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RESUMEN

La depresién es un trastorno afectivo que se caracteristica por un estado de
humor deprimido y pérdida de placer a realizar actividades que previamente
agradaban. Los modelos experimentales que se emplean para estudiarla resultan
en conductas de indefensidn aprendida, anhedonia y de ansiedad, que son
evaluadas a través de pruebas conductuales. Asi mismo, variables fisiologicas
como concentracion de hormonas en plasma y reaccibn monoaminérgica celular,

replican los sintomas reportados en humanos.

En el presente trabajo se desarroll6 un modelo experimental de depresion en ratas
basado en la alteracion de los ritmos circadianos a través de desincronizacion
externa por luz constante y desincronizacion interna en un modelo de trabajo
nocturno. Se evaluaron sintomas depresivos a través de la actividad locomotora,
anhedonia con respecto al consumo de agua azucarada y actividad en campo
abierto; complementariamente, las variables fisioldgicas evaluadas fueron la
ganancia de peso corporal, ingesta de alimento, medicion de la hormona de

corticosterona e inmunoreactividad celular del Nucleo Supraquiasmatico (NSQ).

Los datos obtenidos indican que los tanto la desincronizaciéon externa por luz
constante y la desincronizacién interna en un modelo de trabajo nocturno,
desencadenan en conductas parecidas a la depresién, y confirman la relevancia
de una sincronizacién circadiana para la integridad fisiolégica y conductual del
organismo. Ambos, se proponen como modelos experimentales para estudiar

depresion y su relacion con los ritmos circadianos.



ABREVIATURAS

5-HT: Serotonina

ANOVA: Andlisis de Varianza
CNTRL: Control

DA: Dopamina

DD: Oscuridad constante

EXP 1: Fase experimental 1
EXP 2: Fase experimental 2
LB: Linea base

LD: Ciclo luz/oscuridad

LL: Luz constante

MOR: Suefio de movimientos oculares rapidos
NE: Noradrenalina

NSQ: Nucleo Supraquiasmatico
SOL: Suefio de ondas lentas
TN: Trabajador Nocturno

TH: Tirosina hidroxilasa

ZT: Zeitgeber time



INTRODUCCION

DEPRESION EN HUMANOS

Clasificacion y sintomas

La depresién es un trastorno mental-afectivo que se caracteriza por tener
sintomas: afectivos (tristeza, anhedonia, pérdida de autoestima, etc.), cognitivos
(enlentecimiento de pensamiento con contenido negativo), somaticos (anorexia,
pérdida de peso, disminucion de impulso sexual, trastornos del suefio) vy
conductuales (suicidio o intentos) (Breton, 1998). También se define como un
sindrome asociado con un estado de &animo triste, cualitativamente vy/o
cuantitativamente (duracién e intensidad) diferente a la tristeza normal o
provocado por situaciones especificas como pena por una pérdida, ademas de
presentar sintomas que afectan la cogniciéon, conducta y el sistema

neurovegetativo (Santos y col, 2006).

La depresion se clasifica en reactiva y enddégena (Bonilla y col. 2000). La

depresion reactiva, que se subdivide en psicosocial o somatdgena que incluye

aquella que puede ser ocasionada por causas médicas especificas o relacionada
a causas ambientales desencadenantes, afectando el estado animico de la

persona. La depresion enddégena, que se refiere aquella que es causa biolégica

generada por cambios bioquimicos en el Sistema Nervioso Central (SNC),
probablemente hereditaria, y puede ser depresiva o bipolar (maniaco-depresivo).
Dentro de la depresion endogena se incluye al trastorno afectivo estacional (TAE),
que se caracteriza por alteraciones afectivas relacionadas a cambios estacionales
(Breton, 1998). A su vez, la depresion reactiva y endoégena se clasifican en leve,
moderada y grave, indicando el grado de severidad e incapacitacion en la que los

individuos se encuentran para llevar a cabo actividades de la vida cotidiana.

De acuerdo al Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-
IV) el Trastorno depresivo mayor se caracteriza por uno o mas episodios
depresivos mayores y por presentar al menos dos sintomas: estado de animo

deprimido o una pérdida de interés o placer en casi todas las actividades
8



(anhedonia) durante 2 semanas e interferir con la vida del sujeto. Asi mismo
requiere coincidir con al menos 4 de los siguientes sintomas: alteraciones del
apetito o peso, trastornos del suefio, alteracién de la actividad psicomotora, fatiga
o peérdida de energia, sentimientos y pensamientos de minusvalia o culpa
exagerada y/o dificultad para concentrarse, pensar o tomar decisiones, y

pensamientos recurrentes de muerte o ideacién, planes o intentos suicidas.

Asi mismo, el DSM-IV indica, que los sintomas y trastornos mas comunes que
acompanan la depresion mayor pueden ser: llanto, irritabilidad, tristeza,
rumiaciones obsesivas, ansiedad, fobias, preocupacion excesiva por la salud fisica
y quejas de dolor. Las crisis de angustia, problemas en las relaciones personales,
interacciones sociales menos satisfactorias o problemas en la actividad sexual,
son otros sintomas asociados. Por lo general se presenta un periodo con sintomas
ansiosos y sintomas depresivos leves con una duracion aproximada de semanas o

meses, previo a que comience un episodio depresivo mayor.
Sistemas monoaminérgicos implicados en el estado afectivo
La depresion se ha relacionado con cambios bioquimicos en el SNC que

involucran varios sistemas de neurotransmision y se describen a continuacion.

Sistema Serotonérgico

Las células que sintetizan serotonina (5HT) se localizan en los nucleos de rafe,
ubicados en el tallo cerebral, estos proyectan a la corteza cerebral, hipotalamo,
talamo, ganglios basales, septum e hipocampo. También proyectan al nucleo
supraquiasmatico (NSQ), reloj biolégico endégeno y estan implicadas en regular

los ritmos circadianos (el ciclo suefio-vigilia, temperatura, etc.) (Thase y col, 2002).

Del mismo modo, el estrés cronico en modelos animales puede afectar este
sistema desencadenando pérdida de peso y de suefio, disminucion en la actividad
locomotora y aumento en la secrecion de la hormona liberadora de corticotropina
(CRH), glutamato y NE (Thase y col, 2002).



Sistema Dopaminérqgico

Se distinguen cuatro vias dopaminérgicas en el cerebro: 1. Sistema
tuberoinfundibular que proyecta del hipotalamo a la pituitaria y su funcién principal
es inhibir la secrecidn prolactina; 2. Sistema nigro-estriado, se origina de cuerpos
celulares de la sustancia negra que proyecta a los ganglios basales y su funcién
es regular la actividad locomotora; 3. Sistema mesolimbico que va del area ventral
tegmental al nucleo accumbens y al giro cingulado, éste modula la expresion
emocional y la conducta dirigida a una meta; y 4. Sistema mesocortical que inicia
en el area ventral tegmental y proyecta a la corteza prefrontal, tiene que ver con la
motivacion, inicio de tareas dirigida a una meta y procesos de ejecucioén cognitiva
(Thase y col, 2002).

La disminucion de dopamina (DA) que puede ser ocasionada por un estado de
estrés cronico, afecta la motricidad y produce anhedonia, también se presentan
sintomas cognitivos, como falta de atencién o concentracién para realizar tareas
(Thase y col, 2002).

Sistema Noradrenérgico

Las células de noradrenalina (NE) se localizan en el locus coeruleus (LC), ubicado
en el area rostral del tallo cerebral. Estas células proyectan a regiones como el
talamo, sistema limbico, ganglios basales y corteza cerebral, su funcién principal
es el de iniciar y mantener el alertamiento limbico y cortical ante situaciones
emocionalmente relevantes. También participan en mantener al sistema en estrés,
genera conductas de indefension y disminuye conductas de exploracion vy

consumacion (Thase y col, 2002).

Estos sistemas son de gran relevancia, ya que su implicacién da pautas para el
tratamiento de este trastorno a través de antidepresivos que bioquimicamente
modifican la produccion o liberacion de dichos neurotransmisores en el organismo,

mejorando el estado afectivo del paciente.
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Los ritmos biologicos: sincronizacién y desincronizacion

Los ritmos biolégicos son eventos generados por el organismo que tienen una
repeticion regular y su principal funcion es la adaptacion del organismo a las
demandas del medio ambiente. Estos pueden ser de origen exdégeno o enddgeno.
El primero se refiere a aquellos ritmos que se originan como respuesta a los
fendbmenos ambientales ciclicos; mientras que el segundo, se refiere a los
generados por el propio organismo. Los ritmos endogenos se diferencian de los
exogenos porque al estar en condiciones constantes estos persisten de manera
ritmica sin depender de ningun estimulo externo. Los ritmos bioldgicos se
clasifican de acuerdo a su duracién en: Ritmos circadianos, Ritmos ultradianos y

Ritmos infradianos (Gruart y col. 2002).

e Ritmos circadianos: Estos se caracterizan por tener una duracion cercana o
alrededor del dia.

e Ritmos ultradianos: Estos tienen una frecuencia mayor de un dia; es decir,
ocurre mas de una vez al dia.

e Ritmos infradianos: Estos tienen una frecuencia menor de un dia; es decir,

requieren mas de un dia para repetirse.

Los ritmos circadianos se generan enddogenamente por una estructura situada en
el hipotalamo, conocida como nucleo supraquiasmatico (NSQ), el cual es
considerado el reloj biolégico (Klein y col. 1991). EI NSQ tiene la propiedad de
generar oscilaciones con un ciclo cercano a las 24 hrs. y transmitir estas
oscilaciones al resto del organismo. Ademas, diversos 6rganos en el cuerpo, por
ejemplo el corazon, el higado, el musculo esquelético y otros, -también- generan
oscilaciones cercanas a 24 hrs. y por lo tanto se les llama osciladores periféricos
(Stratmann y col. 2006).

El NSQ esta anatomica y funcionalmente organizado en dos subdivisiones: un

area ventral que recibe principalmente informacion fética pues se encuentra
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adyacente al quiasma 6ptico; y la otra area es la dorsal que recibe informacién no-

fotica, expresando el ritmo enddgeno del organismo (Moore y col. 2002).

La actividad electrofisiolégica in vivo del NSQ de roedores se caracteriza por ser
mayor en la etapa de luz que de oscuridad, persistiendo este patron en
condiciones constantes de iluminacion, lo que indica que dicha actividad no es una
respuesta pasiva a las condiciones luminicas; asi mismo, el aislamiento de esta
estructura hipotalamica no impide que continle presentandose la ritmicidad
circadiana del reloj. In vitro, la respuesta del NSQ es mayor en el dia con un
patrén sinusoidal que se caracteriza por una acrofase a la mitad del dia y el nadir

en la noche (Brown y col. 2007).

Para la expresiéon inmunohistoquimica del NSQ, la proteina c-Fos ha servido como
un principal marcador neuronal, ya que la luz es un estimulo que induce su
expresion en este nucleo. Bajo condiciones constantes de iluminacion se ha
descrito una disminucion en la expresion de la proteina en comparaciéon a un ciclo
luz/oscuridad que presenta un ritmo circadiano asociado a la presencia de luz
(Edelstein y col. 2000).

La sincronizacion es un fendmeno que propicia que el reloj biolégico (NSQ), y sus
osciladores, tengan un periodo y fase ajustados a los ciclos ambientales. La
sincronizacion se da gracias a la sensibilidad del NSQ y los osciladores
endbégenos a las sefales de tiempo que son periddicas y predecibles para el
organismo, esto les permite ajustar sus oscilaciones al estimulo externo o
Zeitgeber (en aleman “dador de tiempo”). Una buena sincronizacion favorece que
determinados procesos sucedan en el momento en que el ambiente tenga las
condiciones mas adecuadas para su expresion (Marques, 2002). La sincronizacién
puede ser externa, que se refiere a la correcta relacidon de fase del reloj biolégico
con el medio ambiente; o puede ser interna, que se refiere a la correcta relacion

de fase del reloj con sus osciladores periféricos.
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El principal sincronizador para el NSQ es el ciclo luz/oscuridad; no obstante, para
los osciladores periféricos son las sefiales metabdlicas; asi mismo, se ha
encontrado que estimulos sociales como horarios de comida, ejercicio o trabajo
influyen en la sincronizacion de los ritmos circadianos; sin embargo, no se
considera un zeitgeber pues no es capaz de sincronizar por si solo al reloj maestro
(Mistlberger y col. 2004).

Cuando se altera la relacion de fase del NSQ con el medio ambiente se produce
una desincronizacion externa; mientras que cuando existe una alteracion en la
salida de sefiales ritmicas del reloj hacia el resto del organismo, generando un
desacoplamiento del organismo con su propio reloj, se le denomina

desincronizacion interna.

La desincronizacién y problemas de salud

La desincronizacion interna en humanos, se refiere a una pérdida de la
organizacion temporal entre distintas funciones del organismo, donde las
diferentes variables fisioldgicas comienzan a manifestar distintos periodos entre si.
Se han descrito tres tipos de desincronizacién interna: Espontanea, Forzada y

Transitoria (Aguilar-Roblero y col. 2002).

La desincronizacion interna espontanea, se ha estudiado experimentalmente y es
aquella que se da como consecuencia de permanecer en condiciones aisladas de
sincronizadores ambientales. En esta situacion, el ritmo del ciclo suefio-vigilia
presenta un periodo mayor de 24 hrs. que va siendo mayor cada dia, pero no esta
acoplado con el ritmo de temperatura (Aschoff y Weaver, 1962; citado en Czeisler
y col. 2001).

La desincronizacion interna generada por viajes trasmeridionales o mejor conocido
como fendémeno de “jet lag”, es una enfermedad ocasionada por cruzar varias
zonas horarias en poco tiempo y es un ejemplo de desincronizacion interna

transitoria. Se caracteriza por sintomas de fatiga durante el nuevo dia e
13



incapacidad para dormir en la noche, pérdida del apetito y sensacion de
indigestion después de una comida, disminucion de la capacidad para
concentrarse, pérdida de motivacién, irritabilidad y dolores de cabeza. Estos
sintomas se revierten cuando el reloj circadiano se ajusta a la nueva hora local
(Waterhouse y col. 2006).

El trabajo nocturno es un tipo de desincronizacion interna forzada, pues es una
actividad que requiere de cambios constantes en el ciclo suefo-vigilia. Requiere
de trabajar cuando el cuerpo necesita descansar, generando alteraciones en
habitos alimenticios, comiendo en horarios de descanso y varias veces alimento
poco saludable. Por otro lado, la calidad de suefio se deteriora debido a que el
suefio diurno no es muy reparador y la seguridad se ve comprometida, ya que esta
condicién ocasiona una mayor propension a accidentes en el trabajo. Este trabajo
desencadena problemas gastrointestinales y metabdlicos asociados a la condicion
del trabajo (Waterhouse y col. 2006). Se han descrito alteraciones en el sistema
inmune y aumento de la hormona de cortisol (hormona del estrés), asi como de
trastornos de ansiedad y depresion asociadas a alteraciones en neuropéptidos
relacionadas al suefo y estado animico. Esta forma de vida propicia el consumo
de sustancias nocivas para mantenerse en estado de alerta durante el trabajo,

ejemplos de estas: la cafeina, la nicotina y anfetaminas (Foster y col. 2005).

Depresion y ritmos circadianos

En la literatura se ha descrito que las personas con depresion, presentan
alteraciones circadianas en variables conductuales y fisiolégicas; estas pueden ser
causa o efecto de un estado afectivo alterado. Se considera que el fendmeno
ritmico en desordenes del humor puede ser mas una consecuencia que causa de

conductas de depresién y mania (Wirz-Justice, 1995).
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Ritmos circadianos de variables conductuales alteradas en la depresion

Humor o estado afectivo: La variacion del humor puede ser tipica o atipica
(Urretavizcaya y col, 2006). La tipica se caracteriza por una mejoria vespertina del
humor, mientras que la atipica se refiere a una mejoria matutina, siendo esta
ultima mas comun en el trastorno bipolar (Yannielli, 2002). Sin embargo, se ha
considerado que no hay una relacion sistematica entre el tipo de variacién de
humor y los sintomas depresivos pues difiere entre individuos; asi mismo, esta
caracteristica tiene una respuesta positiva a la privacion de suefio y al tratamiento

con antidepresivos (Wirz-Justice, 1995).

Alteraciones del suerio: A la depresidon se asocian cambios en el ciclo suefo-vigilia
que pueden variar tales como presentar insomnio inicial (dificultad para conciliar el
sueno), insomnio medio (despertar y problemas para volver a dormir) o tardio
(despertar precoz e incapaz de volver a dormir). También se pueden presentar
alteraciones del suefio de movimientos oculares rapidos o MOR como adelanto de
fase o latencia acortada, aumento en su intensidad y disminucion en la duracion
del primer episodio 0 aumento en su densidad (Jiménez y col. 2000). El aumento
del suefio MOR se acompafa de un pobre mantenimiento de sueho,
hipercortisolismo, altos niveles del metabolito de noradrenalina: MHPG (3-metoxi-
4-hidroxipeniglycol) en la periferia y aumento en la temperatura corporal (Thase y
col. 2002). Por otro lado, se ha reportado una disminucion del suefo delta, y/o
fragmentacién del suefio total (Jiménez y col. 2000; Leibenluft y col. 2001),
presentando los pacientes mejoria cuando se les realiza una privacién total o
parcial del suefo, sobre todo si es en la segunda parte, lo que indica la existencia
de un mecanismo circadiano involucrado (Leibenluft y col. 2001). Se ha observado
que cuando se recupera el suefio hay una remision de los sintomas depresivos;
asi mismo, la privacién potencia el tratamiento a largo plazo de los antidepresivos
(Wirz-Justice, 1995). Del mismo modo, se ha descrito hipersomnolencia que es
mas comun en jovenes y mujeres, disminucién de la eficacia de suefio y
despertares nocturnos con una pérdida prematura del suefio de ondas lentas o

SOL en depresiones estacionales o trastorno bipolar. A pesar de lo descrito, estos
15



cambios no se consideran especificos para diagnosticar depresion, pero se

normalizan al ser tratado el trastorno (Thase y col. 2002).

Se considera que la alteracion del suefio puede resultar como consecuencia de
una desregulacién de la neurotransmision serotonérgica, noradrenérgica y/o
aceticolinérgica, ya que tienen un importante papel en la regulacion del suefio
(Thase y col. 2002).

Ritmos circadianos de variables fisiologicas y endocrinas alterados en la depresion

Temperatura: Se ha descrito un aumento anormal de la temperatura en la noche,
con alteraciones en la fase circadiana y la amplitud (Martin del Campo, 2000;

Urretavizcaya y col. 2006).

Hormonas: Disminucién en la secrecion nocturna de melatonina y avance de fase
en el ritmo de ésta (Leibenluft y col. 2001; Martin del Campo, 2000; Urretavizcaya
y col. 2006). También liberacion disminuida de la hormona de crecimiento (GH)
después de dormir o en situaciones demandantes, que se ha asociado a la
disminucion de SOL y a la reduccion en la latencia del suefio MOR, lo cual es mas
comun en depresiones infantiles. Disminuciéon de somatostatina, que tiene como
funciéon inhibir la secrecién de la hormona de crecimiento (GH) y detener los
efectos de Ila hormona liberadora de corticotropina (CRH), la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) y hormona estimulante tiroidea (TSH) (Thase y col.
2002).

El eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA): Se ha reportado hiperactivo, resultando
un estado de hipercortisolismo mantenido, sin posibilidad de disminuir el nivel de
cortisol (hormona del estrés) en sangre, asi como un adelanto de fase en el nadir,
mayor duracién de secrecion nocturna y supresion de su secrecion diurna, lo cual
se asocia a un continuo estado de estrés (Leibenluft y col. 2001; Urretavizcaya y
col. 2006). El hipercortisolismo, coincide con disfunciones en mediciones de

neurotransmisores como de NE o 5-HT y se expresa diferencialmente en
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episodios leves depresivos, depresion mayor y subtipos mas restrictivos. También
se asocia a alteraciones de memoria, disminucion en la abstraccion y resolucion
de problemas complejos (Thase y col. 2002). Del mismo modo, este estado puede
llevar a una disminucion del apetito y actividad sexual, pérdida de peso y suefo o
alteraciones de suefio; sintomas caracteristicos de la depresion (Heéimovig,
2006).

El eje hipotalamo-hipofisis-tiroideo HHT: Se encuentra alterado existiendo un
aumento en la liberacion de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) en liquido
cefalorraquideo y amplitud disminuida del ritmo de esta (Baldessarini, 1986;
Leibenluft y col. 2001; Urretavizcaya y col. 2006); asi mismo, se reportan niveles
elevados en plasma de tirotropina u hormona estimulante de la tiroides (TSH), con
una respuesta exagerada a la infusion de TRH (Thase y col. 2002); asi mismo,
una alteracion en el ritmo circadiano de TSH con un aplanamiento de la elevacion

normal en la noche (Urretavizcaya y col. 2006).

Monoaminas: Como se mencion6 anteriormente, los sistemas noradrenérgicos,
serotonérgicos y dopaminérgicos estan involucrados en el estado emocional; por
lo tanto, la catecolamina NE e indolamina S5HT regulan funciones generalmente
afectadas en la depresion como la energia, suefio, apetito, libido y conducta

psicomotora.

En pacientes con depresién se ha encontrado disminuido el nivel de 5-HT en
suicidas depresivos (Jiménez y col. 2000); asociado a niveles bajos del metabolito
de este neurotransmisor en fluido cerebroespinal de 5 HIAA (acido-5-
hidroxindoleacético), el cual se ha relacionado mas a riesgo de suicidio, intentos y
otras conductas relacionadas. Se ha comprobado que en la depresion la actividad
serotonérgica central, pre como postsinaptica es deficiente, existiendo una
hipoactividad serotonérgica tanto a nivel central como periférico que puede
revertirse con tratamiento cronico de antidepresivos (Yannielli, 2002). Estudios

post mortem de suicidas a causa de depresion, indican un metabolismo alto o bajo
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de NE, incremento de receptores adrenérgicos a, (asociado al estrés), un aumento
del precursor de NE: Tirosina hidroxilasa (TH) y disminucién en la densidad del
transportador de NE (Hecimovi¢, 2006), asi como bajos niveles urinarios de
secrecion de MHPG; sin embargo, ninguno de estos sintomas se han considerado

especificos de la depresion (Thase y col. 2002).

Alteraciones inmunolégicas: Se considera que puede existir una alteracion celular
inmune debido a una disminucién en la proliferacién de linfocitos en respuesta a
los mitégenos, proponiendo una asociacion entre la disfuncion inmune y severidad
clinica del trastorno, probablemente mediada por privacion de suefo e

hipercortisolismo (Thase y col. 2002).

Hipotesis de la etiologia de la depresion asociada a ritmos circadianos

Se han desarrollado diversas hipotesis para explicar el origen de la depresion,
considerando relaciones causales potenciales entre ritmos circadianos, estado de
humor, neurotransmisores y otros factores, como puede observarse en la Figura 1
(modificado de Goodwin y Jamison 1990, citado en Rosenwasser y col. 1997). En
este modelo se expone una posible relacidon reciproca entre la alteracién de los
ritmos circadianos y alteraciones conductuales, ya sea causa o efecto del estado
afectivo; asi mismo, una covariacion entre la ritmicidad y estado afectivo que
puede deberse a otras variables (genéticas, empiricas, neuroquimicas o factores

neuroendocrinos):
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Figura 1. Modelo de relaciones causales potenciales de la depresion, la vulnerabilidad
genética y el estrés son factores que generan alteraciones de neurotrasmisién y de ritmos
circadianos, que a su vez pueden ser causa y efecto de la sintomatologia depresiva (modificado de
Goodwin y Jamison, 1990 citado en Rosenwasser y col. 1997).

Papousék (1975; citado en Wirz-Justice, 1995) describié por primera vez que la
depresion puede surgir de constelaciones temporales que alteran la sincronizacion
interna o externa de individuos predispuestos. Asi mismo, se han desarrollado
hipotesis cronobiolégicas o “hipdtesis del adelanto de fase” (Yannielli, 2002),
acerca de la etiologia de la depresion con respecto a los ritmos circadianos. Estas

hipdtesis sugieren diversas relaciones entre la depresion y los ritmos circadianos:

1. La depresion puede ser la causa de una relacion de fase alterada entre el

sistema circadiano y el ciclo sueno-vigilia (Urretavizcaya y col, 2006). Una

deficiencia del proceso S (homeostatico) que se refiere a la acumulacién de sueno
en el dia o del proceso C (circadiano) que se refiere a un desorden en la
regulacion temporal circadiana por el nucleo supraquiasmatico, ya sea por un
corto periodo enddgeno anormal o anormalidades de las vias aferentes de los
zeitgebers como causa de las alteraciones de suefio. Estos procesos de
regulacion de suefio al estar alterados afectan el tiempo, la duracion y la
arquitectura del suefio (Martin del Campo, 2000; Urretavizcaya y col. 2006; Wirz-
Justice, 1995).

2. La depresion puede deberse a una disminucion de la amplitud de los ritmos

endogenos circadianos (Urretavizcaya y col. 2006; Yannielli, 2002), lo que
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predispone a una susceptibilidad a cambios de fase de ritmos (Leibenluft y col.

2001) conductuales y fisiolégicas como las anteriormente descritas.

3. La depresidon puede originarse como consecuencia de una desincronizacion

conductual y/o endocrino-metabdlico debido a un bajo acoplamiento entre el

marcapasos circadiano 'y sus sincronizadores naturales o zeitgebers

(Urretavizcaya y col. 2006; Yannielli, 2002), ya que se ha descrito que pacientes
con desordenes en el humor se sincronizan débilmente a estos. De ellos resultan
ritmos circadianos con una fase inestable, como consecuencia a una exposicion
menor o a zeitgebers menos poderosos. También las rutinas sociales alteradas
causan desincronizaciéon de los ritmos con el ambiente (jet-lag, shiftwork)
(Leibenluft y col. 2001).

La inestabilidad de fase puede deberse a diversos mecanismos: 1) periodo
circadiano enddégeno muy cercano o lejano a 24 hrs. 2) baja amplitud del
marcapaso o 3) bajo acoplamiento entre marcapasos y la sincronizacion a

estimulos foticos y no foticos (Rossenwasser y col. 2007; Wirz-Justice, 1995).

4. La depresion debido a alteraciones en los zeitgebers sociales (comidas, tiempo

de compafia o ejercicio) afecta los ritmos circadianos biolégicos. Estas

alteraciones asociadas a la depresion son una desorganizacion de las funciones,
mas que un adelanto de fase (Thase y col. 2002). Algunos precipitantes
psicosociales de depresion pueden ser eventos asociados al estilo de vida, estrés

cronico, o falta de apoyo social apropiado (Wirz-Justice, 1995).

5. La depresion como consecuencia de una disminucion en la actividad sinaptica

de los sistemas de neurotransmision como los serotonérgicos, noradrenérgicos, o

ambos, pues se ha reportado la reversion de los sintomas depresivos, posterior a
un tratamiento cronico con antidepresivos, llamada hipdtesis monoaminérgica
(Hec¢imovi¢, 2006; Thase y col; Yannielli, 2002).
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Asi mismo, se ha planteado una hipotesis serotonérgica que se basa en que: 1)
Desordenes en la actividad serotonérgica puede contribuir a muchos de los
sintomas observados en la depresion (ej. estado de animo, apetito, sueno,
actividad sexual y disfunciones cognitivas); 2) La interferencia farmacoldgica de la
sintesis o almacenamiento de 5HT puede inducir depresion en individuos
vulnerables; 3) Una actividad serotonérgica anormal puede darse a uno o mas
niveles (precursor, sintesis, liberacion, almacenamiento, metabolismo o receptores
postsinapticos); 4) Las drogas antidepresivas generalmente potencian la actividad

serotonérgica central (Yannielli, 2002).

La hipotesis GABAérgica se refiere a un posible déficit de GABA (acido-y-
aminobutirico) principal neurotransmisor inhibitorio, que actuaria sobre sistemas
de neurotransmision relacionadas al estado afectivo en neuronas centrales y que
resultaria en sintomas depresivos, probablemente inhibiendo el efecto de

neurotransmisores como 5-HT y NE (Hec¢imovi¢, 2006).

MODELOS EXPERIMENTALES DE DEPRESION

El objetivo de los modelos animales es el de imitar los fendmenos clinicos de la
depresion en humanos para acceder a la comprension de la fisiopatogénesis de la
enfermedad, aportando informacién sobre el fundamento psicobiolégico de las
patologias (Yannielli, 2002). Existen diversos modelos experimentales de
depresion que se han descrito en la literatura (Porsolt y col. 2001), y pueden
clasificarse de acuerdo a las manipulaciones empleadas para generar un estado

depresivo (basado en Bonilla y col. 2000):

1. Modelos no-simuladores de depresion: Estos se refieren a aquellas
manipulaciones en donde se evalua el efecto de farmacos antidepresivos en la
conducta de indefensién aprendida que exhiben los animales en pruebas como la

de nado forzado, conducta considerada como indicador de depresion.
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2. Modelos que simulan depresion: Estos modelos generan sintomas similares
a lo reportado en humanos: alteracién de la actividad locomotora, trastornos del
suefio, y disminucion de conductas motivadas por placer (anhedonia) en el

consumo de agua con azucar, estimulacion intracraneal y conducta sexual.

a) Modelos generados por separacion. Se distingue por provocar un periodo

de protesta (agitacion, llanto) que es inducida a edad temprana, separando
las crias de sus madres por un tiempo en diferentes momentos del dia y a
temperatura variada. Esto se convierte en conductas de desesperanza al
llegar a la edad adulta y son observadas en pruebas conductuales de
ansiedad y depresion (Ruedi-Bettschen y col. 2004). Existe falta de apetito,
menor actividad e interaccion social. La separacién neonatal y la respuesta
motivacional en diferentes condiciones medioambientales persisten hasta la
edad adulta (Marais y col. 2008) observada en conductas de indefension en
la prueba de nado forzado y menor expresion de NE en el estriado ventral
(Brenes y col. 2007). Existe una mejoria de los sintomas si existe un

tratamiento con antidepresivos.

b) Modelos generados por estrés. En estos, la depresion es resultado de

una reduccién en la actividad del sistema de recompensa a través de
estrés, el cual induce alteraciones en la actividad, conductas afectivas,
atencion, motivacion y aprendizaje, todos sintomas asociados a sistemas
monoaminérgicos (Rosenwasser y col. 1997). El tratamiento con
antidepresivos revierte los sintomas generados por estas manipulaciones.
Existen diferentes estrategias para producir estrés y desencadena sintomas

de depresion:

e Desamparo aprendido: Se basa en el principio de repetir un estimulo
aversivo donde el escape y la evitacidn son imposibles ocasionando una

inmovilidad condicionada. La consecuencia es que al encontrarse en una
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situacion donde si se tenga la oportunidad de escape, el animal no lo
realiza. Los animales presentan una disminucion de la actividad motriz, del

apetito, de peso corporal y presentan conductas agresivas.

Estrés cronico impredecible: Se basa en la hipétesis de los estresores en la
vida diaria. Durante 3 a 4 semanas aproximadamente, se aplican diversos
factores estresantes en diferentes dias y aleatoriamente como: inmersién
en agua fria, inmovilidad forzada, choques eléctricos, cambios en
fotoperiodo (luz/oscuridad), sonido fuerte y luz intensa. Se aplican pruebas

conductuales para evaluar sintomas depresivos.

Estrés cronico leve impredecible: La hipétesis en la que se basa este
modelo es que los estresores leves cronicos y aleatorios no generan
respuestas positivas ante su presencia. La diferencia con el modelo anterior
es que los estresores diarios son leves como: aserrin mojado, inclinacioén de
la caja habitacién de los animales, privacion de agua y comida por poco
tiempo, luz estroboscépica o constante y oscuridad constante, que son
dados aleatoriamente. Estos cambios de estresores se podrian considerar
un tipo de desincronizacion circadiana, ya que se caracteriza por realizar
diariamente cambios ambientales inesperados y estresantes, lo que
conduce a conducta anhedodnica medida por una disminucion de la
ingestion de agua con azucar (D’Aquila y col. 1997) y a alteraciones
circadianas en la actividad locomotora (Gorka y col. 1996). Asi mismo,
posterior al estrés crénico leve impredecible, se produce una fragmentacién
del sueno, aumentando episodios del suefio MOR y SOL1 y acortando la
duracion de SOL2, asi como niveles bajos de GABA en el hipocampo y
aumento de 5-HT en suefio MOR y SOL correlacionado con disminucién de

ingesta de agua con azucar (Grgnli y col. 2007).
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c¢) Modelos inducidos por lesion. La ablacion o lesidon especifica de 6rganos

(bulbos olfatorios, amigdala, tiroides) han resultado en conductas
relacionadas a la depresion; asi mismo, el tratamiento positivo con

antidepresivos indican una relacion entre la lesion con depresion.

Bulbectomia olfatoria (OBX) lesidn encefalica que causa irritabilidad,
hiperactividad, elevacion de niveles plasmaticos de corticosteroides en
plasma, agresividad, disminucion de conducta sexual, déficits de
aprendizaje y disminucion de neurotransmisores monoaminérgicos en el

sistema limbico (Bonilla y col. 2000; Rosenwasser y col. 1997).

La lesion serotonérgica en la amigdala genera conductas depresivas.

La Tiroidectomia (TPX) produce acortamiento del periodo de actividad en

corrimiento libre, y aumento de la actividad total.

d) Modelos inducidos por farmacos durante el desarrollo. Incluye los

tratamientos con antidepresivos triciclicos (TCAs) a animales en edad
temprana, presentando consecuentemente sintomas parecidos a la
depresion enddgena humana cuando son adultos. Algunos sintomas
depresivos que se observan son: mayor actividad en campo abierto,
consumo voluntario de alcohol, mayor tiempo de inmovilidad en la prueba
de nado forzado, menor actividad sexual, conducta agresiva y respuesta de
recompensa, aumento de suefio MOR vy alteracion en sistemas
monoaminérgicos (Bonilla, y col. 2000; Rosenwasser y col. 1997). La
privacion de sueino MOR o empleo de antidepresivos triciclicos (TCAs) en

edad adulta, ayudan a revertir los sintomas.
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e) Modelos de depresiéon inducidos en cepas genéticamente disefiadas.

Este comprende el estudio de la depresion a través de animales

genéticamente modificados y caracterizados conductualmente.

Rata espontaneamente hipertensa (SHR) y Wistar-Kyoto (WKY), son dos
cepas para estudiar la susceptibilidad genética a la depresion inducida por
estrés. La primera presenta fase avanzada de sincronizacion, mientras que
las segundas muestran periodos largos en corrimiento libre (Rosenwasser y
col. 1997).

Ratas Flinders (FSL) y Ratas Flinders resistente (FRL) estas cepas
sensibles a drogas, se utilizan en el estudio de depresion basado en un
aumento del tono colinérgico. Estos animales muestran hipoactividad,
aumento del sueno MOR, respuesta exagerada al estrés y alteraciones en
sistema monoaminérgicos y de otros neurotransmisores (Rosenwasser y
col. 1997).

Ratones BALB/c son animales que difieren en conducta afectiva, son
hiperemocionales y agresivos, susceptibles a déficits conductuales vy
neuroquimicos al estar bajo estrés, asi como a presentar alteraciones

circadianas como acortamiento de corrimiento libre en oscuridad constante.

f) Modelos inducidos por desincronizacion circadiana. Esta clasificacion

incluye modelos que al realizar variaciones o alteraciones del ciclo luz
oscuridad (LD), desencadenan sintomas de depresion mayor o de tipo

afectivos- estacionales.

Acortamiento del dia y alargamiento de la noche para el estudio de
alteraciones circadianas en el trastorno afectivo estacional que genera

conductas depresivas como mayor conducta de indefensién y por lo tanto
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mayor necesidad de rescate por parte de los experimentadores en la
prueba de nado forzado; no obstante, la conducta general en campo abierto
no se ve afectada (Einat y col. 2006); asi mismo, se ha reportado que
fotoperiodos justos de 12 hrs. luz 0 menos desencadena en conductas de
ansiedad y depresion reflejadas en un consumo menor de agua con azucar,
menor conductas exploratorias en la prueba de campo abierto y mayor
conductas de indefension aprendida en la prueba de nado forzado; sin
embargo, a pesar de ser una situacion que genera estrés, el analisis de
concentracion de corticosterona no se encuentran afectadas (Prendergast y
col. 2004).

Condiciones de oscuridad constante (DD) ocasiona alteracion en la
expresion inmunohistoquimica de monoaminas como 5-HT en los nucleos
de Rafe y de TH en el Locus coeruleus (LC); asi mismo, hay mayor
presencia de conductas de indefensiéon y menor de escape en la prueba de
nado forzado como sintoma de depresion; siendo revertidos los efectos a
través de tratamiento con el antidepresivo desipramina (Gonzalez y col.
2007).

Condiciones de luz constante (LL) ocasionan alteraciones cognitivas (Pei
Ma y col. 2007) y desincronizacion de los ritmos circadianos de actividad
locomotora y cortisol (Honma y col. 1978; Sudo y col. 2003). Debido a las
alteraciones cognitivas y conductuales generadas, ésta manipulacion se

propone como posible método para el estudio de la depresion.

La desincronizacion interna se ha estudiado principalmente a través de
modelos animales de trabajo nocturno. Esta metodologia ha demostrado
generar desincronizacién de los osciladores periféricos caracterizados por
alteraciones circadianas de la actividad locomotora, de la ingesta de

alimento y expresion de triglicéridos en sangre con un consecuente
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aumento de peso asociado a los cambios temporales de la ingesta de
alimento hacia la hora de descanso. Debido a que esta condicion no
conduce a la pérdida de la ritmicidad de los genes reloj Per 1 y Per 2 en el
NSQ, ni alteracion en la ritmicidad de la hormona de corticosterona en
plasma sanguineo, pero si en otras variables circadianas; se considera un
modelo de desincronizacion interna (Salgado-Delgado y col. 2008). Este
modelo refleja la condicion que se ha observado en humanos, como se
describié anteriormente, por lo que también podria emplearse para el

estudio de depresion en esta condicion de desincronizacion.

Variables circadianas evaluadas en los modelos experimentales de
depresion

De los modelos anteriormente descritos, no se ha determinado si la depresion
enddgena es causa o consecuencia de la alteracion de los ritmos circadianos o si
aspectos neuroquimicos cerebrales se encuentran involucrados en la generacion
de ambos. No obstante, en algunos modelos se han evaluado diversas variables
circadianas que indican una posible relacién entre ellas (Tabla 1) (de Yannielli,
2002).
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Tabla 1. Parametros circadianos y neuroquimicos evaluados en modelos experimentales de
depresion. En diversos modelos animales de depresion se han descrito alteraciones en variables
circadianas y cambios neuroquimicos relacionados a la manipulacidon experimental, que puede ser
desde induccién de estrés hasta administracion con antidepresivos a edad temprana.

Modelo Nivel o Periodo Comienzo Otras Cambio
amplitud de de la respuestas a la | neuroquimico
actividad actividad luz
locomotora (fase)

OBX Aumentado Alargado Retraso de Disminucion en

(Bulbectomia (DD) comienzo, turnover de 5-HT

olfatoria) retraso de central aumento

acrofase del de contenido de
ritmo de AMPc en NSQ
actividad

locomotora

Estresantes Disminuido Avance de Menores niveles

débiles (LD, DD, LL) acrofase en LL de monoaminas

cronicos

Desesperanza | Tendencia a Aumento Menores niveles

aprendida disminuir de monoaminas

Ratas Aumento en Disminucion Avance Menores niveles

sensibles actividad de (ritmo de de monoaminas;

Flinders campo abierto temperatura) aumento en la

sensibilidad
colinérgica

Tratamiento Mayor Aumento de Sin cambios | Sin efecto de LL | Menor frecuencia

neonatal con amplitud de periodo sobre periodo de disparo en

antidepresivos | ritmos (desipramina) neuronas 5-HT del

circadianos de | Sin cambios rafe;

bebida; mayor | (clomipramina) subsensibilidad al

actividad de citalopram;

campo abierto menores niveles
de 5-HT
hipotalamico;
aumento de 5-
HIAA/5-HT en
diversas regiones
cerebrales

Tratamiento Mayor Sin cambios Retraso en Mayor tiempo Menores niveles

neonatal con actividad de en DD; menor | acrofases de | de de 5-HT en

clomipramina campo abierto; | periodoenLL | ritmo de resincronizacion | hipotadlamo y
mayor actividad corteza frontal;
amplitud de locomotora aumento de 5-
ritmo de HIAA/5-HT en
actividad hipotalamo y rafe
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Métodos de evaluacion conductual y fisiologica empleadas en modelos

experimentales de depresion

Para determinar sintomas depresivos en modelos experimentales, se emplean:

Pruebas conductuales. Test de Porsolt o nado forzado donde se evalua la

presencia y duracion de conducta de indefension aprendida caracterizada
por mayor flotacion en el agua (Porsolt y col. 2001). Evaluaciones
complementarias, como la Prueba de campo abierto y Laberinto elevado se
utilizan para estudiar conductas de ansiedad ante situaciones novedosas,
demostrando una inadecuada capacidad de adaptacién que los animales
tienen ante este tipo de condicion; asi mismo, estas evaluaciones sirven de
base para observar cambios conductuales posteriores a cierta manipulacion
(Einat y col. 2006; Gonzalez y col. 2007).

Prueba de agua con aztcar. Esta consiste en comparar el consumo del

liquido azucarado antes y después de la manipulacion experimental. La
disminucién de lo bebido indica anhedonia. Este test debe realizarse
posterior a una habituacién al agua con azucar y a una privacién de agua

de 24 hrs. aproximadamente (D’Aquila y col. 1996).

Analisis de actividad locomotora. A través de las cuentas de actividad diaria

registrada con sensores 0 en una prueba conductual, se evalua la actividad

total, antes y después de la manipulacion experimental (Gorka y col. 1996).

Mediciones fisioldgicas. Evaluaciones inmunohistoquimicas de monoaminas

relacionadas a la depresion, como la expresion de 5-HT en los nucleos de
Rafe, y de TH en el Locus coeruleus (Gonzéalez y col. 2007), asi como,
medicion del metabolito de serotonina (5-HTT) y la expresion de mRNA del
transportador de la recaptura de dicha monoamina (Won Jahng, y col.
2007). La medicion de la respuesta hormonal de cortisol o ACTH en plasma
es comun como medicion de estrés en las situaciones experimentales

empleadas (Prendergast y col. 2008).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los modelos experimentales de depresidn que actualmente se emplean, se basan
en generar estos sintomas a través de manipulaciones estresantes a edad
temprana o adulta; sin embargo, no consideran la alteracion de los ritmos
circadianos como principal factor desencadenante, y tampoco consideran
estrategias circadianas para evaluar las alteraciones conductuales vy fisioldgicas

que afectan al organismo relacionadas a la depresion.

Considerando que la depresion puede tener como causa una alteracidon
circadiana, se propone como primer objetivo en este estudio explorar la alteraciéon
de los ritmos circadianos como factor desencadenante de conductas depresivas.
Esto permitira desarrollar un modelo de depresion alternativo a los actualmente
empleados. Para ello se determinaran las consecuencias de 1) La
desincronizacion externa (luz u oscuridad constante); es decir, la pérdida de
acoplamiento del marcapaso circadiano con sus sincronizadores ambientales; y 2)
La desincronizacion interna (modelo de trabajador nocturno), es decir, la pérdida
de relacién de fase entre el reloj circadiano y sus osciladores periféricos como
modelos experimentales de depresidon en rata. Con estos modelos se evaluara el
desarrollo de depresion a través de determinaciones conductuales basandose en
la actividad locomotora y respuesta en las pruebas de agua con azucar y campo
abierto; y determinaciones fisiolégicas principalmente corticosterona y expresion

neuronal del NSQ (ver pag. 26).

Con estos, se propone establecer un nuevo método experimental para el estudio
de la depresion y ofrecer un modelo para comprender los mecanismos que
subyacen a los ritmos circadianos y las alteraciones de diversas variables

circadianas relacionadas a esta enfermedad.
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OBJETIVOS
Objetivo general
Estudiar la participacién de la alteracién de los ritmos circadianos en el desarrollo

de depresion.

Objetivos especificos
Desarrollar un modelo de depresion en rata basado en la alteracion de los ritmos

circadianos.

Montar una serie de pruebas conductuales que permitan detectar depresion en

ratas.

Determinar la relacion entre ritmos circadianos y depresion.

HIPOTESIS
La alteracion de los ritmos circadianos caracterizada por una desincronizacion
interna o externa, desencadenara depresion que se observara en los grupos a
través de:

1. Actividad locomotora alterada.
2. Alteracion de la actividad diaria medida a través de las cuentas de actividad.
3. Alteracién del peso corporal.

4. Decremento en el consumo de agua con azucar como indicador de

anhedonia.
5. Decremento de la ingesta de alimento diario.

6. Presencia de conductas asociadas a ansiedad en la prueba de campo

abierto.
7. Aumento en la concentracion de la hormona corticosterona en plasma.

8. Alteracién en la expresion neuronal del Nucleo Supraquiasmatico (NSQ).
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METODO

1. Sujetos y consideraciones éticas

Se utilizaron 26 ratas macho de la cepa Wistar de entre 200-250 g., divididos en
cuatro grupos: 3 con n=6 cada uno, y 1 con n=8; los animales fueron colocados en
cajas individuales de acrilico (50x30x20 cm) en lockers ubicados dentro de un
cuarto de bioterio con un sistema de inyeccion y extraccion de aire, condiciones de
temperatura controlada (22+1°C) y con libre acceso al agua y alimento (Rodent
Laboratory Chow 5001). Las camas de aserrin se cambiaron cada semana,
durante dos semanas de habituacién previa a la manipulacion. Desde el inicio del
estudio tres grupos (n=18) se cambiaron a un ciclo 12 hrs. luz/oscuridad (LD)
invertido (prendido de luces 20:00 hrs. y apagado 08:00 hrs.), mientras que el
restante asignado al modelo de trabajador nocturno (n=8) permaneci6 en un ciclo
normal 12 hrs. (prendido de luces 06:00 hrs. y apagado 18:00 hrs.). Se definid
como ZTO0 la hora de prendido de la luz y ZT12 la hora de apagado de la luz.
Todas las condiciones cumplieron con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-

1999 para el cuidado de los animales.

2. Disefio Experimental

Los animales fueron divididos en 4 grupos: Control (CNTRL; n=6) durante todo el
experimento se mantuvieron con el ciclo invertido de luz oscuridad 12 hrs. LD y sin
ser manipulados; y 3 Experimentales: 1. En condiciones constantes de oscuridad
(DD; n=6), 2. En condiciones constantes de iluminacion (LL; n=6); y 3. Trabajador
nocturno, con un ciclo regular de luz oscuridad 12 hrs. LD y sometidas a un

paradigma de trabajo nocturno (TN; n=8).

Después de dos semanas de habituacion al ciclo invertido para todos los grupos
se realizd una evaluacion en linea base (LB) de todas las determinaciones
conductuales y fisiologicas. Durante las condiciones experimentales
correspondientes, se realizaron dos evaluaciones mas, siendo la primera a las 3-4

semanas (Fase experimental 1: Exp 1), y la segunda a las 6-7 semanas (Fase
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experimental 2: Exp 2). Las evaluaciones se realizaron en diferentes dias, a la

misma hora y en el periodo de actividad (Figura 2).

Figura 2. Esquema representativo del diseio experimental. Las barras en blanco (luz) y negro
(oscuridad) indican el ciclo luz/oscuridad de cada grupo en la linea base (LB) y la fase experimental
(Exp 1 y Exp 2), evaluandose en la fase de oscuridad o actividad (indicado por las flechas):
Actividad espontanea, consumo de agua con azucar, actividad en campo abierto, peso corporal e
ingesta de alimento. T= Trabajo nocturno en las ruedas de actividad forzada por 8 hrs.

3. Métodos para la alteracion de los ritmos circadianos

Condiciones de iluminaciéon constante

Posterior a la linea base (LB) un grupo de 6 ratas se sometié a condiciones de
oscuridad constante (DD) para lo cual se apagaron los focos removiendo el timer
del locker en donde se mantenian. Otro grupo de 6 ratas se mantuvo en luz
constante (LL), del mismo modo se removio el timer pero se dejaron los focos

prendidos, esta condicidn permanecié por 8 semanas de la fase experimental.

Estrateqgia para generar condiciones de trabajo nocturno en ratas (Modelo de

trabajo nocturno)

Después de la LB, se inicio la fase de trabajo. Para llevarla a cabo, cada rata se
sacod de su jaula habitacién y se le colocd en una rueda de actividad cerrada,
conectada a un motor que genera oscilaciones lentas y constantes (1
revolucién/2.5 min.) obligandolas a moverse (trabajar) 8 hrs. diarias durante la fase
de luz (etapa de descanso) de 8 a.m. a 4 p.m. (ZT2-ZT10) de lunes a viernes
(Figura 3). En las ruedas de actividad se colocaba alimento y agua ad libitum.

Después de las 8 hrs. de trabajo los animales se regresaban a su jaula hasta el
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siguiente dia. Los fines de semana se mantuvieron sin manipulaciéon dentro de sus

cajas habitacion de registro. Este procedimiento se continud por 8 semanas.

Figura 3. Rueda de actividad forzada para modelar condiciones del trabajador nocturno.
Rueda que consta de cuatro divisiones con una rata en cada una, con rotaciones lentas que
mantienen despiertos a los animales durante las 8 horas (lunes a viernes), con acceso libre al
alimento y agua.

4. Pruebas conductuales para determinar sintomas de depresion en rata

Actividad locomotora

La actividad locomotora espontanea se monitoreo a lo largo de la linea base (LB) y
las fases experimentales. Para ello los animales se alojaron individualmente en un
cuarto aislado, sono-amortiguado, en cajas de acrilico transparente, a las cuales
se les adapté un sistema de registro conductual automatizado que consiste de
sensores de presidon colocados bajo las cajas, que registran el movimiento de los
animales continuamente a lo largo de las 24 hrs. Los movimientos crean pulsos
analdgicos que se almacenan en una computadora en unidades de 1-5 min.
(Figura 4).
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Figura 4. Sistema de registro conductual de las ratas. Figura representativa donde se observa
como la actividad registrada de los sensores de presion debajo de las cajas se almacenan en una
computadora que posteriormente es enviada a otra para obtener el registro de actividad diaria a
modo de actograma o promedio de actividad.

Prueba de aqua con azucar

La conducta anheddnica asociada a un estado de depresidn se evalué a través de
la reaccidon a un estimulo agradable: agua con azucar. Esta prueba ha sido
empleada y validada por muchos grupos y se considera un indicador confiable

para determinar sintomas de depresién en ratas.

La prueba se realizé para todos los grupos (exceptuando al grupo LL en las etapas
experimentales) en la fase de oscuridad y en sus cajas habitacidon. Posterior a un
dia de habituacién al agua con azucar para evitar neofobia, se privd de agua a
todos los grupos por 19 hrs., siendo para los grupos CNTRL, LL y DD a partir de
las 16:00 hrs. del dia anterior hasta las 11:00 hrs. del dia de la prueba; mientras
que para el grupo TN la privaciéon comprendié de la 01:00 hrs. del dia anterior
hasta las 21:00 hrs. del dia de la prueba. Los grupos CNTRL, DD y TN se
probaron a las ZT15 o CT15, es decir, a tres horas después de que se apagara la
luz. Debido a que se encontraba en condiciones de luz constante, el grupo de LL

se corrio a la misma hora que el CNTRL.

Para la prueba se colocaron dos botellas, una con 100 mL de agua con azucar al

5%, y otra con agua normal, ambas botellas se dejaron por 30 min. de acuerdo a
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reportes previos (D’Aquila y col. 1997, Grgnli y col. 2003, Rygula y col. 2005).
Antes y después de la prueba se pesaron las botellas y se midié con una escala el
volumen para determinar el liquido consumido; terminada la prueba, se les

permitio libre acceso al agua.

Prueba de campo abierto

Se empled un campo abierto de 59.3 cm. de ancho y 59.5 cm. de largo dividido en
cuadros de 11.6 cm. (Figura 5). Los animales fueron evaluados por 5 min. bajo luz
roja (5W, 127V) en su periodo de actividad (noche) en ZT13 o CT13 (para el grupo
DD); es decir, una hora después de que se apagara la luz. Para el grupo LL la
prueba se llevo a cabo a la misma hora que el grupo CNTRL. Durante la prueba se
realizd grabacion simultdnea de cada rata. Con las grabaciones obtenidas, se
evaluaron las conductas que indican un estado de ansiedad como: exploracion
(apoyo y levantamiento), acicalamiento (aseo y rascado), paradas a la orilla y al
centro del campo, asi como, el numero de bolos fecales y orina como respuestas
autéonomas relacionadas a esta condicidn. Todas estas conductas, se evaluaron y
anotaron en una hoja disefiada bajo las definiciones operacionales establecidas
previamente por el experimentador (Anexos 1y 2). El analisis de datos en video se

realizé por el experimentador unos dias posteriores a la prueba.

Figura 5. Campo abierto empleado para el analisis de conductas de ansiedad como: exploracion,
acicalamiento, paradas a la orilla y al centro del campo, orina y numero de bolos fecales como
respuestas auténomas relacionadas a esta condicion.
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5. Determinaciones Fisioldgicas indicadoras de depresion en rata
Se realizaron evaluaciones fisioldgicas para determinar cémo las condiciones de
alteracién de ritmos circadianos influyen sobre variables relacionadas a la

depresion en el organismo:

Peso corporal

Todas las ratas fueron pesadas al llegar del bioterio, después de las 2 semanas de
habituacién se pesaron en LB, alas 3 (Exp 1) y a las 6 (Exp 2) semanas de estar
en la condicion experimental respectiva. El peso de los animales se adquirié en

cada ocasion al finalizar la prueba de campo abierto.

Ingesta diaria de alimento

Durante cada una de las etapas de evaluacién (LB, Exp 1 y Exp 2), se determiné
la ingestion diaria de alimento. Para ello se dejaron 50 g. del alimento regular
sobre el comedero (Purina Chow) en un dia sin manipulacion y se peso el alimento

restante 24 hrs. despues.

Determinacion de la concentracion de la hormona corticosterona

Para obtener el nivel de concentracién de corticosterona en los animales se les
insertd una canula en la vena yugular interna, de acuerdo a Steffens (1970). Las
ratas fueron anestesiadas con Xilazina y Ketamina (PiSA 0.01 ml/100 g.) y
canuladas en la vena yugular interna con una canula yugular pediatrica de silicon
de polietileno (0.025 mm. de diametro interno y 0.047 mm. de diametro externo;
Silastic Brand; Dow Corning Corp., Midland, MI, USA) llena de heparina (500 U/ml)
como anticoagulante. La canula fue fijada en la espalda entre ambas escapulas
(oméplatos) y se tapd con una pequefia aguja. Los animales fueron regresados a
las condiciones experimentales correspondientes y después de dos dias, se
extrajeron muestras sanguineas en dos puntos temporales (ZTO y ZT12)
correspondientes al pico mas bajo y al valor mas alto de expresion de dicha
hormona, respectivamente. Las muestras de sangre (250 pl) se colectaron en

tubos Eppendorf (1.8 ml) conteniendo un gel separador del coagulo (Vacutainer),
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se obtuvo el suero por centrifugacion, 5 min. a 3000 rpm., guardandose alicuotas

de 50-100 ul a -45° C para su posterior analisis.

La corticosterona fue determinada con 25 pL de suero con el Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas ELISA (del inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) con un Kit comercial (Diagnostic Systems laboratorios, Inc,
Webster TX, USA), basado en la deteccidon de un antigeno no marcado e
inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que producen una
reaccion colorante, que es medido por espectofotometria (Thermo Labsystems
Multiskan Ascent 354). Esta reaccion de unién es detectada por un contador
gamma (Companiia Cobra IlI, Packard) y convertida con una curva estandar al
suero de corticosterona. Los perfiles temporales diarios fueron comparados entre

grupos con relacion a los dos puntos temporales.

Inmunohistoquimica para proteina c-Fos

Al finalizar las evaluaciones conductuales de la ultima fase experimental y
después de haber terminado de adquirir las muestras de sangre, las ratas
(CNTRL, DD y TN n= 4 y LL n=3) fueron sacrificadas con una sobredosis de
pentobarbital sodico (Sedal-Vet 65 mg/ml) y perfundidas por puncion cardiaca
(ventriculo izquierdo) con 250 ml. de solucidon salina (0.9%), seguido de
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato (PBS, 0.1 M, pH 7.2). Al finalizar la
perfusidn, se extrajeron los cerebros y se posfijaron en paraformaldehido al 4%
durante una hora. Los animales fueron perfundidos en el punto temporal ZT1
(CNTRL y LL) o CT1 para el grupo DD, y asi obtener la expresion de la proteina c-

Fos correspondiente al inicio del dia.

Los cerebros fueron extraidos, posfijados por una hora y criéprotegidos en una
solucion de sacarosa al 30% en PBS al 0.1 M por 24 hrs. Los cerebros se
congelaron y se cortaron en secciones de 40 um. con un criéstato a -20° C y se
colectaron en 4 series. De estas series sélo las secciones correspondientes al

NSQ de cada animal se incubaron por 72 hrs. a 4°C con un anticuerpo para la
38



proteina c-Fos hecho en conejo (Santa Cruz Biotechnology, USA) diluido 1:2500
en Supermix (0.25% de gelatina, 0.5% de tritdbn X-100 en PBS pH 7.2).

Después de dos dias de incubacion, las secciones se lavaron 3 veces por 10
minutos en PBS y posteriormente se incubaron por 2 hrs. con un anticuerpo
biotinilado 1:200 (anticonejo hecho en cabra; Vector laboratorios) diluido en
Supermix. Al finalizar las 2 hrs. de incubacién, se lavaron 3 veces por 10 min. en
PBS vy los cortes se incubaron en una solucion de avidina-biotina peroxidasa al
0.9% (Vectastain Elite ABC Kit; vector Labs, USA) por 2 horas a 4°C. Al finalizar la
incubacion, los cortes se lavaron 3 veces por 10 min. en PBS y al finalizar el ultimo
lavado, se activd el cromdégeno con diaminobenzidina (0.5 mg/ml, en buffer de
trizma a pH 7.2), y peréxido de hidrogeno al 30% (35 ul/100 ml), dando un color
café. Los cortes se lavaron 3 veces por 5 min. Cada corte fue montado en laminas
(porta-objetos) gelatinizados y deshidratadas en una serie de alcoholes y

aclaradas con xilol para poder ser cubiertos con cubreobjetos y Entellan (Merck).

Conteo celular

Para cuantificar la expresion de c-Fos en el NSQ se eligieron 3 secciones
representativas de acuerdo con el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (1998)
tomando en cuenta una seccién anterior, medial y posterior, y realizando el conteo

de las dos subregiones: ventral y dorsal (Moore y col. 2002).

Las imagenes fueron examinadas bajo un microscopio de luz (Olympus BX41;
Olympus, Japén) y capturadas con una camara digital a una ampliacion 20X
(Image-Pro Plus 5.1, Media Cybernetics Inc.). Se utilizd un sistema computarizado
de analisis de imagenes para digitalizar imagenes y evaluar el numero de células
inmunopositivas (MetaVue 4.5, Universal Imaging Corporation, Downingtown PA,
USA).

Los ndcleos inmunoreactivos fueron contados bilateralmente por el

experimentador bajo un microscopio de luz (Nikon Eclipse E600; Nikon, Tokio,
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Japon). Para evitar el numero de falsos positivos, se determiné la densidad éptica
del fondo en una region cercana que carece de c-Fos. Las células marcadas que
quedaron dos veces por debajo de la densidad Optica del fondo fueron contadas,
mientras las células que superaron este umbral fueron descartadas. Finalmente, la
media de los valores se graficd y se compararon con un ANOVA de dos vias para

los factores grupo y tiempo.

Analisis Estadisticos

Los datos obtenidos de las determinaciones conductuales y fisiolégicas se
ordenaron por grupos y por fase experimental y se representan como medias * el
error estandar (sem). El aumento de peso corporal y actividad diaria fue analizado
con un Analisis de Varianza (ANOVA) de una via para el factor grupos (4). La
ingesta de alimento, el consumo de agua con azucar, y las conductas de campo
abierto, fueron analizadas con una ANOVA de dos vias, para los factores: grupo
(4) y fases experimentales (3). Todos los analisis fueron seguidos de una

comparacioén post-hoc de Duncan (p<0.05).

Para la concentracion de corticosterona, asi como el numero de células positivas a
c-Fos, fueron evaluadas con una ANOVA de dos vias para los factores grupo (4
niveles) y tiempo o region respectivamente (2 niveles), seguidas de una
comparacion multiple de Tukey para n desiguales (p<0.05). El analisis estadistico
fue realizado con el programa Statistica para la versién de Windows 4.5 (StatSoft,
1993).
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RESULTADOS
Determinaciones conductuales

Actividad locomotora

En su linea base (LB), los cuatro grupos presentaron un ritmo claro sincronizado al
ciclo LD, con un p eriodo aproximado de 24 hrs., como puede observarse en la
parte superior de ca da act ograma ( Figuras 6-9). A | iniciarla manipulacién
experimental e | g rupo CNTRL permanecio sincronizado al cicl o LD im puesto
(Figura 6); mientras que el grupo DD comenzd a presentar corrimiento libre de su
actividad locomotora, siendo cada dia mas tarde el inicio de la actividad, pero sin
pérdida del periodo que fue en promedio de 24.5 hrs. (Figura 7). Elgrupo LL
perdid progresivamente la ritmicidad, presentando ritmos ultradianos sin periodo
significativo (Figura 8). Finalmente, el grupo TN presentdé una modificacion en su
conducta diaria con un decremento significativo (p<0.05) de la actividad nocturna y
aumento de la actividad diurna, la cual fue evidente durante los fines de semana;
asi mismo, se o bservé un adelanto de la actividad n octurna h acia el final del

intervalo de trabajo forzado en la rueda (Figura 9).

Figura 6. Actograma representativo en doble r epresentaciéon de u n animal CNTRL. La
conducta permanecié s incronizada a |l ciclo LD alo largo del ex perimento. En eleje de las
ordenadas cada linea representa un dia y en el eje de las abscisas se representan las horas del
dia, inicio (ZT12) y fin (ZT0) de la actividad nocturna. Las barras negras y blancas representan los
intervalos de noche y dias respectivamente.
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Figura 7. Actograma representativo en doble representacion de un animal DD. Posterior a la
habituacién a | c iclo invertido y linea b ase (LB), los an imales permanecieron en ¢ ondiciones
constantes de oscuridad (DD), generando un corrimiento libre de la actividad locomotora pero sin
pérdida de |a ritmicidad (Exp 1 y Exp 2). Los dias de registro se representan en el eje de las
ordenadas, mientras que en el eje de las abscisas se representan las horas del dia.

Figura 8. Actograma representativo en doble representacién de un animal LL. Posterior a la
habituacién al ciclo invertidoy LB, los animales permanecieron en c ondiciones de iluminacion
constante (LL) induciendo una arritmicidad conductual (Exp 1 y Exp 2). El eje de |as orde nadas
representa los dias de registro y el eje de las abscisas las horas del dia.
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Figura 9. Actograma representativo en doble representaciéon de un animal TN. Posterior a la
linea base (LB), se inici6 el trabajo forzado. Los espacios marcados muestran los intervalos en
donde | as ratas permanecian enlas ruedas. La actividad permanecio sincronizada al ciclo LD
impuesto, pero con un adelanto de ésta hacia el final del periodo del trabajo, y un aumento en la
etapa de luz los fines de semana. El eje de las ordenadas representa los dias de registro y el eje
de las abscisas las horas del dia.

Se adquirio el porcentaje de cuentas diarias de actividad con respecto a la LB. El
grupo CNTRL mantuvo niveles similares de la actividad locomotora diaria en Exp 1
y Exp 2; los grupos DD y LL aumentaron, y el grupo TN disminuy6 notablemente.
EI ANOVA mostré que ex isten di ferencias entre los grupos e xperimentales
(p<0.05) y el analisis post hoc de Duncan mostré diferencia entre el grupo TN y los

experimentales en Exp 1 y Exp 2, pero no con el CNTRL (Figura 10).

Porcentaje cuentas diarias de actividad
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Figura 10. Porcentaje de cuentas diarias de actividad con respecto a la linea base (LB). (+) El
grupo TN en Exp 1 disminuyd la actividad con respecto al grupo LL y en Exp 2 con respecto a los
grupos DD y LL.
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Prueba de agua con azucar

En la LB todas las ratas consumieron un promedio de entre 25 y 27 mL de agua
azucarada en el intervalo de 30 min. sin diferencias significativas entre grupos. En
Exp 1 (3-4 semanas) después de iniciadas las manipulaciones experimentales los
grupos CNTRL y DD aumentaron el consumo del liquido, en cambio se encontrd
conducta ahnedodnica en los grupos LL y TN, disminuyendo el consumo
progresivamente con respecto al grupo CNTRL (p<0.05). Los efectos de las
manipulaciones experimentales fueron aun mas evidentes después de 6-7
semanas (Exp 2). El post hoc de Duncan mostré una diferencia significativa del
grupo LL con respecto al CNTRL y el grupo TN con respecto a todos los grupos en
Exp 1y en Exp 2 (p<0.05) (Figura 11).

Agua con azucar
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Figura 11. Promedio de consumo de agua con azucar. En LB, no existieron diferencias entre los
grupos. Con respecto al grupo CNTRL (gris), el grupo LL (blanco) y TN (rayado) con respecto a
todos los grupos, mostraron conducta anhedénica en Exp 1 y Exp 2, reduciendo el consumo de

agua con azucar.* = diferencia entre TN y todos los grupos, b = diferencia entre LL y CNTRL.

Prueba de campo abierto

El grupo CNTRL no mostro cambios en ninguna conducta permaneciendo similar
en las tres evaluaciones. De las conductas analizadas sélo se encontraron
diferencias en las conductas de acicalamiento, paradas al centro, paradas a la
orilla y cuadros recorridos. No se encontraron efectos en las mediciones de

exploracion, bolos fecales y orina (Tabla 2).
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Tabla 2. Valores promedio de conductas no significativas en campo abierto. Las conductas
de Exploracion, Bolos fecales y Orina, no fueron diferentes entre los grupos ni en ninguna fase
experimental.

LB EXP 1 EXP 2
Exploracion CNTRL 32.60 34.00 27.60 NS
DD 36.16 33.33 29.50 NS
LL 39.33 42.00 27.66 NS
TN 33.00 31.28 23.71 NS
Bolos CNTRL 1.60 2.40 1.40 NS
DD 0.16 1.33 2.16 NS
LL 1.50 1.66 1.50 NS
TN 2.14 2.85 2.29 NS
Orina CNTRL 1.00 0.80 0.40 NS
DD 0.50 1.66 217 NS
LL 0.33 0 0.67 NS
TN 1.00 0.43 0.57 NS

1) Acicalamiento. El grupo CNTRL no tuvo diferencias a lo largo de las

evaluaciones. Los grupos LL y TN mostraron progresivamente mayor numero de
eventos de acicalamiento y rascado. EI ANOVA indico diferencias entre grupos y
el post hoc de Duncan indicé diferencias del grupo TN en LB con respecto a los
grupos experimentales y en Exp 1 con respecto al grupo CNTRL (p<0.05) (Figura
12).

Acicalamiento
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Figura 12. Promedio de Acicalamiento en el campo abierto del numero de veces que las ratas
presentaban la conducta de rascar o aseo en los 5 min de evaluacién. Diferencias en LB entre el
grupo TN (rayado) con respecto a los grupos experimentales (+) y en Exp 1 fue diferente (c) sdlo
con respecto al grupo CNTRL (gris). Los grupos LL (blanco) y TN muestran una tendencia a
aumentar en Exp 2.

45



2) Paradas en el centro. El grupo CNTRL no present6 diferencias en esta

conducta a lo largo de las evaluaciones; sin embargo, disminuyeron en los grupos
TN y DD con respecto a LL en Exp 1 (p<0.05) (Figura 13).

Paradas centro

LB EXP 1 EXP 2

Figura 13. Promedio de Paradas al centro del campo abierto. Tanto en LB como en el grupo
CNTRL (gris) no existieron diferencias en el numero de veces que las ratas se detuvieron en los
cuadros centrales del campo abierto. En Exp 1 (+) indica diferencia de los grupos DD (negro) y TN
(rayado) con respecto al grupo LL (blanco).

3) Paradas en la orilla. EI grupo CNTRL no fue diferente entre las mediciones. Los

grupos DD y TN disminuyeron significativamente con respecto a éste tanto en LB
como en Exp 1 (p<0.05) (Figura 14).
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Figura 14. Promedio de Paradas en la orilla del campo abierto. El nimero de veces que los
animales se detenian en las orillas en el grupo CNTRL (gris) permanecié sin cambios. En LB (+)
indica menos en el grupo TN (rayado) con respecto a DD (negro) y LL (blanco). En Exp 1 (a) el
grupo DD vy (c) el grupo TN con respecto al CNTRL presentaron una disminucion. (+) EI grupo LL
aumentd con respecto a los grupos experimentales.
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4) Cuadros recorridos. El grupo CNTRL permanecié sin cambios en el numero de

cuadros recorridos a lo largo de las evaluaciones. En LB el grupo LL mostré ser
mayor con respecto al grupo CNTRL, mientras el grupo TN mostré6 una
disminucién con respecto a los otros grupos experimentales, que fue
significativamente diferente de acuerdo al analisis post hoc de Duncan (p<0.05).
En Exp 1 no se encontraron diferencias entre los grupos y en Exp 2 sélo el grupo
DD mostré ser significativamente menor (p<0.05) con respecto al grupo CNTRL
(Figura 15).
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Figura 15. Promedio de Cuadros recorridos en el campo abierto. El grupo CNTRL (gris) no
cambié a lo largo de las evaluaciones. En LB (b) el grupo LL (blanco) con respecto al grupo CNTRL
y (+) el grupo TN (rayado) con respecto a los grupos experimentales mostraron diferencias
significativas. En Exp 1 no se presentaron diferencias entre los grupos. En Exp 2 (a) s6lo el grupo
DD (negro) fue diferente respecto al grupo CNTRL.

Determinaciones Fisiol6gicas

Peso corporal

La ganancia de peso corporal se calculo de las 3 y 6 semanas de permanecer en
las condiciones experimentales con respecto a la LB. En Exp 1 el grupo CNTRL
aumentd su peso a 73 gr. promedio, mientras que el grupo TN tuvo una ganancia
significativamente mayor (p<0.05) de peso corporal con respecto a todos los
grupos. En Exp 2 el grupo CNTRL gand 114 gr. promedio, el grupo DD disminuyé
significativamente el peso con respecto a este y el grupo TN gand

significativamente mas peso con respecto a todos los grupos (p<0.05) (Figura 16).
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Figura 16. Ganancia de Peso corporal con respecto a la LB. El grupo CNTRL (gris) aumenté su
peso con respecto a LB en las dos fases experimentales. En Exp 1 (+) el grupo TN (rayado) tuvo
mayor ganancia de peso corporal sélo con respecto a los grupos experimentales. En Exp 2 (a) el
grupo DD (negro) mostré una disminucion significativa con respecto al grupo CNTRL y (*)el grupo
TN tuvo una mayor ganancia con respecto a todos los grupos.

Ingesta diaria de alimento

La ingesta de alimento por el grupo CNTRL fue similar en las tres fases
experimentales. En LB no hubo diferencias entre los grupos. En Exp 1 el analisis
post hoc de Tukey (p<0.05) indicé un aumento de la ingesta de alimento del grupo
TN con respecto a los demas. En Exp 2 nuevamente no se presentaron
diferencias (Figura 17).
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Figura 17. Promedio de Ingesta diaria de alimento. El grupo CNTRL (gris) mantuvo similar la
ingesta de alimento en las tres evaluaciones. No se presentaron diferencias de la ingesta en LB. (*)
El grupo TN (rayado) en Exp 1 tuvo mayor consumo con respecto a todos los grupos. En Exp 2 no
hubo diferencias. El grupo LL presenté una tendencia a disminuir el consumo de alimento.
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Concentracion de corticosterona en sangre

El grupo CNTRL no tuvo diferencias en la concentracion de la hormona de
corticosterona en los dos puntos temporales obtenidos. El ANOVA con post hoc de
Tukey no mostré diferencias entre los grupos (p<0.05). Se observaron niveles mas
altos al inicio de la noche (ZT12) comparados con el final de la noche (ZTO0)
(Figura 18).
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Figura 18. Promedio de concentracion de Corticosterona en dos puntos temporales. El grupo
CNTRL (gris), asi como los experimentales: DD (negro), LL (blanco) y TN (rayado) no presentaron
diferencias en la concentracion al inicio (ZT12) o al final (ZT0) del periodo de actividad. Es
observable una tendencia de niveles altos de concentracion en el grupo LL.

El promedio general de los dos puntos temporales obtenidos tampoco fueron
diferentes de acuerdo al ANOVA con post hoc de Tukey en ninguno de los grupos

experimentales (p <0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Promedio de concentracion de Corticosterona de dos puntos temporales. No fue
significativamente diferente entre los grupos (CNTRL, DD, LL o TN) tomando en cuenta el
promedio de concentracion de los dos puntos temporales obtenidos (ZT0 y ZT12). Se observa una
tendencia de concentracion alta en el grupo LL y disminucion en el grupo DD.

Inmunoreactividad para proteina c-Fos

La expresion de actividad celular del NSQ en el grupo CNTRL fue mayor en el
area ventral que en la dorsal (Figura 20). La expresion de las células
inmunoreactivas a la proteina c-Fos en las dos areas descritas en todos los grupos
experimentales con respecto al grupo CNTRL fue significativamente menor
(p<0.05) (Figura 21).
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Figura 20. Fotos representativas correspondientes al area medial del nucleo
supraquiasmatico (NSQ). Imagenes en blanco y negro del NSQ de un animal de cada grupo
adquiridas con una ampliacién de 20X. Las areas punteadas indican la region del nucleo que se
contabilizé. D=Dorsal y V= Ventral.
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Figura 21. Promedio de células inmunoreactivas a c-Fos en el area ventral y dorsal del
nucleo supraquiasmatico (NSQ). El grupo CNTRL (gris) presentd una expresion celular en el
area ventral mayor que la dorsal. (a) Disminucion significativa de células inmunoreactivas del area
dorsal (DORS) y (b) del area ventral (VENT) de los grupos experimentales: DD (negro), LL (blanco)
y TN (rayado) con respecto a las del grupo CNTRL.
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DISCUSION

La vida actual ha propiciado cambios en la actividad diaria, prolongando la
actividad nocturna como consecuencia a una mayor exposicion a la luz artificial.
Estos cambios propician una desincronizacién circadiana que genera alteraciones
a la salud fisica y mental como consecuencia de la alteracion tanto al reloj
biolégico como a los osciladores periféricos. Esta desincronizacién se acompafa
de alteracion de los habitos alimenticios, inversion de patrones del ciclo de
actividad-reposo, afectando principalmente el suefio y generando problemas de

salud fisica y mental.

Los resultados obtenidos en este estudio indican, que la alteracién de los ritmos
circadianos por la luz constante, como generador de desincronizacion externa y el
modelo experimental de trabajador nocturno, como generador de desincronizacion
interna, producen sintomas conductuales de depresion. En cambio, con los
mismos modelos de desincronizacion, solo algunas variables fisioldgicas

presentaron alteraciones en el patrén temporal.

El patron temporal de la actividad locomotora espontanea medida con el sistema
de registro automatizado, mostr6 cambios importantes como arritmicidad
conductual en el caso del grupo con luz constante y de inversion de la actividad
hacia el horario de la actividad forzada en el trabajador nocturno. En el grupo DD a
pesar de observarse un corrimiento libre de la conducta, la actividad locomotora
permanecié con ritmo. El grupo LL se caracterizé por una pérdida del ritmo desde
la primera fase experimental (3-4 semanas); sin embargo, esta fue mas evidente
hasta la segunda fase (6-7 semanas). Se observo un patron conductual arritmico
sin periodo definido como se ha descrito en estudios previos (Depres-Brummer y
col. 1995; Gorka, 1996). El grupo TN se caracterizé por un adelanto del inicio de la

actividad nocturna, coincidiendo hacia el final del periodo de la actividad forzada y
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un decremento de la actividad nocturna, también se observd aumento de la
actividad en la fase de luz los dias sin trabajo (fines de semana), lo cual denota un
aplanamiento del ritmo de actividad, como ya se ha reportado (Salgado-Delgado y
col. 2008). El porcentaje de cuentas de actividad diaria mostré una tendencia de
aumentar en el grupo LL. Esto coincide con experimentos previos, donde animales
que habitan bajo luz constante presentan hiperactividad en pruebas como
laberinto elevado o campo abierto, como consecuencia de la iluminacion constante
(Fonken y col. 2009). Los resultados obtenidos confirman lo que otros estudios
han reportado, reafirmando que estas condiciones de desincronizacion circadiana

afectan la actividad locomotora del animal.

La prueba conductual de consumo de agua con azucar tiene validez y
confiabilidad para evaluar anhedonia, una de las principales caracteristicas de la
depresion. En el caso de modelos experimentales es a través de la exposicién a
un estimulo palatable para la rata. Esta prueba se ha empleado en diferentes
protocolos de investigacion sobre depresion, teniendo como ventaja ser una
evaluacion no invasiva, no estresante y practica ya que el tiempo de exposicion
(30 min) se ha considerado como el intervalo minimo para obtener el consumo

total de agua posterior a un dia de privacion de liquido (D’Aquila y col. 1997).

Como se esperaba, la prueba de agua con azicar indicé conducta anheddnica,
tanto en el grupo LL como en el grupo TN, que fueron los que mostraron
alteraciones de la ritmicidad. En ambos, el consumo disminuyd significativamente
con respecto al grupo CNTRL en Exp 1 y en Exp 2. Esta disminucion fue mas
evidente en el grupo TN. Por otro lado, se observé que los grupos CNTRL y DD
aumentaron el consumo de agua con azucar, Como se espera para animales sin
manipulacion que aumentan progresivamente el consumo de agua con azucar en
comparacion a los que estan bajo un protocolo de estrés cronico leve (Bessa y col

2009). Los presentes resultados muestran los efectos de la luz constante sobre el
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desarrollo de la conducta anheddnica a corto y largo plazo. Estudios previos
habian mostrado este efecto unicamente a corto plazo (Fonken y col. 2009). Cabe
destacar que los resultados obtenidos en el grupo TN son novedosos, pues en los
modelos experimentales de trabajo nocturno no se habia estudiado el impacto de
estas condiciones sobre trastornos afectivos ocasionados por una
desincronizacion interna (Salgado-Delgado y col. 2009). En poblaciones humanas,
expuestas a condiciones de trabajo nocturno, se ha descrito mayor propension a
trastornos afectivos (Foster y col. 2005). Por lo tanto, se mostré que la alteracion
de los ritmos diarios desencadena sintomas depresivos que pueden evaluarse a

través de la disminucion de consumo del liquido azucarado.

Los sintomas depresivos, pueden ser generados por varios modelos
experimentales y evaluados con estrategias similares a las empleadas en el
presente estudio. Por ejemplo, la lesion de los bulbos olfatorios resulta en
conducta anhedodnica en la prueba de agua con azucar, que se acompana de
actividad locomotora exagerada (Romeas y col. 2009). El estrés cronico leve
ademas de generar conducta anhedonica evaluada por el mismo test, disminuye la
actividad locomotora general (Gorka y col. 1996), la aumenta en la prueba
conductual de laberinto elevado (Castro y col. 2005) o la disminuye en dicha
prueba (Bessa y col. 2009). Del mismo modo, es importante resaltar que en el
presente proyecto, la actividad locomotora total se mostré alterada en los grupos
LL y TN que a su vez presentaron conducta anhedonica en la prueba de agua con
azucar, implicando que al alterarse la variable circadiana de actividad locomotora
también se presenta una respuesta anhedonica. Considerando la relaciéon entre
dichos parametros conductuales, es importante hacer hincapié en la relevancia de
su evaluacion para el desarrollo de modelos experimentales y la determinacion de

sintomas depresivos en otros modelos.
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En la prueba de campo abierto, donde se esperaba un aumento de conductas
relacionadas a la ansiedad, no se encontraron diferencias significativas con
respecto a las respuestas autonomas, reflejadas en el numero de heces fecales o
de orina, ni en la conducta de exploracion, que es un indicador de ansiedad
(Archer,1973). Las conductas de acicalamiento, paradas a la orilla y al centro, s6lo
se observaron diferentes en LB y en la primera fase experimental. Los cuadros
recorridos fueron similares en LB y Exp 1 y estuvieron reducidos en el grupo DD
en Exp 2. En general los grupos LL y TN mostraron mayor conducta de ansiedad.
Estos resultados a pesar de no ser los esperados, coinciden con datos
previamente descritos donde animales bajo la misma condicién de luz constante y
evaluados en el campo abierto no presentan cambios de la actividad locomotora
(Prendergast y col. 2008; Fonken y col. 2009). Tampoco otros paradigmas
experimentales de depresion han mostrado este tipo de cambios (Einat y col,
2006). Estos resultados parecen indicar que ya sea que esta prueba conductual no
sea la mas adecuada para estudiar sintomas de ansiedad relacionadas a la
depresion, o bien que las dimensiones del campo abierto no fueran adecuadas
para la rata. El tamafio del campo empleado en el presente estudio fue de
dimensiones menores a los utilizados en otros experimentos, lo cual resta
novedad y resta el factor estresante que un area abierta debiera generar,
ocasionado habituacion en poco tiempo. Otra razén que se contempla se refiere a
que debido a que los animales fueron evaluados bajo luz tenue roja, el cambio de
la condicién de luz a oscuridad en los animales LL haya enmascarado la respuesta

de este grupo mejorando el desempefio de los animales en la prueba.

Dada la diversidad de resultados reportados en varios estudios no puede
asegurarse la manera en que la ansiedad contribuye y de qué modo se encuentre
relacionada con la determinacion conductual de la depresion en disefos
experimentales. Se ha discutido que existe cormobilidad entre la depresién y otros
trastornos afectivos, haciendo que la sintomatologia no se distinga entre un

trastorno y otro (Fonken y col. 2009).
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Debido a que otro de los sintomas en la depresion es la alteraciéon de peso e
ingesta de alimento (DSM-IV; Breton, 1998), se esperaba un cambio en estas
variables en animales con alteracion de los ritmos; sin embargo, no se encontraron
las diferencias esperadas. Con respecto a la ganancia de peso corporal de los
grupos experimentales solo el grupo DD tuvo menor ganancia con respecto al
CNTRL, mientras que el grupo LL sélo se observd disminuir. En contraste, el
grupo TN tuvo una ganancia mayor de peso corporal, que de acuerdo a un reporte
previo, esta condicion de actividad forzada propicia un aumento de peso asociado
al cambio de horario de ingesta de alimento a su etapa de descanso (Salgado-
Delgado y col. 2008). A pesar de las diferencias encontradas en la ganancia de
peso corporal, la ingesta de alimento no fue estadisticamente diferente entre los
grupos, observandose menor en el grupo LL. Sin embargo, estos resultados
indican una posible influencia de la alteracion de los ritmos circadianos sobre

estas variables que son afectadas en la depresion.

La concentracion de corticosterona en plasma sanguineo tampoco mostré ser
diferente estadisticamente en ninguno de los grupos experimentales con respecto
al grupo CNTRL; tanto en los dos puntos temporales obtenidos, como del
promedio de cada uno. En este estudio se esperaba encontrar niveles elevados de
corticosterona en las condiciones con sintomas depresivos debido a que se ha
reportado un alto nivel de concentracion de cortisol en plasma de pacientes
deprimidos (Leibenluft y col. 2001; Urretavizcaya y col. 2006); y en estudios
experimentales donde animales que habitan en LL, presentan altos niveles de
concentracion de corticosterona (Claustrat y col. 2008); ademas que otro modelo
animal también reporta el mismo aumento (Ushijima y col. 2006). Este tipo de
efectos no son consistentes, ya que otros estudios reportan una disminucion de
los niveles de concentracion de dicha hormona en animales bajo LL,
considerandola dependiente de las manipulaciones experimentales empleadas
(Fonken y col. 2009). Por otro lado, la concentracion elevada de la hormona

corticosterona en el grupo LL se ha relacionado con alteraciones cognitivas (Pei
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Ma y col. 2007) que son caracteristicas de la sintomatologia depresiva (Bessa y
col. 2009). Considerando la evidencia experimental descrita y los presentes
resultados, la concentracion alta de esta hormona es un sintoma asociado a la
depresion que acompafa la alteracion conductual y conducta anheddnica en el

grupo LL.

A pesar que la concentracion de corticosterona no resultara significativamente
diferente, es importante denotar que el grupo LL mostré una concentracion mayor
de la hormona. Cabe mencionar que los dias de recuperacion posterior a la cirugia
para la insercion de la canula fueron dos dias y probablemente no fueron
suficientes para que los animales pudieran recuperar su ciclo de actividad-reposo

previo a la intervencion, lo que pudo haber interferido en los datos obtenidos.

Por otro lado, es destacable la baja supervivencia posterior a la cirugia de los
animales del grupo LL, ya que sélo continuaron tres ratas que en comparacién al
grupo CNTRL tardaron mas en recuperarse de la anestesia. Asi mismo, se
observd que los animales de este grupo presentaban mayor desarrollo de acaros
en la piel, lo que podria indicar que el sistema inmune esta siendo afectado como
consecuencia de las condiciones de luz constante. Al respecto, se ha reportado
que una exposicion excesiva a la luz en la noche inhibe la produccion de la
hormona Melatonina, la cual tiene una funcion antioxidante y reduce la
probabilidad del desarrollo de tumores, también enlentece el envejecimiento y

evita alteraciones degenerativas relacionadas con la edad adulta (Reiter, 2006).

La expresion de células inmunoreactivas a c-Fos en el NSQ en ZT1 (o CT1 en DD)
con respecto al grupo CNTRL se encontré como se esperaba, significativamente
inhibida tanto en el area dorsal como ventral en los tres grupos experimentales,

principalmente el grupo LL. Esta inhibicion de la expresion celular en los grupos
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DD y LL puede indicar que la exposicidén a condiciones constantes de iluminacion
inhibe la respuesta de las células del NSQ al no existir un estimulo fotico que
active el area ventral. Ademas, estas condiciones podrian estar interfiriendo sobre
la expresion adecuada del ritmo enddgeno que se expresa en el area dorsal. La
inhibicion de la respuesta inmunoreactiva en el reloj biolégico sugiere que la
funcién del NSQ como regulador de los ritmos bioldgicos esta decrementada. De
esto resultaria que la capacidad para mantener la ritmicidad conductual del
organismo acoplada a los ciclos diarios de luz/oscuridad se encuentra disminuida
al permanecer en condiciones de luz constante o como consecuencia de la
desincronizacion externa. Este mismo efecto se ha descrito en animales bajo luz y
oscuridad constante por 36-48 hrs. A diferencia de un ciclo LD, las condiciones de
DD y LL presentan una disminucion en la expresion de la proteina de c-Fos, en el
area dorsal y ventrolateral del NSQ. Esto es observable a diferentes puntos
temporales (Edelstein, 2000). Los presentes datos muestran, que en condiciones
constantes de iluminacion (DD y LL) y de trabajo nocturno, el reloj biolégico se
encuentra inhibido en los tres grupos experimentales, los cuales también
presentan alteracion en la actividad locomotora y conducta anhedonica; sintomas

caracteristicos de la depresion.

Es importante mencionar que la produccion de 5-HT ocurre principalmente en la
fase de oscuridad y que por su parte, la luz puede modificar la sensibilidad del
NSQ; el cual influye sobre la respuesta fética del reloj endogeno (Wirz-Justice,
1995). Asi mismo, se conoce que el NSQ contiene transportadores de serotonina
(Legutko y col. 2008), por lo que se puede pensar que la condicion de luz
constante en este protocolo experimental, esté actuando sobre la sensibilidad del
NSQ a responder adecuadamente a estimulos féticos, reflejada en una inhibicién
de la expresion neuronal. Por otro lado, una exposicion a luz por un tiempo
prolongado puede promover la eliminacion cronica de 5-HT, resultando en la
modificacion de la sincronizacion, disminucién de la amplitud del ciclo actividad y

reposo (Wirz-Justice, 1995); ademas de la disminucién en la respuesta hedonica.
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CONCLUSIONES

1. Con base en los resultados obtenidos se concluye que tanto condiciones de
desincronizacion externa (basada en luz constante) como la desincronizacion
interna (a través del modelo de trabajador nocturno) son generadoras de sintomas

relacionados a depresion.

2. Estas manipulaciones alteran el reloj biolégico, ya que la expresion celular
resulto inhibida en los tres grupos experimentales, lo que resalta la importancia de
la relacion entre el funcionamiento adecuado del reloj maestro para el estado

afectivo.

3. Al confirmar la hipétesis de que la alteracién de los ritmos circadianos por luz
constante y en un modelo de trabajo nocturno desencadenan sintomas de
depresion, se proponen estas manipulaciones, como nuevos modelos
experimentales para el estudio de la depresion y de los procesos circadianos
implicados. Se considera una nueva propuesta, ya que a diferencia de estudios
previos, el presente proyecto evidencia los efectos que a largo plazo generan
estos tipos de desincronizacion en la respuesta conductual o fisiolégica, y la

respuesta del NSQ en dichas condiciones.

PERSPECTIVAS

Es importante en un futuro determinar los mecanismos que subyacen los ritmos
circadianos alterados, a la depresion y la expresion de otras hormonas y genes
relacionados. Por el momento se desconoce la manera en que el reloj bioldgico y
los genes reloj participan en el desarrollo de enfermedades afectivas, asi como su
relacion con sistemas de neurotransmision relacionadas al humor (Serotonina,

Dopamina y Norepinefrina). Se ha descrito que estos sistemas de
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neurotransmision presentan un ritmo circadiano en su concentracion, secrecién y
sintesis de enzimas relacionadas, asi como de la expresion de actividad de
receptores a estas monoaminas. Todo esto sugiere que la alteracion de los ritmos
circadianos pueda afectar estos circuitos y ocasionar efectos en el estado afectivo
y motivacional (McClung, 2007). Por otro lado, se han relacionado genes reloj
especificos a desdérdenes afectivos, tanto en pacientes como en roedores,

encontrando polimorfismos en los genes CLOCK y BMAL1 (McClung, 2007).

Considerando lo anteriormente descrito, se propone que posiblemente los
sistemas que pudieran estar involucrados en el desarrollo de depresion como
consecuencia de una alteracion de los ritmos circadianos por exposicion excesiva
a la luz son la inhibicién de produccion de la hormona Melatonina y por lo tanto de
5-HT. También la desregulacion del sistema hipdfisis-hipotalamo adrenal podria
afectarse conduciendo a una elevacién de la corticosterona lo que pudiera

desencadenar una pérdida de los ritmos de esta hormona o de otras.

Los resultados de este estudio son relevantes para explicar algunos tipos de
depresion en el ser humano, ya que la sociedad moderna ha incrementado la
actividad nocturna y con ello ha aumentado la exposicion a la luz artificial en la
noche, lo que actualmente se denomina contaminacién luminica (Chepesiuk,
2009). Se propone que el exceso de exposicion a la luz y los cambios
consecuentes en el patron conductual llevan a una alteracion de habitos
alimenticios, e inversion de patrones del ciclo de actividad-reposo, afectando
principalmente el suefio y a su vez, desencadenando problemas de salud fisica
como desarrollo de cancer y trastornos cardiovasculares (Chepesiuk, 2009). Del
mismo modo, se propone que la exposicion nocturna a la luz puede desencadenar
afecciones a la salud mental como el desarrollo de enfermedades afectivas, entre
ellas depresion o ansiedad (Chepesiuk, 2009). Por otro lado, el aumento de luz por
la noche ha favorecido el trabajo nocturno, que ademas de generar alteraciones
fisiologicas y metabdlicas, sobrepeso y obesidad, elevacién de concentracion de

triglicéridos en sangre, disminucion de la actividad diaria y cambios en el horario
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de alimentacién -también- desencadena alteraciones afectivas como depresion
(Chepesiuk, 2009). Todo esto afectaria no sélo el desemperfio laboral sino también
actividades de la vida cotidiana. Esto es de gran relevancia ya que actualmente la
mayor parte de las actividades son realizadas en la noche y estos patrones de
conducta son mas comunes entre la poblaciéon, aumentando la susceptibilidad a
desarrollar enfermedades como consecuencia a este cambio de exposicion

luminica en la noche.

El presente trabajo considera que la alteraciéon de los ritmos circadianos es un
factor desencadenante de conductas depresivas; asi mismo, los resultados de
esta tesis permiten advertir que la exposicion a situaciones que propicien una
desincronizacion, ocasionaran alteraciones afectivas. Esto es de gran relevancia,
pues nuestra sociedad promueve estilos de vida contrarios a los patrones
temporales que nos dicta el reloj biologico, entre ellos las actividades durante la

noche en lugar de dormir y los horarios de alimentacion desorganizados.

La depresion a nivel mundial va en aumento, estimando que para el 2020 sea la
segunda causa principal de discapacidad en el mundo (datos de la OMS), por lo
que es importante se considere la relevancia de los ritmos circadianos como factor
desencadenante de depresion, especialmente para encontrar y dirigir un

tratamiento adecuado para este trastorno afectivo.
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Anexo 1. Hoja de registro para campo abierto

Observacion de campo abierto

Observaciones conductuales

Fecha:

Rata:

Experimento:

Tiempo en campo:

Conducta

Apoyo

Levantamiento

Aseo

Rascar

Paradas en esquina

Paradas en la mitad del campo

Paradas en la orilla del campo

Paradas por hacer del bafo

Cuadros recorridos

Bolos fecales

Orina
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Anexo 2. Definiciones operacionales de las conductas evaluadas en campo
abierto

Apoyo: Levantamiento del cuerpo en posicidn vertical con las patas traseras,

colocando las dos patas delanteras en contra de la pared del campo abierto.
Levantamiento: Levantamiento del cuerpo en posicidon vertical solo con ayuda de
las patas traseras con las patas delanteras recogidas o s6lo una sobre la pared del

campo abierto.

Aseo: Frotamiento de las patas delanteras contra la cara, nariz o cuerpo a manera

de limpieza.

Rascar: Frotamiento de las patas traseras con en el cuerpo o cara.

Paradas en la esquina del campo: Numero de veces que se detiene en las

esquinas del campo abierto y reanuda la marcha por el campo abierto.

Paradas en la orilla del campo: Numero de veces que se detiene en la orilla y

reanuda su marcha por el campo abierto.

Paradas a la mitad del campo: Numero de veces que se detiene a la mitad y

reanuda la marcha por el campo abierto.

Cuadros recorridos: Numero de cuadros caminados tomando en cuenta que mas
de la mitad del cuerpo haya cruzado el cuadro y por lo menos pisado con dos
patas.

Bolos fecales: Numero de heces depositadas en el campo abierto.

Orina: Numero de micciones en el campo abierto.
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