623) entre la condicién sham (Med = 71.47, R =17.59) y la
condicion lesion (Med = 72.47, R = 19.32). De igual modo, en el dia 4 no hubo una diferencia
estadisticamente significativa en el consumo (U = 152, p =.763) entre el grupo sham (Med =
80.17, R =19.06) y el grupo lesion (Med = 77.52, R = 18).

A su vez, durante el periodo de evaluacion, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el consumo del dia 14 (U = 160, p = .962) entre las condiciones sham (Med =
89.58, R = 18.59) y lesion (Med = 97.42, R = 18.42). El dia 15, tampoco presento diferencias
estadisticamente significativas en el consumo de agua con sacarosa (U = 131.5, p = .342) entre
los animales sham (Med = 105.17, R = 20.26) y los animales lesionados (Med = 95.26, R =
16.92). Los datos del dia 16, tampoco mostraron diferencias estadisticamente significativas (U =
156.5, p = .874) entre la condicion sham (Med = 85.82, R = 18.21) y la de lesion (Med = 92.52,
R =18.76). Finalmente, el tltimo dia de la evaluacion, tampoco mostr6 diferencias
estadisticamente significativas (U = 159, p = .937) en el consumo de agua con sacarosa entre el

grupo sham (Med = 79.41, R = 18.65) y el grupo lesion (Med = 89.78, R = 18.37).
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Figura 10
Consumo de agua con sacarosa durante la linea base y en la fase de evaluacion. Grupos Sham y

Lesion
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Prueba de nado forzado

Los resultados de la prueba de nado forzado, no mostraron diferencias estadisticamente
significativas durante el periodo “inmovil” (U =107, p =.289) entre el grupo sham (Med =7, R
=72)y el grupo lesiéon (Med = 9, R = 100). De igual forma, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el periodo “de lucha” (U = 134, p = .943) entre los grupos
sham (Med = 107, R =279) y lesion (Med = 111, R = 157). El periodo de “nado”, tampoco
present6 diferencias estadisticamente significativas (U = 134, p = .943) entre la condicion sham
(Med = 184.5, R =268) y la condicién de lesion (Med = 179, R = 187) (Véanse Figuras 11, 12y

13).
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Figura 11
Prueba de Nado Forzado. Grupos Sham y Lesion
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Prueba de Nado Forzado. Grupo Sham
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Figura 13
Prueba de Nado Forzado. Grupo Lesion
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Prueba de la viga de equilibrio

Los resultados obtenidos para la viga de equilibrio no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (U = 130, p = .825) para las puntuaciones obtenidas 30 dias después de la cirugia
por los grupos sham (Med =2, R = 8) y lesion (Med =2, R = 6). (Véase figura 14).

Figura 14
Prueba de la viga de equilibrio. Grupos Sham y Lesion
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Discusion
El creciente incremento de enfermedades cronico-degenerativas tales como la hipertension
arterial, la diabetes mellitus y la obesidad, que son factores de riesgo para el desarrollo de la
EVC (Chandra et al., 2017; Montes, 2018), pone en evidencia la necesidad de investigar sus
caracteristicas tanto como sea posible con el proposito de reducir su impacto (Thrift et al., 2017).
Sobre todo, si se considera que Uinicamente el 10% de los pacientes que sufrieron un evento
cerebrovascular se recuperan por completo (Chandra et al., 2017); mientras que cerca del 30%,
quedan con alguna discapacidad grave y/o permanente (Avila et al., 2012). Lo cual requiere en
muchos casos, del apoyo fisico y emocional de un cuidador, factor que puede a su vez implicar
dificultades economicas (Vazquez-Vélez y Paz-Rodriguez, 2011).
En adicion a esto, es necesario destacar que las investigaciones centradas en la EVC deben
propiciar el estudio de la depresion post ictus. Considerando que se trata no sélo de su secuela
neuropsiquiatrica mas frecuente, sino también del principal factor de mal prondstico en la
recuperacion funcional y cognitiva de los sobrevivientes. Esto debido a que est4 asociada con un
mayor deterioro en las actividades de la vida diaria y de la vida social e interpersonal, con una
peor calidad de vida, y con una tasa més elevada de mortalidad (Esparrago et al., 2012).
Debido a que la comprension de la fisiopatologia de la PSD contribuiria enormemente a reducir
las complicaciones de los pacientes (Wu et al., 2015), surge la necesidad de desarrollar nuevos y
mas especificos tratamientos terapéuticos (Robinson y Jorge, 2016). Y si bien actualmente se
cuenta con opciones como lo son la farmacoterapia y la psicoterapia, se requiere ademas de la
incorporacion de nuevos objetivos neurobiologicos (Carboni, 2013). Para ello, se vuelve de suma
importancia el uso de modelos preclinicos (Cryan y Holmes, 2005) que, aunque contintian en

desarrollo, poseen implicaciones relevantes en el estudio de este trastorno (Schaar et al., 2010;
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Boyko et al., 2013; Kronenberg et al., 2014; Wu et al., 2015).

Dentro de los modelos animales mas utilizados en las investigaciones de la enfermedad vascular
cerebral, los roedores suelen ser la principal opcion. Debido a que poseen una anatomia vascular
cerebral aceptablemente similar a las de los humanos. Ademas, presentan altas tasas de
reproduccion, tienen un bajo coste de mantenimiento, y son animales faciles de criar y manejar
(Prieto-Arribas et al., 2008; Livingston-Thomas y Tasker, 2013; Balkaya et al., 2018; Ruan y
Yao, 2020).

Sin embargo, es necesario destacar que a pesar de las multiples ventajas que poseen, los roedores
no son simplemente versiones en miniatura de los seres humanos. Sobre todo, si se tienen en
cuenta las considerables diferencias en su anatomia cerebral (Cryan y Holmes, 2005), como lo es
la mayor proporcion de sustancia blanca que poseen los humanos. Factor que es importante
destacar debido a que gran parte de las lesiones cerebrovasculares en humanos se encuentran
limitadas a la sustancia blanca; mientras que en roedores son pocos los estudios en sustancia
blanca debido al volumen reducido que poseen (Kolb et al., 2010).

De igual manera, es importante mencionar que, dentro del estudio de la depresion, algunos de los
aspectos subjetivos y complejos que experimentan los humanos, no pueden modelarse en
roedores (Su et al., 2016). Como por ejemplo la baja autoestima, o la ideacion suicida (Cryan y
Holmes, 2005). No obstante, y pese a los desafios mencionados, los investigadores intentan
reproducir en los modelos animales algunos de los sintomas caracteristicos de la enfermedad en
humanos. Mismos que evaltan con pruebas que cuantifican la reduccion del interés por un
evento placentero (como la prueba de preferencia de consumo de sacarosa) o la renuencia a
escapar de una situacion desagradable (como la prueba de nado forzado) (Carboni, 2013).

En lo que respecta a la depresion post ictus, el uso de la MCAO en combinacion con CMS se ha
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vuelto el modelo base debido a que se caracteriza por diversos grados de ansiedad, desesperacion
y anhedonia (Wang et al., 2009; Vahid-Ansari et al., 2016). Cabe resaltar, que la oclusion de la
arteria cerebral media ha sido siempre relevante para el estudio de la isquemia cerebral ya que
aproximadamente 80 % de todos los eventos cerebrovasculares son el resultado de dafio en esa
area (Su et al., 2016). Sin embargo, el modelo de MCAO, también posee distintas desventajas.
Entre las cuales destacan el riesgo de hemorragia, la alta mortalidad (Uzdensky, 2017), las
lesiones inconsistentes y las deficiencias motoras pronunciadas que interfieren con la evaluacion
de la conducta similar a la depresion (Vahid-Ansari et al., 2016). Asi mismo, se ha reportado que,
si bien la exposicion a CMS posterior a un evento cerebrovascular conlleva a un comportamiento
similar a la depresion, se trata de un procedimiento utilizado en ausencia de dafio cerebral. Por lo
que podria no ser un modelo Optimo para el estudio de la PSD (Balkaya et al., 2018).

Tal y como explica el trabajo Vahid-Ansari y colaboradores (2016), la combinacion de los
factores anteriormente sefialados, evidencian la necesidad de desarrollar nuevos modelos que
permitan el adecuado estudio de la depresion post ictus. Por lo cual, este proyecto hizo uso de la
técnica de lesion por fototrombosis con el objetivo de conocer si se trata de una herramienta til
para la investigacion en este campo.

Dicha técnica fue seleccionada debido a las multiples ventajas que reportaba la literatura:
sencillez de ejecucion, alta reproducibilidad y baja tasa de mortalidad (Prieto-Arribas et al.,
2008; Sommer, 2017; Uzdensky, 2017). Con respecto a la primera, la estandarizacion de la lesion
requiri6 realizar multiples ensayos hasta encontrar la dosis de rosa de bengala y la intensidad de
luz adecuadas para inducir un evento cerebrovascular isquémico (Tabla 1). Sin embargo, una vez
establecidos estos elementos, las lesiones se presentaron de manera consistente en las ratas del

grupo experimental en comparacion a las ratas del grupo sham (Anexo 2). Sobre todo, si se tiene
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en cuenta la precision que otorga el uso del aparato estereotaxico (Uzdensky, 2017). En cuanto a
la mortalidad, se encontr6 que los animales lesionados presentaron un porcentaje de sobrevida de
78.26% (Figura 7). Estos resultados contrastan con los reportados por Labat-gest y Tomasi
(2013), quienes reportaron una tasa de supervivencia del 100%. Sin embargo, cabe destacar que
se encontraban lesionando una region cerebral distinta (corteza somatosensorial).

Una vez descritas las ventajas de esta técnica, también es necesario considerar sus desventajas.
Siendo una de las principales discrepancias en comparacion con los eventos cerebrovasculares
humanos el hecho de que estos se caracterizan por un edema principalmente citotoxico; mientras
que los inducidos por fototrombosis conllevan a un desarrollo casi simultaneo de edema
citotdxico y vascular con una rapida ruptura de la barrera hematoencefalica (Sommer, 2017).
Otra de las principales criticas a este modelo es la escasa o nula penumbra isquémica. Dado que
¢sta es el principal objetivo de las terapias neuroprotectoras, el impacto traslacional de este
modelo parece ser limitado. Sin embargo, y con el proposito de subsanar esta problematica, se
han desarrollado algunas modificaciones para modelo (Uzdensky, 2017). Mediante el uso de un
filtro de anillo, se ha buscado inducir un area sin trombosis. Si esto corresponde adecuadamente
o no a la penumbra de los infartos cerebrales humanos, sigue siendo tema de debate (Sommer,
2017).

Ahora bien, con el proposito de evaluar si el uso de la fototrombosis propicio el desarrollo de un
fenotipo similar a la depresion, se hizo uso de las pruebas de preferencia de consumo de sacarosa
y de nado forzado. Es importante mencionar, que se obtuvieron datos de referencia de diversas
manipulaciones experimentales. Debido a que existen tiempos criticos para obtener una

evaluacion exitosa (Schaar et al., 2010). Por lo cual, una vez realizada la lesion en la corteza
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prefrontal medial izquierda, las pruebas de SPT y FST se realizaron respectivamente a los 14 y a
los 30 dias posteriores a la cirugia (Figuras 3 y 4).

En lo que respecta a la prueba de preferencia de consumo de sacarosa, se encontraron diferencias
significativas en la preferencia de consumo de sacarosa entre los animales lesionados y los
animales sham (Figura 8). Estos resultados apoyan la hipotesis principal de este trabajo y son
consistentes con los hallazgos reportados previamente (De la Tremblaye et al., 2016; Balkaya et
al., 2018). Sin embargo, existen también otras investigaciones, que muestran de igual forma una
menor preferencia en el consumo de sacarosa una semana después de inducir el modelo de
depresion post ictus (Shao et al., 2015; Su et al., 2016); asi como también transcurridos 28 dias
(Zhang et al., 2012; Pei et al., 2019). Por lo que podria ser pertinente evaluar la conducta similar
a la depresion haciendo uso de esta prueba a lo largo de distintos puntos temporales, con el
propdsito de conocer en qué momento comienza a presentarse y por cuanto tiempo se mantiene.
De igual manera, es importante destacar la necesidad de explorar a profundidad el consumo
diario tanto de agua como de agua con sacarosa (Figuras 9 y 10). Con el propdsito de conocer si
los resultados se deben a una conducta similar a la depresion, o si existen otro tipo de factores
influyendo el consumo.

Asi mismo, es necesario tener en cuenta que, si bien la prueba de SPT se considera el mejor
método para evaluar la anhedonia en roedores, carece de aparatos estandarizados. Por lo que la
pérdida de agua no es facil de controlar en todo momento. Lo cual, puede afectar los resultados
experimentales (Shi et al., 2021).

En contraste con los resultados obtenidos en la prueba de preferencia de consumo de sacarosa, la
prueba de nado forzado no mostr6 diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de

inmovilidad entre los grupos de animales sham y con lesion fototrombotica (Figuras 11, 12y 13).
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Es importante sefialar que diversas investigaciones (Balkaya et al., 2018; Hiuling et al., 2018)
reportan un mayor tiempo de inmovilidad entre las semanas 3 y 5 posteriores al evento
cerebrovascular, por lo que se sugiere que esta prueba podria ser aplicada a las 2 semanas una
vez inducido el infarto cerebral, por ser éste el periodo en que los animales mostraron una
conducta similar a la depresion durante la prueba de consumo de sacarosa.

Por otro lado, teniendo en consideracion que los infartos isquémicos producen déficits motores
(Diederich et al., 2014; Shanina et al., 2006; Fluri et al., 2017), se hizo uso de la prueba de la
viga de equilibrio, para descartar posibles sesgos en los resultados de la FST. La BWT, permite
detectar deficiencias motoras ocasionadas por lesiones del sistema nervioso central (Luong et al.,
2011). Sin embargo, una vez realizada esta prueba, los resultados no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en las puntuaciones obtenidas por los grupos de animales sham y
con lesion (Figura 14), con lo que se sugiere que la lesion focal en la corteza prefrontal medial
izquierda, no provoca un deterioro motor.

La prueba de nado forzado permite monitorear adecuadamente la conducta similar a la depresion
partiendo de la suposicion de que la inmovilidad refleja una medida de desesperacion conductual
(Yankelevitch-Yahav et al., 2015). Sin embargo, es importante considerar que la exposicion
repetida a esta prueba conlleva a resultados inexactos (Cryan y Holmes, 2005). En este proyecto,
los animales fueron sometidos a la prueba en 3 ocasiones; factor que podria ser responsable de la
ausencia de diferencias significativas entre grupos. Y si bien las investigaciones previas en PSD
que han utilizado tanto el modelo de MCAO en combinaciéon con CMS (Balkaya et al., 2018;
Hiuling et al., 2018) y el modelo de endotelina-1 (Vahid-Ansari et al., 2016) muestran un mayor
tiempo de inmovilidad en los grupos lesionados, el modelo de lesion fototrombotica no condujo

a estos mismos resultados.
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Finalmente, es importante considerar que las diferencias obtenidas en las pruebas conductuales
podrian estar relacionadas con la ubicacion de la lesion (Shanina et al., 2006; Kolb et al., 2010).
Pues si bien multiples estudios asocian las lesiones del hemisferio izquierdo con la depresion
post ictus (Esparrago et al., 2012), existen también informes que reportan que las lesiones del
hemisferio derecho también estan vinculadas con la PSD (Santos et al., 2009; Vahid-Ansari et al.,
2016). Por lo que podria resultar importante lesionar de igual manera esta region y contrastar los
resultados. Adicionalmente, es importante mencionar que aun cuando en investigaciones previas
se habia demostrado que las lesiones unilaterales en la corteza prefrontal medial propiciaban un
fenotipo robusto de depresion post ictus, el hecho de que los eventos cerebrovasculares frontales
sean poco frecuentes en humanos, limita su valor de traduccion (Balkaya et al., 2018). No
obstante, no deja de ser indispensable el seguir refinando o desarrollando modelos que permitan

comprender mejor los factores que subyacen a la depresion post ictus.
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Limitaciones y futuras investigaciones
En la investigacion con modelos animales, es de suma importancia ser consciente no sélo de las
fortalezas que estos poseen; sino también de sus debilidades (Sommer, 2017).
En primer lugar, debe tenerse presente que existen multiples razones por las cuales se presentan
discrepancias entre los estudios experimentales y los clinicos. Como lo son el hecho de que en
los modelos de EVC sea posible tener un control de las variables que puedan influir en la
extension de la lesion, a diferencia de lo que ocurre con los humanos que sufren un evento
cerebrovascular. Sin embargo, y pese a que la lesion fototrombotica permitio establecer un
infarto cerebral focalizado, no se hizo uso de alguna técnica que permitiera evaluar el volumen
del infarto. Elemento que resulta necesario debido a que la corteza peri-infarto se encuentra
conectada a otras regiones cerebrales (Sommer, 2017). Para ello, se recomienda hacer uso de la
tincion de Nissl (Prieto-Arribas et al., 2008).
Por otro lado, se sugiere que futuras investigaciones evalten las similitudes y diferencias entre
roedores machos y hembras, jovenes y viejos, y de diferentes cepas (Schaar et al., 2010). Con el
proposito de conocer si estos factores inciden en las caracteristicas del infarto y/o en el desarrollo
de la depresion post ictus.
Asi mismo, debido a los resultados poco concretos en las pruebas conductuales, se recomienda
evaluar otros pardmetros que han sido asociados a la conducta similar a la depresion tras un
evento cerebrovascular, como lo son el peso corporal (Zhang et at., 2012). Adicionalmente, se
vuelve deseable el uso de biomarcadores de depresion. Tales como los niveles de monoaminas,
citoquinas inflamatorias y hormonas del eje HPA (Carboni, 2013, Stepanichev et al., 2014; De la
Tremblaye et al., 2016).

Por otro lado, considerando que los modelos experimentales que permiten estudiar la PSD deben
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prestarse para probar no sélo las teorias neurobioldgicas clasicas, sino también las novedosas

(Kronenberg et al., 2014), se recomienda evaluar los niveles de BDNF (Boyko et al., 2013;

Madinier et al., 2013; Su et al., 2016). Sobre todo, si se tiene en cuenta que la relacion entre el

desarrollo de depresion post ictus y una desregulacion de este factor neurotréfico ha comenzado

a estudiarse de manera considerable en los Gltimos afios (Tablas 3 y 4).

Tabla 3

Implicacion de BDNF en depresion

Hallazgo

Paoblacion

Referencias

Decremento significativo de
BDNF en el hipocampo y la

corteza prefrontal

Victimas de suicidio

Karege et al., 2005

Niveles séricos de BDNF

significativamente mas bajos

Pacientes con depresion

Karege et al., 2002
Lietal., 2014

Oglodek et al., 2016

La expresion de BDNF en la
amigdala lateral disminuye tras
la exposicion a un modelo de

depresion (CUMS)

Ratas Wistar

Zhang et al., 2014

El tratamiento con
antidepresivos incrementa la

expresion de BDNF

Pacientes con trastorno

depresivo mayor

Chen et al., 2001
Gervasoni et al., 2005

Shimizu et al., 2003

El tratamiento con

antidepresivos incrementa la

Ratas Sprague Dawley

Nibuya et al., 1995

Balu et al., 2008
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expresion de BDNF en corteza
frontal, hipocampo, y corteza

piriforme

El tratamiento con Ratas Wistar
antidepresivos incrementa la

expresion de BDNF

Zhang et al., 2014

La infusion bilateral de BDNF Ratas Sprague Dawley
en el giro dentado produce un

efecto antidepresivo

Shirayama et al., 2002

El tratamiento con BDNF Ratas Wistar
incrementa el niUmero de

neuronas serotoninérgicas

Rumajogee et al.,

2005

Tabla 4
Implicacion de BDNF en depresién post ictus

Hallazgo Poblacion

Referencias

Decremento significativo de Victimas de suicidio
BDNF en el hipocampo y la

corteza prefrontal

Karege et al., 2005

Las concentraciones séricas de  Pacientes con depresion post

BDNF disminuyen ictus

Yang et al., 2011

Zhou et al., 2011

Disminucion de BDNF en Ratas Sprague Dawley

hipocampo y corteza prefrontal

Zhang et al., 2012

Chenetal., 2015
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tras la exposicién a un modelo Ifergane et al., 2018

de PSD (MCAO+CUMS)

En relacién con lo anterior, es importante mencionar que el uso de la técnica de lesion por
fototrombotica seria de gran utilidad para el estudio de BDNF en la depresion post ictus. Ya que
se le ha descrito (Uzdensky, 2017) como un modelo adecuado para estudios celulares y

moleculares de plasticidad cortical.

52



Conclusion
La elevada incidencia de la enfermedad vascular cerebral evidencia la necesidad de desarrollar
investigaciones que permitan reducir el impacto de sus secuelas mejorando asi la calidad de vida
de los sobrevivientes. En el caso de la depresion post ictus, se ha destacado la importancia de los
estudios preclinicos. Sin embargo, debido a que los modelos que existen actualmente presentan
diversas desventajas, se requiere que se sigan desarrollando nuevos modelos. Si bien a lo largo
de este trabajo se propuso que la lesion fototrombdtica podia resultar adecuada para el estudio de
la PDS debido a las ventajas sefaladas por la teoria, los resultados obtenidos en las pruebas
conductuales no son lo suficientemente concisos como para concluir si se trata o no de una
herramienta adecuada para este tipo de investigaciones. Por lo que se sugiere hacer uso de otras
técnicas complementarias que permitan conocer si el fenotipo de conducta similar a la depresion

esta o no presente.
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Anexos

Anexo 1

Induccion de infarto cerebral en corteza prefrontal medial izquierda mediante fototrombosis

Anexo 2

Cerebros en las distintas condiciones de estandarizacion
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