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RESUMEN

El trastorno depresivo mayor es un desorden heterogéneo y multifactorial
caracterizado por episodios de al menos dos semanas de duracion, en los cuales
se presente al menos uno de los dos sintomas centrales. Estos son: 1.- Estado
de animo depresivo con pérdida de interés por las actividades cotidianas y 2.-
Ausencia de la capacidad de sentir placer (anhedonia). Estos sintomas traen
consigo trastornos animicos, cognitivos y fisioldgicos y en los casos mas severos,
pueden asociarse a conductas suicidas. Si bien en la actualidad la etiologia del
trastorno depresivo mayor es poco conocida, se ha reportado que tanto la
presencia de neuroinflamacion como la reduccion de la neurogénesis hipocampal
adulta son eventos claves en el desarrollo de esta patologia. Las terapias
actuales para el trastorno depresivo mayor no estdn enfocadas en estas
alteraciones, lo que podria explicar el alto porcentaje de refractariedad al
tratamiento de pacientes con trastorno depresivo mayor frente a la terapia
convencional. Por este motivo, se ha propuesto como una opcion de tratamiento
el uso de células madre mesenquimaticas (MSC), las cuales son capaces de
producir de manera paracrina, una gran variedad de moléculas terapéuticas entre
las que se encuentran moléculas anti-inflamatorias y factores neuroprotectores
inductores de la neurogénesis. Estas moléculas secretadas por las MSC se
pueden recuperar desde el medio de cultivo celular y en conjunto reciben el

nombre de secretoma. Este trabajo se basé en la evaluacion del potencial

XViii



antidepresivo de la administracion intranasal repetida de secretoma derivado de
MSC en un modelo animal de trastorno depresivo mayor instaurado en el bioterio
de la Universidad del Desarrollo. En conjunto, los datos obtenidos muestran que
el tratamiento intranasal con secretoma derivado de MSC fue capaz de revertir
algunas de las conductas asociadas a estados depresivos en animales,
disminuyendo significativamente el puntaje global de depresién en comparacién
a los animales tratados con vehiculo. A nivel estructural el modelo animal de
depresion utilizado no mostré presencia de alteraciones del proceso de
neurogenesis hipocampal adulta pero si mostré neuroinflamacion, evidenciada
en un aumento de la densidad de astrocitos a nivel del hipocampo en
comparacioén a los animales control. Este aumento no se observé en los animales
tratados con secretoma intranasal, sugiriendo un efecto anti-inflamatorio del
biofarmaco. Adicionalmente, se observé que el secretoma derivado de MSC
ejercié un efecto protector sobre los astrocitos inhibiendo el proceso de atrofia de

sus prolongaciones.

Los datos pre-clinicos obtenidos sugieren que la administracion intranasal de
secretoma derivado de células madre mesenquimaticas representa un
tratamiento potencialmente eficaz para reducir los sintomas de depresion en
humanos y una posible alternativa terapéutica a los tratamientos actuales para

esta devastadora patologia.
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ABSTRACT

Major depressive disorder is a heterogeneous, multifactorial disorder
characterized by episodes of at least two weeks of duration, in which at least one
of the two central symptoms occurs. These are: 1. Depressive mood with loss of
interest in everyday activities and 2. Absence of the ability to feel pleasure
(anhedonia). These symptoms bring with them mood, cognitive and physiological
disorders and in the most severe cases, they can be associated with suicidal
behaviors. Although at present the etiology of major depressive disorder is poorly
understood, it has been reported that both the presence of neuroinflammation and
the reduction of adult hippocampal neurogenesis are key events in the
development of this pathology. Current therapies for major depressive disorder
are not focused on these alterations, which could explain the high percentage of
refractoriness to the treatment of patients with this pathology. For this reason, the
use of mesenchymal stem cells (MSCs) has been proposed as a treatment option.
These cells can produce paracrinely a wide variety of therapeutic molecules
including anti-inflammatory molecules and neuroprotective factors, which can
induce neurogenesis.These molecules secreted by MSCs can be recovered from
the cell culture medium and together are called secretome. This work was based
on the evaluation of the antidepressant potential of repeated intranasal
administration of secretome derived from MSC in an animal model of major

depressive disorder established in the bioterium of the Universidad del Desarrollo.
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Overall, data obtained showed that intranasal treatment with secretome derived
from MSC was able to reverse some of the behaviors associated with depressive
states in animals, significantly decreasing the overall score of depression
compared to animals treated with vehicle. At the structural level, the animal model
of depression used did not show alterations in the process of adult hippocampal
neurogenesis but it did show neuroinflammation, evidenced as an increase in
astrocyte density at the level of the hippocampus compared to control animals.
This increase was not observed in animals intranasally treated with secretome,
suggesting an anti-inflammatory effect of the bio-drug. Additionally, it was
observed that the secretome derived from MSC exerted a protective effect on

astrocytes by inhibiting the process of atrophy of their prolongations.

The pre-clinical data obtained suggest that the intranasal administration of
secretome derived from mesenchymal stem cells represents a potentially effective
treatment for reducing depression symptoms in humans and a possible

therapeutic alternative to current treatments for this devastating pathology.
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1. INTRODUCCION

El trastorno depresivo mayor (TDM) es uno de los trastornos mentales mas
comunes e inhabilitantes?. El estudio de carga global de enfermedades, lesiones
y factores de riesgo (GBD) del 2019 muestra que los dos trastornos mentales mas
incapacitantes son el TDM y la ansiedad, ambos clasificados entre las 25
principales causas de carga en salud en todo el mundo?. Después del 2019 y con
el cambio de estilo de vida asociado a la pandemia de COVID-19, el TDM junto
con la ansiedad aumentaron su prevalencia. Este aumento esta asociado con el
confinamiento impuesto para contrarrestar la propagacion del virus, los cierres
del comercio y zonas de recreacion, disminucion del transporte publico y cierre

de escuelas entre otras causas?.

1.1 Definiendo depresion y su nivel de gravedad.

Las causas y los mecanismos fisiopatologicos subyacentes a la depresiéon
no se comprenden completamente!, pero es generalmente aceptado que esta
patologia es el resultado de la compleja interaccion entre factores de riesgo
genéticos, cognitivos, conductuales 'y ambientales que operan
concertadamente®3. Los sintomas clinicos utilizados como criterio diagndéstico
para el TDM, establecidos en el manual diagnéstico estadistico de desérdenes

mentales DSM-5, son de caracter heterogéneo formando tres grandes grupos de



sintomas, estos son: afectivos, cognitivos y neurovegetativos'. Dentro de esta
gran variedad de sintomas y signos utilizados para el diagndstico de este
trastorno hay sintomas considerados centrales, como son el “estado de &nimo
deprimido persistente” y la anhedonia que se define como la “pérdida de interés
o placer en casi todas las actividades”. Mientras que la fatiga, los trastornos del
suefio, la ansiedad, agitacion y culpa, asi como cambios en el apetito, peso
corporal, actividad psicomotora y en la cogniciobn se consideran sintomas
asociados. Cuando no se tratan adecuadamente, estos sintomas pueden
conducir a ideas suicidas y finalmente al suicidio®®.

El TDM se diagnostica clinicamente cuando el paciente presenta al menos
dos semanas con uno o los dos sintomas centrales y/o con uno o varios de los
sintomas asociados descritos anteriormente’ y se caracteriza por episodios
depresivos recurrentes*. De manera practica, se utiliza la caracterizacién de cada
episodio depresivo y se hace mediante el uso de especificadores que definen las
caracteristicas clinicas de cada episodio de TDM*. Por ejemplo, un episodio de
TDM puede tener caracteristicas de angustia con ansiedad, caracteristicas
melancdlicas, caracteristicas psicoticas 0 caracteristicas mixtas (sintomas
maniacos e hipomaniacos). Esta clasificacion por especificadores genera
subtipos de depresion que en la practica clinica ayudan a generar un mejor
tratamiento de la patologia®. A su vez, la gravedad del TDM se determina
mediante una escala de clasificacion de depresion denominada escala de

Hamilton o HAM-D que permite generar un puntaje de depresion que engloba



todas las conductas depresivas. La reduccion del puntaje en esta escala también
se ocupa como criterio de remision. Esta escala es la mas ampliamente utilizada
y el método de medicién aceptado para evaluar efectos en los ensayos clinicos

disefiados para probar la eficacia de farmacos antidepresivos?®.

1.2 Etiologia y fisiopatologia de la depresién.

A pesar de que la etiologia precisa de este desorden permanece poco
comprendida®1°y que el conocimiento preciso del mecanismo celular y molecular
por el cual la depresion se desarrolla es incompleto!'??, se ha ido progresando
en su comprension, siendo detectados como factores desencadenantes de la
enfermedad el estrés y los eventos traumaticos de la vida?!l.

En base a la informacién acumulada obtenida con el estudio de pacientes
con la patologia, se ha llegado a aceptar que un Gnico mecanismo no puede
explicar satisfactoriamente todos los aspectos de la fisiopatologia de la
enfermedad?, razén por la cual coexisten varias hipétesis sobre la fisiopatologia
de la depresion y se utilizan en el marco teérico de la investigacion para el
desarrollo de nuevas alternativas de tratamiento para el TDM?*3. A continuacion,

se detallan las hipétesis que actualmente se manejan.

1.2.1 Hipotesis del déficit de monoaminas.



Esta hipoétesis postula que el TDM se origina por un déficit en la
neurotransmision de las monoaminas (serotonina, noradrenalina y dopamina) en
regiones especificas del cerebro y es avalada por el hallazgo de que los
antidepresivos triciclicos como los inhibidores selectivos de la recaptacion de
serotonina (SSRI), inhibidores de la recaptacion de la noradrenalina (SNRI) y los
inhibidores de la monoamino oxidasa (MAOISs) (involucrada en la eliminacion de
estos neurotransmisores), incrementan los niveles de las monoaminas en el
espacio extrasinaptico, seguido con un retardo de semanas por la reduccién de
los sintomas de la depresion#11, Sin embargo, esta hipoétesis falla en explicar por
gué hay un retardo en el efecto de los farmacos sobre los sintomas depresivos
mientras que la elevacibn de la concentracion extracelular de los

neurotransmisores ocurre en forma mas rapida?.

1.2.2 Hipotesis de la reduccién en la neurogénesis.

Esta hipotesis plantea que el estado depresivo depende de la reduccion
en la neurogénesis adulta. Se ha observado en modelos en roedores que esta
reduccién puede producirse por el estrés cronico y puede restablecerse, al menos
en forma parcial con los farmacos antidepresivos, reduciendo asi los sintomas
conductuales!®. La neurogénesis adulta en condiciones fisiolégicas mantiene la
estructura y funcién hipocampal y es promovida por algunos factores de
crecimiento, entre ellos el factor neurotrépico derivado del cerebro (BDNF) que
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promueve la neuroplasticidad'®. La disminucién de BDNF también esta asociada
al desarrollo de los sintomas de tipo depresivo en roedores, ya que estudios
preclinicos muestran que varias formas de estrés reducen BDNF en el
hipocampo, mientras que el tratamiento crénico con algunos tipos de
antidepresivos incrementa su sefializacion revirtiendo el efecto del estrés'®>. En
suma, los hallazgos antes descritos llevan a plantear la hipétesis de que la
depresion involucra la disminucion de neurotrofinas y por ende la
neuroplasticidad del cerebro adulto®. La disminucién del volumen hipocampal y
de otras regiones del cerebro anterior en un subconjunto de pacientes con TDM*/

también apoya esta hipotesis.

1.2.3 Hipotesis de la neuroinflamacion.

El vinculo entre neuroinflamacién y TDM se evidencia por el hecho de que
algunas patologias que crean una significativa inflamacion del sistema nervioso
central (SNC), como por ejemplo esclerosis multiple, lupus eritematoso sistémico
e injuria cerebral estan asociadas con alta prevalencia de depresiéontt. Asimismo,
los episodios de depresién en pacientes con TDM se caracterizan por un aumento
de las citoquinas pro-inflamatorias tanto de forma central como periférica®. De
hecho, los pacientes con TDM exhiben todas las caracteristicas cardinales de
una respuesta inflamatoria, incluido el aumento de la expresion de citoquinas pro-

inflamatorias (TNF-a e IL-1B) y sus receptores, y el aumento de los niveles de las



proteinas de fase aguda (proteina C reactiva), quimioquinas y moléculas de
adhesion solubles en sangre periférica®, iniciando una combinacién de
respuestas que incluyen hipertermia, nduseas, pérdida del apetito, alteraciones
en el suefio, anhedonia, fatigabilidad y pérdida del interés en el entorno social y
fisico!t16,

Estas citoquinas pro-inflamatorias en el SNC acttan sobre las neuronas,
astrocitos y microglia'®, pudiendo alterar la plasticidad sinaptical® y son
responsables de algunos de los sintomas de comportamiento de tipo depresivo
como son anorexia, aislamiento social y anhedonia?®. La microglia regula la
produccion de citoquinas y el proceso inflamatorio en el cerebro?!. En condiciones
fisiologicas estas células estan involucradas en actividades neurotréficas como la
sinaptogénesis, neurogénesis y la produccion de factores neurotréficos?!, pero si
hay un estrés sostenido y un persistente estimulo pro-inflamatorio en el cerebro,
las microglias responden cambiando a un fenotipo activo y secretando citoquinas
pro-inflamatorias, quimioquinas y sustancias oxidantes que producen dafo
neuronal®l. Asi, estudios sugieren que estas citoquinas pro-inflamatorias
aumentan la expresion del transportador de serotonina (SERT), reduciendo la
disponibilidad de serotonina en el espacio sinaptico?. Este hecho también afecta
al hipocampo ya que se sabe que éste esta altamente inervado con terminales
nerviosas serotoninérgicas y por otro lado, la densidad de receptores para las
citoquinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-2 es mas alta en esta region

cerebral®®>. Por lo tanto, el aumento de citoquinas pro-inflamatorias en el



hipocampo tiene como resultado una importante reduccion en los niveles de
serotonina extracelular en esta area debido al aumento de la actividad de SERT,
lo que provoca una atenuacién de la sefializacion a través de los receptores
serotoninergicos pre y postsinapticos, junto con una disminucién de la expresion
del gen que codifica para BDNF, impactando en varios procesos de
neuroplasticidad, que conducen a las alteraciones asociadas a la depresion?.
Estos fendmenos podrian dar cuenta del comportamiento depresivo y de los
trastornos del estado de &nimo?#25, en conjunto con la atrofia del hipocampo y de
la corteza prefrontal cominmente observada en pacientes con TDM?6,
Diferentes reportes han indicado que citoquinas pro-inflamatorias como IL-
18, TNF-a, IL-6 y PCR (proteina de respuesta de fase aguda) estan
significativamente aumentadas en el plasma de pacientes con TDM?’ en
comparacion a los niveles observados en controles sanos?®2° y que niveles
periféricos de estos marcadores inflamatorios estan directamente asociados con
la severidad de la depresion'®. Lo anterior se condice con los andlisis post-
mortem de tejido cerebral de pacientes con TDM que cometieron suicidio, en
donde se observa un aumento de la activacion de la microglia (marca positiva
para marcador Iba-1)?° en contacto con las paredes de los vasos sanguineos en
la sustancia blanca prefrontal dorsal®® y una reduccién de la densidad glial en
areas del cerebro asociadas con TDM, como son la corteza prefrontal y cingulada,

amigdala e hipocampo®.



1.3 Tratamiento actual para el TDM.

El tratamiento estandar del TDM es en la mayoria de los casos
exclusivamente farmacolégico'®. Sin embargo, se ha reportado que luego de la
monoterapia con un antidepresivo de primera linea la remision ocurre
aproximadamente en el 50% de los pacientes deprimidos que no recibieron
tratamiento previo y so6lo en un 28% de los casos cuando se analiza una
combinacién mas heterogénea de pacientes®.

Los antidepresivos de primera linea son los inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (ISRS, ejemplo fluoxetina). Los ISRS se utilizan
actualmente como tratamientos de primera linea para la depresién debido a sus
perfiles superiores de seguridad y tolerabilidad en comparacion con los
antidepresivos triciclicos (ATC) e inhibidores de la enzima monoamina oxidasa
(IMAO). Se ha postulado que los ISRS podrian también reducir los niveles de
citoquinas pro-inflamatorias de manera indirecta en pacientes deprimidos, ya que
al inhibir la recaptacion de serotonina aumenta su concentracion en el espacio
extracelular y estos niveles relativamente altos pueden inhibir la secrecién de
dichas citoquinas3!. Sin embargo, estos farmacos presentan algunos problemas
como tener una baja efectividad, y la generacion de efectos secundarios que son
pobremente tolerados por algunos pacientes3>3® como ganancia de peso®?,
nauseas, insomnio o disfuncion sexual que pueden comprometer la adherencia

al tratamiento®3. Sumado a lo anterior, se requiere semanas de tratamiento antes



de que los sintomas centrales de la depresion (anhedonia, bajo estado de &nimo)
muestren mejorias’®.

Adicionalmente, se estima que entre el 30-50% de los pacientes con TDM
son refractarios al tratamiento con antidepresivos de primera linea*®, conllevando
a un alto riesgo de suicidio, haciendo urgente que se incremente la busqueda de
nuevos agentes terapéuticos'®. Asi, desde el descubrimiento de los ISRS y ISRN
se han desarrollado varias estrategias para mejorar la eficacia y/o reducir el
tiempo de inicio de su efecto terapéutico!?, que incluyen el aumento de la dosis,
el cambio a otros medicamentos de la misma familia, la introduccion de terapias
combinadas, o el desarrollo de antidepresivos  multiblanco®.
Desafortunadamente, la mayoria de estas estrategias no estan bien establecidas
y las terapias deben probarse en cada paciente en base a prueba y error®?, esto
es en parte debido al hecho de que el diagnéstico de depresion se basa
Unicamente en sintomas de comportamiento y no existen indicadores biolégicos
gue ayuden a seleccionar medicamentos dirigidos a tratar las alteraciones
patoldgicas subyacentes de la enfermedad que caracterizan a los subgrupos de
pacientes?*.

Lo anterior avala la importancia y urgencia de generar investigacion en
busca de nuevos blancos terapéuticos y farmacos para el tratamiento del TDM.
En esta direccion, recientemente se han desarrollado compuestos con blanco
farmacoldgico en otros sistemas de transmision como el sistema glutamatérgico,

con el fin de encontrar agentes antidepresivos de accion rapida, representando



una nueva tendencia en el tratamiento de la depresion®3. Asi, se ha descrito la
esketamina, que corresponde al S-enantiomero de ketamina, un compuesto con
alta afinidad por el receptor N-metil-D-Aspartato (NMDA), que puede ser
administrado en forma de spray nasal, lo que optimiza el paso del farmaco al
cerebro y permite administrarlo en dosis bajas®*. En un estudio clinico fase Il
realizado en pacientes con TDM resistente al tratamiento convencional y con alto
riesgo de suicidio, la esketamina demostrd una eficacia de inicio rapido (entre 24
a 48 horas) y persistente durante 28 dias, administrando el farmaco dos veces
por semana3*. El resultado de este ensayo permitid la aprobacién del uso de
esketamina por parte de la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA) para el tratamiento de la depresion refractaria®*. Sin embargo, este
farmaco tiene efectos secundarios no menores que incluyen el abuso debido a
su potencial adictivo, disociacién, sedacion y desarrollo de dafios cognitivos3®36
junto con un aumento del riesgo de recaida en la ideacion suicida 6. Sumado a
lo anterior, su suspension provoca una rapida recaida en el cuadro depresivo3“.
Por este motivo aun sigue la urgencia por seguir pesquisando potenciales

farmacos para el tratamiento del TDM.

1.4 Citoquinas y TDM.

Las citoquinas son un grupo de proteinas producidas a nivel periférico por células

del sistema inmune como monocitos, macrofagos y linfocitos y en el SNC por
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microglia y astrocitos?!. Estas moléculas regulan la respuesta inmunitaria e
inflamatoria y pueden tener tanto efectos pro-inflamatorios como anti-
inflamatorios®3’. Las citoquinas mas estudiadas en el contexto de la
psiconeuroinmunologia son IL-6, TNF-a, IL-1B y los interferones (IFN), las cuales
tienen un efecto pro-inflamatorio y IL-10 que tiene un efecto anti-inflamatorio®.
Las citoquinas pro-inflamatorias inducen la liberacién de factores inmunes
humorales y la activacién celular. Estos factores inician una comunicacion
bidireccional entre el sistema inmune periférico y el sistema inmune central®3, asi,
una inflamacién que ocurra a nivel periférico puede inducir estados inflamatorios
y aumento de las citoquinas pro-inflamatorias en el SNC?/, generando
neuroinflamaciont. La relacién entre inflamaciéon periférica y la inflamacién
central se da ademas porque las citoquinas pro-inflamatorias periféricas pueden
viajar a través de la barrera hematoencefalica (BBB),(como el plexo coroideo y
los érganos circunventriculares)3® o a través de vias de sefializacion aferentes
como el nervio vago y una vez que llegan al SNC estimulan las neuronas,
astrocitos y microglia®. Al estimular la microglia, estas producen la proteina
guimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), que posteriormente recluta monocitos
hacia las meninges y el parénquima cerebral®®. Cuando el ambiente pro-
inflamatorio supera la capacidad de las citoquinas anti-inflamatorias (por ejemplo
IL-10) de contrarrestar esta sefializacion se establece un ambiente que favorece
el desarrollo de las alteraciones fisiopatologicas que se han asociado con la

depresiontt.
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Se ha reportado que el impacto de las citoquinas pro-inflamatorias a nivel

del SNC ocurre en varios niveles:

Promueven el estrés oxidativo y dafio en las células gliales en corteza
prefrontal y amigdala (regiones relacionadas con las emociones)°.
Actian a nivel de sintesis de neurotransmisores como la serotonina, ya
gue activan la enzima indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) que degrada
el tript6fano, aminoacido precursor de la serotonina, agotando este
neurotransmisor6-38,

Reducen la disponibilidad del cofactor tetrahidrobiopterina (BH4),
esencial para la sintesis de todas las monoaminas'6-3,

Aumentan la expresion y funcion de los transportadores de
monoaminas, lo que potencia la recaptacion de la serotonina que esta
disponible en el espacio sinaptico, reduciendo sus niveles en este
espacio y por lo tanto la sefalizacion mediada por este
neurotransmisori®-38,

Afecta la liberacién de neurotransmisores. Los astrocitos no recaptan
el glutamato, provocando excitoxicidad®8. Este fendémeno se
correlaciona con la anhedonia y la disminucién de la velocidad
psicomotora“®.

Reducen los niveles de factores neurotréficos, en particular BDNF37:3°,

Esto puede afectar la neurogénesis hipocampal adulta y reducir la
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arborizacion del arbol dendritico, lo que incide negativamente en el
aprendizaje y la memoria*L.
- Participan en la autoinmunidad contra receptores de la serotonina y

acetilcolinal6:38,

1.5 Neurogénesis hipocampal adultay TDM.

Neurogénesis hipocampal adulta se refiere al proceso de generacion de
nuevas neuronas y conexiones neuronales en el giro dentado (GD) del
hipocampo (HP)!! a partir de las células madre neuronales presentes en el
cerebro adulto?'4?, Este fenémeno se ha demostrado en el hipocampo de
humanos adultos, pero también en mas de 30 especies de mamiferos#?, siendo
este un proceso esencial para la restauracion de la estructura y funcion
hipocampal®’.

En la neurogénesis, las nuevas neuronas derivan de las células madre
neuronales (NSC) que residen en la zona subgranular (SGZ) del GD del HP*3,
Normalmente las NSCs mantienen su actividad basal; se activan, proliferan y
generan neuronas que migran a la zona granular produciendo las nuevas
neuronas granulares*3, asi nuevas neuronas son generadas continuamente en el
HP4#4, De manera general, la neurogénesis ocurre en tres eventos principales: i)

salida de la quiescencia o activacion de las NSCs: ii) proliferacién de las NSCs,
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diferenciacion a linaje neuronal y sobrevivencia de las nuevas células generadas
y iii) migracién a la capa granular del GD*.

Las NSCs son células multipotentes que se autorenuevan y son
denominadas células precursoras radiales similares a la glia (Radial glia-like
(RGL)), clasificadas como células tipo 1444546, La neurogénesis se inicia con el
primer evento que es la salida de la quiescencia, en el que las NSCs se activan,
se dividen y expanden rapidamente generando un pool de células progenitoras
intermedias denominadas células tipo 2a, que luego dan origen a las células tipo
2b*. En este periodo que tiene una duracién corta de entre 1 a 3 dias, la mayoria
de las células originadas son eliminadas**. Las células que sobreviven pasan al
segundo evento en el cual se diferencian a neuroblastos (células tipo 3) y
prosiguen su crecimiento celular para pasar a ser neuronas inmaduras.
Finalmente, el tercer evento ocurre simultaneamente con el segundo ya que a
medida que van creciendo las neuronas inmaduras van migrando a la zona
granular del GD, para convertirse por Ultimo en neuronas granulares maduras**
(Figura 1A). El proceso completo de neurogénesis toma de 6 a 8 semanas y las
células durante sus fases de desarrollo son identificables por su morfologia y por
marcaje de proteinas especificas que expresan®. Las células RGL expresan el
factor de transcripcion SOX2 y proteina fibrilar glial (GFAP). Las células tipo 2a
mantienen la expresion de GFAP. Las células tipo 2b carecen de GFAP y
expresan factores de transcripcion Prox1 y NeuroD. Los neuroblastos expresan

marcadores de linaje neuronal como doblecortina (DCX)*. Cabe destacar que la
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DCX se empieza a expresar en las células tipo 2b/3 hasta la fase postmitotica de
formacion de dendritas?®, para finalmente dejar de expresarse en la neurona
madura**4®, Finalmente, una vez que la neurona estd madura expresa NeuN*’
(Figura 1B). Esta fase postmitotica dura aproximadamente tres semanas. La
proteina DCX est4 asociada con la diferenciacion neuronal y funcionalmente

ayuda a la maduracién, migracién y sinaptogénesis*®.

A HP
CA1 GD
CA3 ML
. GCL ;
HP  Hipocampo ' FY
GD Giro dentado ~ S o
ML Capa molecular ——p G) — @ \ > /@ ® { =
GCL Capa granular S . ) »
SOZ: Zona subgranua S6zZ Células Célula Célula Neuroblastos ~ Neurona  Neurona
RGL tipo 2a tipo 2b inmadura  madura
B Expresion de —J — — ] =
marcadores moleculares SO0X2 GFAP Prox1 DCX NeuN
GFAP NeuroD

Figura 1. Esquema del proceso de neurogénesis hipocampal adulta. A) Fases de
la maduracion neuronal. B) Esquema cronolégico de la expresion de algunos

marcadores moleculares de las células neuronales segun su estado de diferenciacion.

La supervivencia y el desarrollo de las neuronas en el SNC depende de
una variedad de sefales extracelulares entre las que se encuentran las
neurotrofinas como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y el factor
de crecimiento nervioso (NGF). Estas neurotrofinas son importantes ya que

participan en la proliferacion celular, migracion y diferenciacion fenotipica,
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plasticidad sinptica, integridad estructural de la neurona y en la
neurogénesis*®4°, Son tan importantes que una reduccién en los niveles de
BDNF, como sucede en los pacientes con depresion, puede llevar a defectos en
el mantenimiento y la regeneracion neural, conllevando a las anomalias
estructurales observadas en el cerebro como son la disminucion de los
volimenes del HP y corteza prefrontal (PFC)*849,

Aunqgue los niveles de BDNF se encuentran bajos en pacientes con TDM,
aun no esta claro si la reduccion de BDNF es suficiente para producir sintomas
depresivos®, pero se ha observado que una reduccién de su expresion produce
atrofia y apoptosis de las neuronas del HP y de la PFC y se asocia a la cronicidad

del TDM y a la ausencia de respuesta a la terapia antidepresiva®:.

1.6 Células madre mesenquiméticas (MSCs) y TDM.

Recientemente se ha propuesto que la inflamacién periférica que conlleva
al desarrollo de neuroinflamacién podria explicar el alto porcentaje (30-50%) de
falta de respuesta al tratamiento antidepresivo convencional®*8, sugiriendo que
las alteraciones asociadas a la neuroinflamacion en el TDM podrian ser un buen
blanco terapéutico. Una estrategia terapéutica interesante en este contexto
involucra el uso de células madre. Dentro de los distintos tipos de células madre
adultas, las células madre mesenquimaticas (MSC) se conocen como

“‘guardianes de la inflamacion”. Estas células madre pueden ser obtenidas de
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diferentes tejidos incluyendo médula 6sea, tejido adiposo y cordén umbilical y al
ser precondicionadas con sefiales pro-inflamatorias, producen una gran variedad
de moléculas anti-inflamatorias, por lo que han sido propuestas como una nueva
alternativa terapéutica para el tratamiento de patologias asociadas a
neuroinflamacion, entre ellas la depresién®%°3,

Las MSC tienen una potente actividad inmunomoduladora y secretan altos
niveles de factores neurotroficos, que incluyen BDNF y NGF. Teniendo en cuenta
este aspecto, Tfilin M. y cols aislaron MSC procedentes de médula ésea, las
marcaron y las trasplantaron directamente por inyeccion intracerebroventricular
derecha en un modelo genético de depresion (ratas Flinders). Esta administracion
mejoré el desempefio conductual de los animales en pruebas conductuales
comunmente usadas para evaluar fenotipo depresivo. Los investigadores
observaron migracion de las MSC hacia el GD de los animales con TDM,
fenébmeno que se asoci6é a un aumento de la neurogénesis en estos animales >4,
generando resultados auspiciosos en relacion al potencial uso de las MSC en el
tratamiento del TDM.

Posteriormente, con el objetivo de aumentar la sobrevida de la célula
madre, Kin K y cols encapsularon las MSC y las trasplantaron directamente en el
GD. Estos investigadores corroboraron el aumento de la neurogénesis reportado
por Tfilin y ademéas demostraron la secrecion de factores de crecimiento neuronal
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y BDNF entre otros®.

Si bien, estos estudios han permitido generar la prueba de concepto de que las
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MSC podrian revertir el desarrollo de sintomas depresivos en modelos
preclinicos, la via de administracion utilizada es muy invasiva y potencialmente
riesgosa, lo que limita fuertemente su traslacion a la practica clinica.

Una alternativa para superar esta limitante seria no administrar las células
directamente, sino en su lugar administrar las moléculas que ellas secretan de
forma paracrina, ya que se ha reportado que el efecto terapéutico de estas células
se debe principalmente al amplio repertorio de factores troficos y citoquinas
secretadas, las que exhiben diversas funciones como actividad anti-inflamatoria,
proangiogénica, antiapoptotica y neuroprotectora entre otras®. Estas moléculas
secretadas por las MSC pueden obtenerse cuando las células son cultivadas in
vitro y en su conjunto reciben el nombre de secretoma. Dado el pequefio tamafio
de las moléculas en comparacién a las células vivas, el secretoma puede ser
administrado no invasivamente de forma intranasal para llegar eficientemente al
cerebro®?, haciendo mas sencilla y segura una posible terapia antidepresiva.

Por lo anterior, en esta tesis propusimos evaluar si el secretoma derivado
de MSC precondicionadas in vitro en condiciones pro-inflamatorias, al ser
administrado de manera intranasal en un modelo preclinico de depresion en
ratas, revierte las caracteristicas similares a la depresion instauradas en estos
animales. Dado el potente efecto anti-inflamatorio y neuroprotector del
secretoma®?, esperamos observar un potente efecto terapéutico luego de su

administracion, revirtiendo el déficit de estas moléculas en el cerebro de los
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animales deprimidos y previniendo el dafio neuronal en regiones especificas del

cerebro asociadas a depresion?’.

1.7 Modelos animales utilizados para el estudio del TDM.

Parte importante del avance en la comprension de la fisiopatologia de esta
enfermedad se debe al desarrollo de un nimero creciente de modelos animales
en los cuales se inducen cambios de comportamiento calificados como “sintomas
depresivos™®, alteraciones morfolégicas y alteraciones moleculares
caracteristicas de la enfermedad en respuesta a la exposicién de los animales a
estresores fisicos y/o psicolégicos de manera aguda o cronica. Por ejemplo, en
algunos modelos animales se ha mostrado que situaciones estresantes por un
largo periodo de tiempo reducen el tamafio del hipocampo, un area del cerebro
con un papel central en la formacién de memorias e involucrada en la regulacién
del estado de animo®’. Existe una fuerte relacién entre estrés y el desarrollo de
sintomas depresivos ampliamente documentada en humanos que ha sido la
piedra angular para el desarrollo de estos modelos animales de depresion, los
cuales son vitales para estudiar esta patologia como también para investigar el
potencial antidepresivo de nuevos farmacos®’. Existe un gran nimero de modelos
animales, varios de estos se basan en el estrés cronico que puede ser pre-natal,
peri-natal o inducirse en adultos. Ademas hay modelos basados en otros factores

asociados a la depresion como son la infeccion e inflamacion, dieta alta en
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grasas, administracion de drogas de abuso como alcohol o nicotina y eliminacién
quirdrgica del bulbo olfatorio entre otras®’. A continuacion, se describen algunos

de los modelos animales de TDM més utilizados:

1.7.1 Desesperanza o impotencia aprendida (LH).

En este paradigma, los animales estan expuestos de forma subcronica a
eventos estresantes incontrolables para el animal, como aplicacion de corriente
eléctrica en la cola o patas. Posteriormente, se reintroducen a los animales en el
mismo entorno, pero ahora con la posibilidad de escapar del evento estresante.
La falla para escapar de este evento negativo se califica como conducta de
"iImpotencia” e indica un fenotipo depresivo. En este modelo, los animales
susceptibles muestran un aumento en los niveles de citoquinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-6 y TNF-a%°. Sin embargo, este modelo tiene la desventaja de
tener una baja validez predictiva ya que se ha reportado que tanto la
administracion de farmacos con potencial antidepresivo como farmacos sin
potencial antidepresivo pueden revertir el comportamiento (modelo sensible pero
no especifico), adicionalmente solo el 10-50% de los animales muestran este
comportamiento®® y las hembras aprenden a escapar del estresor con mayor
facilidad que los machos, por lo que muchas de ellas no desarrollan el

comportamiento esperado®%24,
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1.7.2 Estrés de restriccion o inmovilizacién repetida.

En este paradigma el libore movimiento del animal es restringido
colocandolo en un tubo de acrilico o impedido completamente usando una bolsa
plastica inmovilizadora. Esta situacion reduce la percepcién de control conductual
induciendo estrés psicolédgico. Los animales son sometidos a este estrés durante
1-6 horas al dia durante 21 dias consecutivos, por lo que constituye un modelo
de estrés cronico?*. Utilizando este paradigma, los animales desarrollan un
comportamiento tipo depresivo; sin embargo, tiene la desventaja del
acostumbramiento del animal al estresor y posterior desarrollo de insensibilidad

del animal al estrés?4.

1.7.3 Comportamiento depresivo inducido por administracion de

lipopolisacérido (LPS).

En este modelo los animales no son sometidos a estrés, sino que el
modelo se basa en imitar la conducta de malestar o enfermedad en la cual se
reducen las conductas motivadas y capacidad heddnica de los animales durante
un proceso infeccioso. Este modelo es interesante para estudiar la relacion entre
el sistema inmune y los trastornos del animo, pero al no involucrar estrés cronico
la validez del mecanismo inductor es menor que en otros modelos ya que es

menos comparable con lo que ocurre en pacientes deprimidos. Ademas el
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modelo presenta otras limitantes como la resolucion rapida de los sintomas (24
horas), sumado al hecho de que la administracion sistémica de LPS
ocasionalmente produce tolerancia e induce hiperalgesia global, lo que disminuye

la sensibilidad de este paradigma®°.

1.7.4 Estrés cronico moderado impredecible (chronic unpredictable mild

stress, CUMS).

En este paradigma, los roedores reciben un grupo de diferentes estresores
aplicados en una secuencia aleatoria con el objetivo de prevenir que el animal
anticipe el estresor que va a recibir, evitando asi el acostumbramiento y haciendo
mas efectivo el estrés. El protocolo induce un estado depresivo comparable a las
caracteristicas del TDM como son la disminucion en la sensibilidad a la
recompensa y el desarrollo de anhedonia>®,

Dentro de los modelos animales de TDM inducidos por estrés y
anteriormente expuestos, la literatura sugiere que el modelo CUMS es un modelo
qgue tiene alta sensibilidad (capaz de predecir farmacos con potencial
antidepresivo) y especificidad (si el farmaco no tiene efecto antidepresivo la
conducta similar a la depresién no se revierte)*®. Sin embargo, este modelo
también tiene algunas desventajas como son: i) baja reproducibilidad entre
laboratorios para evaluar anhedonia (sintoma central del TDM) con un solo test,
desventaja que se puede superar incluyendo mas de un test que evalle el estado
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hedoénico®® y ii) hay heterogeneidad entre la misma cepa de ratas en cuanto a la
susceptibilidad y respuesta al estrés®!, ya que se estima que hay un 30% de ratas
gue son resilientes®!, lo que puede resolverse aumentando el nimero de
animales a utilizar. Aun asi, este modelo es el mas aceptado y ampliamente
usado debido a que la combinacion de estresores fisicos y psicoldgicos a los que
se exponen los roedores imitan el estrés multifactorial que enfrentan los seres
humanos, lo que hace a este modelo un modelo mas natural que los otros
modelos disponibles?? y ampliamente validado para identificar nuevos blancos
terapelticos®, ya que: i) se desarrolla bajo situaciones de estrés constante,
situacién que se parece al desarrollo de la depresion en el humano (validez
etioldgica), ii) posee similitud en el fenotipo conductual y sintomas clinicos
(validez facial), iii) presenta atenuacién de los sintomas en el caso de testeo de
un farmaco con potencial antidepresivo, y no se ve afectado si el farmaco es
ineficaz (validez predictiva) y iv) posee bases neurobiolégicas similares (validez
de constructo)®’-%1. Razén por la cual en esta investigacion seleccionamos este
modelo para evaluar el potencial antidepresivo del secretoma derivado de MSC

precondicionadas.
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2. HIPOTESIS

La administracion intranasal de secretoma derivado de células madre
mesenquimaticas precondicionadas revierte las caracteristicas similares a la
depresion inducidas por estrés moderado cronico impredecible en ratas asociado

a la reduccion de la neuroinflamacion y aumento de la neurogénesis.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la administracion intranasal de secretoma derivado de
células madre mesenquimaticas precondicionadas, en la reversion de la
sintomatologia depresiva y su asociacion con la reduccion de neuroinflamacion y
aumento de la neurogénesis hipocampal adulta en ratas sometidas a estrés
moderado crénico impredecible (CUMS), en comparacion al grupo control sin

estrés.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer un modelo de depresion inducido por estrés moderado crénico
impredecible (CUMS) en ratas.

2. Evaluar y comparar conductas y fenotipo depresivo en ratas sometidas a
CUMS con y sin administracion intranasal de secretoma derivado de MSC
precondicionadas.

3. Evaluar y comparar inflamacion local (corteza prefrontal e hipocampo) en ratas
sometidas a CUMS con y sin administracion intranasal de secretoma derivado de
MSC precondicionadas.

4. Evaluar y comparar neurogénesis hipocampal adulta en ratas sometidas a
CUMS con y sin administracion intranasal de secretoma derivado de MSC

precondicionadas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Establecimiento del modelo de depresion inducido por estrés moderado

cronico e impredecible (CUMS) en ratas.

4.1.1 Animales.

Las ratas albinas Sprague-Dawley (SD) son animales tranquilos, faciles de
manipular y de entrenar, por lo que han sido ampliamente utilizadas en el contexto
de paradigmas conductuales, incluyendo modelos de estrés crénico por
restriccion y de estrés crénico impredecible®?.

Para el desarrollo del modelo de depresion inducido por estrés moderado
cronico impredecible se utilizaron 20 ratas macho Sprague-Dawley de 4 a 5
semanas de edad, con peso promedio de 90 £ 5 gr, adquiridas del Bioterio de la
Pontificia Universidad Catodlica de Chile. Se realiz6 un periodo de adaptacion de
14 dias antes de iniciar el protocolo CUMS establecido. Durante este periodo se
manipularon los animales diariamente, para disminuir el estrés por manipulacion,
acostumbrandolas al olor y la presencia de los investigadores y al contacto con

ellos.

Todos los procedimientos animales y su uso fueron evaluados, aprobados

y supervisados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
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Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad del
Desarrollo, numero de acta de aprobacion 04-2019, codigo del proyecto DCIM-

2019-01.

4.1.2 Alojamiento de los animales.

A la llegada de los animales al bioterio de la Facultad de Medicina-
Universidad del Desarrollo, estos se alojaron en jaulas conforme a la guia para
cuidado y uso de animales de Laboratorio NRC 2010. Los animales se
mantuvieron en condiciones estandar (22°C + 2°C, 60% humedad relativa), ciclo
luz/oscuridad 12h/12h, con dieta estandar para ratas de laboratorio y agua
potable autoclavada a libre disposicién. Al inicio del experimento, solo los
animales que conformaron el grupo control (sin estrés) se alojaron en grupos de
dos, con enriquecimiento ambiental compuesto de conos de cartdn, papel picado
y cilindros rojos de plexiglas. Las ratas que conformaron el grupo CUMS, se

alojaron de forma individual y sin enriqguecimiento ambiental.

4.1.3 Bateria de estresores aplicados para inducir depresion.

En esta investigacion preferimos el desarrollo del modelo preclinico
basado en aplicacién de estresores, por tener una mayor validez patogénica, que

corresponde a las interacciones que determinan la vulnerabilidad y las que
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gatillan un trastorno®3. Esto dado a que, para el caso de los pacientes, el estrés
continuo y cronico se describe como un factor clave que contribuye a gatillar la
enfermedad, asi como a agravar o prolongar sus sintomas?!. El modelo de CUMS
utilizado consistid en aplicar un estresor o una combinacion de dos estresores,
de manera aleatoria, continua, ininterrumpida, crénica e impredecible por varias
semanas, logrando que las ratas desarrollen sintomas similares a la depresién
en humanos. Para escoger un set de estresores dentro del panel de los
estresores descritos en la literatura, nuestros criterios fueron: (i) que sean de facil
ejecucion; (ii) que hayan sido ampliamente reportados en la literatura y (iii) que
se adecuaran a la infraestructura del bioterio de la Facultad de Medicina-
Universidad del Desarrollo. Los estresores escogidos fueron: (a) restriccion de
agua y comida durante 22 horas; (b) jaula inclinada en un dngulo de 30° con viruta
mojada por 22 horas; (c) restriccion de movimiento por 2.5 horas; (d) restriccién
de movimiento por 2.5 h combinado con luz estroboscépica por 2 horas; (€)
amontonamiento social (8 ratas dentro de una sola jaula) por 22 horas y (f)
amontonamiento social combinado con luz estroboscoépica por 7 horas (Figura

2).

28



Inmovilizaciéon Amontonamiento social
+ luz estroboscopica + luz estroboscopica

Deprivacion de
agua comida

Jaula inclinada
+ cama mojada

Protocolo CUMS

[ Inmovilizacion ] [Amontonamiento social}

Figura 2. Panel de estresores utilizados en el procedimiento piloto CUMS para

inducir un estado similar a la depresiéon en humanos.

4.1.4 Pruebas para evaluar conducta tipo depresiva.

Dentro de las pruebas conductuales mas utilizadas para el testeo de
farmacos con potencial antidepresivo, seleccionamos la prueba de preferencia a
la sacarosa por ser considerada la prueba de referencia para evaluar conducta
tipo depresiva en roedores, junto con pruebas complementarias que permitieran
evaluar otros aspectos conductuales asociados a la depresion y que pudiésemos
realizar y adaptar a la infraestructura del bioterio. Para asegurarnos de la
induccion de conductas similares a la depresion en las ratas, realizamos la bateria

de pruebas conductuales antes del inicio de los estresores (semana cero,
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conducta basal) y al terminar el protocolo CUMS de ocho semanas. Las pruebas

de comportamiento se grabaron para su posterior analisis.

4.1.4.1 Pruebas para evaluar cambios en el comportamiento hedonico

El heddnismo o la capacidad de experimentar placer en respuesta a
estimulos que son refuerzos naturales o condicionados, es un elemento clave en
guiar la conducta hacia la obtencion de tales estimulos. La reduccién en la
intensidad relativa de la experiencia de placer frente a estos estimulos o la
incapacidad de experimentarlo se denomina anhedonia, y puede ser evaluado en
animales por la reduccion en conductas determinadas de forma puramente
hedonica. La capacidad heddnica de los animales se evalu6 mediante la prueba
de preferencia a la sacarosa (SPT) y prueba de olfateo de orina de hembra

receptiva (female urine sniffing test, FUST).

4.1.4.1.1 Prueba de preferencia a la sacarosa (sucrose preference test SPT).

Esta prueba evalta el estado heddnico del animal, en este caso la
capacidad de experimentar placer ante el consumo de sustancias azucaradas ya
gue las ratas las prefieren por sobre el agua. La prueba se realizé semanalmente,
el mismo dia de la semana (lunes) y a la misma hora (8:15 am). Para ello se
alojaron las ratas individualmente en la jaula. Una hora antes del inicio de la

prueba se les retird el agua. Se les coloco dos botellas de vidrio previamente
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pesadas: una conteniendo agua autoclavada y la otra conteniendo una solucién
de sacarosa al 1% (Merck) disuelta en agua autoclavada. Media hora después de
colocadas las dos botellas, se intercambiaron de lugar para evitar sesgos en la
preferencia de lugar. Se registro el peso de las dos botellas una hora después de
haber sido colocadas. La preferencia a la sacarosa se calculé como el porcentaje
del liquido total consumido atribuido a la solucion de 1% de sacarosa, de acuerdo

con la siguiente ecuacion®:

SPT% = solucion de sacarosa (g)/ (solucién de sacarosa [g] + agua [g]) x100.

4.1.4.1.2 Test de olfateo de orina de hembra receptiva (female urine sniffing

test, FUST).

Esta prueba evalla la conducta hedonica relacionada con la motivacion
sexual o el comportamiento de busqueda de recompensa sexual o anticipacion
del placer sexual (hedonismo) en roedores®®. La conducta se ve reflejada por la
exploracion del olor de la orina de una hembra sexualmente receptiva . Una hora
antes de la prueba, a las ratas se les coloc6 un aplicador de algodoén estéril en la
tapa de su jaula, doblado en un extremo y sostenido con una cinta adhesiva
transparente para habituar al animal a este objeto extrafio. Pasado una hora se
inicié el procedimiento que constd de tres fases: i) exposicion de la rata al

aplicador de algodén impregnado con agua destilada estéril durante 3 minutos;
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i) 45 minutos sin exposicion al aplicador de algodon; iii) exposicion de la rata al
aplicador de algodén impregnado con una mezcla de orina fresca de ratas
hembra en la fase estro del ciclo estral, durante 3 minutos. Se contabilizo el
tiempo total en segundos que duré la interaccidén con el aplicador de algodén, es
decir, el tiempo que el animal pasa oliendo o mordiendo el algodén impregnado
con la orina como se ha descrito previamente®. Adicionalmente se evalu6 el
tiempo transcurrido entre la exposicion al aplicador de algodoén y el inicio de la

interaccion (tiempo de latencia).

4.1.4.2 Cambios en el comportamiento asociados con alteraciones en la

regulacion emocional

La ansiedad es un estado de alerta inducido sin la presencia de un
estimulo externo, el cual puede manifestarse con conductas de miedo o escape
exageradas. La ansiedad puede evaluarse en roedores en pruebas de campo
abierto, esta induce en los roedores un aumento en las conductas de miedo
(freezing) y de escape como evitar estar expuestos en el centro de la arena y

desplazarse por ella cerca de las paredes (thigmotaxis).

4.1.4.2.1 Prueba de campo abierto (Open field test OF).
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La prueba de OF se realiz6 de manera individual en un campo de madera
de color negro, de 100x100x35 cm, bajo una luz directa tenue de 60-70 lux sobre
el campo. La rata se coloco en el centro del aparato y se dej6 deambular
libremente durante 5 minutos®®. Se calcularon los pardmetros de distancia total
recorrida (en metros), tiempo en el centro (cuanto tiempo estuvo en centro del
aparato) y thigmotaxis (cuantos metros recorrio cercano a las paredes del

aparato). usando el software Any-maze 6.35 video tracking system Stoelting Co.

4.1.4.3 Cambios en el comportamiento relacionados con lafuncion ejecutiva

Una de las posibles alteraciones en los pacientes deprimidos es la apatia,
gue consiste en la disminucién o perdida de interés por las actividades cotidianas
como el autocuidado y el aseo personal®®. De manera comparable el
acicalamiento en roedores es sensible al estrés, la microestructura del
acicalamiento es un comportamiento complejo y etolégicamente rico®’, lo que
permite observar cambios en la calidad de esta conducta cuando se analiza en
detalle. Este analisis observacional de la actividad y patrén de acicalamiento es
muy util para medir ansiedad y los efectos del estrés. Asi por ejemplo, en
situaciones de bajo estrés el acicalamiento ocurre espontaneamente de manera
ininterrumpida siguiendo un patrén cefalocaudal. Sin embargo, bajo situaciones
de estrés este se caracteriza por frecuentes episodios interrumpidos, caoticos y

sin completar su patrén de secuencia®’. También puede aumentar la latencia del
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animal para limpiarse cuando se ensucia el pelaje y haber una disminucion del
tiempo que emplea la rata en limpiar su pelaje®’.Todo lo anterior conlleva a que
con el tiempo haya una reduccion en la calidad del pelaje viéndose desordenado

y/o sucio.

4.1.4.3.1 Prueba de rociado de soluciéon azucarada (Sucrose Splash Test

SST).

Esta prueba evalla la reduccion en la conducta de limpieza o grooming en
los animales sometidos a CUMS. Este es un test conductual farmacoldégicamente
validado y minimamente invasivo que consiste en rociar sobre el pelaje dorsal del
animal sacarosa al 10%°%¢. La sacarosa ensucia el pelaje e induce el
comportamiento de aseo en el animal. La prueba se realiz6 bajo luz roja de 15W.
Se calculé el porcentaje de tiempo empleado en la limpieza y el nUmero de

intentos para realizar la limpieza de su pelaje.

4.1.4.3.2 Evaluacion del estado del pelaje (Status of coat SC).

Esta prueba se relaciona con la calidad de la conducta de acicalamiento
del animal. De manera cuantitativa se evaluaron 8 partes corporales de la rata
gue incluyen cabeza, cuello, capa dorsal, cola, extremidades anteriores,

extremidades posteriores, capa ventral y region genital. La puntuacion se obtuvo
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al dar un valor de cero a una capa limpia y ordenada o de uno a una capa sucia
y/o desordenada en cada una de las 8 partes evaluadas®®. La evaluacion del
pelaje se hizo bajo una lampara de luz blanca, por una persona diferente al
manipulador, en ciego y en cada parte corporal se observo si en esa area el pelaje
tenia manchas rojizas, suciedad y/o con restos de materia fecal, evaluando la
ausencia de estas caracteristicas en la zona con un 0 y su presencia con un 1.
Para obtener el puntaje del estado del pelaje a cada rata, se sumaron los puntajes
de cada area evaluada y este Unico resultado es el puntaje que se registrd. El
puntaje total minimo de cero es obtenido por ratas en perfecto estado de
acicalamiento y limpieza, mientras que un puntaje de 8 indica que la rata tiene el

peor estado de acicalamiento y limpieza posible.

4.1.5 Célculo del tamafio muestral.

Para el experimento donde se establecié el modelo de depresion (objetivo
1), el célculo del tamafio muestral se bas6 en la prueba de preferencia a la
sacarosa (SPT), ya que esta prueba se toma como indicador de anhedonia,
sintoma central de la depresion en humanos y en modelos preclinicos. La
preferencia por la sacarosa del grupo control fue estimada en un rango de 85%-
95% y la de los animales sometidos a CUMS en un rango de 65%-75% con una
desviacion estandar de 10%, valores basados en los descritos en la literatura®®

31, Utilizando el programa G*power 3.1.92 se calculé que el tamario de la muestra
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por grupo es de 7 ratas con un poder de 95% y un a de 0.05. Dado que se ha
reportado heterogeneidad entre la misma cepa de ratas en la susceptibilidad al
estrés, se consideré que hay un 30% de ratas que son resilientes®:. Con este
antecedente, se recalculd el tamafio de la muestra, obteniéndose un n= 10 ratas
por grupo experimental. Dado que desconociamos el porcentaje de resiliencia a
la depresion en los animales, ya que este porcentaje es variable y dependiente
de las condiciones especificas en las que se establece el protocolo quisimos
aegurar un n muestral suficiente para hacer los célculos estadisticos, por lo cual,
decidimos aumentar a 12 el n muestral del grupo CUMS.

El calculo del tamafio muestral para la determinacion de la posible accion
antidepresiva del secretoma (objetivo 2), también se hizo con el programa
G*power 3.1.92., no usando una estimacion sino los valores del rango de los
resultados obtenidos en la prueba de preferencia por la sacarosa en los grupos
control y CUMS obtenidos en nuestro estudio piloto. Asi, el rango de los
resultados obtenidos en el estudio piloto para la preferencia a la sacarosa en el
grupo control fue de 83%- 93% y en el grupo CUMS de 66%-76%, colocamos una
desviacion estandar del 10%, para una prueba estadistica de Anova de una via,
seleccionamos la familia F test, con el tipo de calculo a priori, con la probabilidad
de error tipo uno de 0.05, y una potencia (error tipo B) de 80% o 0.8, nUmero de
grupos 3 (control, vehiculo y secretoma) y un tamafno del efecto grande. Este
efecto también fue tomado de las diferencias previamente vistas en la prueba de

preferencia a la sacarosa, en el estudio piloto. Con estas variables, el tamafio de
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la muestra por grupo fue de 15 ratas y considerando un 30% de resiliencia el
namero de ratas por grupo subio a 20, para un total de 60 ratas. El numero de
ratas en total para este experimento sobrepasaba la capacidad de jaulas en las
salas de mantenimiento de los animales, como también del manejo de un solo
manipulador, por lo que se decidio dividir el experimento en 2 grupos de 30

animales.

4.1.6 Puntaje diseflado para evaluar conducta depresiva (score).

El TDM es una enfermedad compleja caracterizada por la presencia de
varias alteraciones conductuales que incluyen sintomas emocionales,
neurocognitivos y neurovegetativos®. En humanos la evaluacién de la severidad
del estado depresivo considera la desviacion de la normalidad en una serie de
parametros, de acuerdo al manual DSM-5. De forma homologa, propusimos la
generacion de una puntuacién global para evaluar el efecto del protocolo CUMS
en cada animal. Esta puntuacion permitio identificar las ratas afectadas de las no
afectadas o resilientes y también permitid, al igual que pasa en los humanos,
observar que la magnitud y caracteristicas de la respuesta al estrés en cada
animal, bajo una misma situacion, es heterogénea®’°. Por esto, elaboramos un
puntaje o score al cual pondera cada prueba de comportamiento. Para la
generacion de esta puntuacion seleccionamos aquellas pruebas conductuales

mayormente utilizadas en la evaluacion del potencial terapéutico de los farmacos

37



antidepresivos que representan sintomas similares a la depresion como
anhedonia (SPT%), apatia (SC y SST), ansiedad (tiempo en el centro y
thigmotaxis), locomocion (distancia total recorrida) con la prueba de campo
abierto (OF). Luego de estandarizar los resultados por prueba se sumaron los
puntajes, generando una escala de valoracién, que corresponde a una
apreciacion general de cuan desplazado del perfil normal se encuentra el
espectro de conductas evaluadas.

Para su elaboraciéon tomamos el criterio de comportamiento descrito por
Ziv Ardi y cols’, en el cual se determiné un punto de corte o0 CUT-OFF a partir
del grupo control para distinguir individuos afectados y no afectados. Los
resultados de la media 1 desviacion estandar de los comportamientos
evaluados, indican la distribucion de los valores en el contexto de los que tendria
la “poblacién normal”. La escala de valoracion se hizo de 0 a 4, donde cero
representa los valores que estan dentro del promedio + una desviacion estandar,
(poblacion normal) o animales sin cambio de conducta y cuatro el maximo cambio
de conducta en respuesta al estrés. De esta forma, un score de 0 corresponde a
promedio = 1 D.S; 1 corresponde a promedio = 2 D.S, 2 corresponde a promedio
+ 3 D.S, 3 corresponde a promedio + 4 D.S y 4 corresponde a promedio + > 4
D.S. Se analizaron las conductas del grupo control para realizar el puntaje de
%SPT, OF distancia total recorrida, OF indice de thigmotaxis (%), SC y SST. Este
mismo procedimiento de generacion de score, se replicé para determinar los

nuevos intervalos de desviaciones estandar (uno a cuatro) y asi generar el
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puntaje por prueba y a partir de la suma de estos se obtuvo el puntaje globlal de
depresion por rata. El cual nos permitié comparar los tres grupos experimentales:
ratas sin estrés, ratas con estrés tratadas con vehiculo y ratas con estrés tratadas

con secretoma.

4.1.7 Disefo experimental

Para el desarrollo del modelo de depresién inducido por estrés moderado
cronico impredecible se conformaron dos grupos de ratas: control y CUMS con
n=20. Los animales fueron sometidos a 14 dias de adaptacion vy
acostumbramiento a la manipulacion, al pesaje y exposicion a la solucién
azucarada de sacarosa al 1%, esto para evitar el sesgo de la neofobia al inicio
del protocolo de estrés. Los dias 9, 10 y 11 de estos 14 dias de adaptacion se les
hizo las pruebas conductuales, para poder tener una linea base inicial de
comportamiento individual. En adelante el dia 15 desde su llegada sera
denominado el dia cero, de la semana cero, este dia marca el dia de inicio del
protocolo CUMS. En este dia los animales fueron pesados y se les hizo prueba
de preferencia a la sacarosa. El promedio de peso de todas las ratas en el dia
cero fue de 290g * 10. Se calculod la preferencia a la sacarosa. Con estos dos
datos, se separaron los animales de manera balanceada en dos grupos
conformados por ocho ratas para el grupo control y 12 ratas para el grupo CUMS
(Tabla Suplementaria 1). Los animales de este ultimo grupo se sometieron
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durante 8 semanas, sin interrupcién y de manera aleatoria e impredecible a uno
de los seis estresores descritos anteriormente (Tabla Suplementaria 2).
Semanalmente se hizo pesaje corporal y prueba de preferencia a la sacarosa.
Cumplidas las ocho semanas de CUMS se hicieron nuevamente la bateria de

pruebas conductuales y luego se procedi6 a la eutanasia de los animales (Figura

3).
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Figura 3. Disefio experimental del estudio piloto CUMS

4.2 Evaluar y comparar condutas y fenotipo depresivo en ratas sometidas a

CUMS con y sin administraciéon intranasal de secretoma.

40



4.2.1 Produccion y administraciéon intranasal de secretoma derivado de

células madre mesenquimaticas precondicionadas.

4.2.1.1 Aislamiento y expansion de células madre mesenquimaticas

derivadas de tejido adiposo humano (hAD-MSCs).

Las hAD-MSCs fueron aisladas de muestras de tejido adiposo subcutaneo
fresco, de la regién abdominal, obtenido mediante liposuccién cosmética en la
Clinica Alemana de Santiago, previa firma de consentimiento informado. Todos
los protocolos fueron aprobados por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina Clinica Alemana-Universidad del Desarrollo.

Obtenida la muestra, se procesaron alicuotas de 200 ml de grasa. Para
ello el tejido adiposo se cortd en trozos pequefios con tijera y se lavd dos veces
con un volumen equivalente de solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Se
incubo la muestra con 3 mg/ml de colagenasa tipo 1l (Gibco, Grand Island, NY)
en PBS, durante 30 minutos a 37°C y agitacidn constante para permitir la
degradacion de la matriz extracelular del tejido. Se agregd un volumen de suero
fetal bovino (FBS) al 10% (Gibco, Auckland, NZ) para neutralizar la colagenasa.
La mezcla se centrifugé a 400 g durante 10 minutos y se eliminé el sobrenadante.
El sedimento celular se resuspendié en medio esencial minimo (a-MEM) (Gibco,
Auckland, NZ) suplementado con FBS al 10% y 0,16 mg/ml de gentamicina

(Laboratorio Sanderson, Santiago, Chile). Se contaron las células, se sembraron
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en placas T-175 (Falcon) a una densidad de 7000 células/cm? y se cultivaron a
37°C en una atmosfera con 5% de CO2. Cuando las células alcanzaron el 90%
de confluencia, se despegaron con tripsina al 0,25%, EDTA 2,65 mM (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), se centrifugaron a 400g durante 10 minutos y se
subcultivaron dos veces sembrando en cada oportunidad una densidad de 7000

células/cm?.

4.2.1.2 Caracterizacion de las hAD-MSCs.

Después de dos subcultivos, las células se caracterizaron en base a los
criterios minimos establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(ISCT)”? que incluye: (a) adherencia al plastico; (b) potencial de diferenciacion
adipogénico y osteogénico y (c) presencia de marcadores de superficie putativos
de MSC y ausencia de marcadores de superficie caracteristicos de otros linajes
celulares. Para evaluar el potencial de diferenciacion de las MSC las células se
incubaron con medios de diferenciacion adipogénico compuesto por a-MEM
suplementado con FBS al 10%, dexametasona 1 pM (Sigma-Aldrich) y
rosiglitazona 10 yM (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI) durante 15 dias o
medios de diferenciacion osteogénico compuestos por a-MEM suplementado con
FBS al 10%, dexametasona 0,1 uM (Sigma-Aldrich), ascorbato-2-fosfato 50 ug/ml
(Sigma-Aldrich) y beta-glicerol fosfato 10 mM (Sigma-Aldrich) durante 21 dias. En

ambos casos, el medio conteniendo los estimulos de diferenciacion se reemplazé
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cada tres dias. Para evaluar diferenciacion adipogénica, los cultivos se tifieron
con Oil Red-O (Sigma-Aldrich). Para evaluar diferenciacion osteogénica, los
cultivos fueron fijados con 10% de etanol y tefiido con Rojo-S Alizarin (Sigma-
Aldrich) como se describié previamente’. Un grupo de células cultivadas durante
los mismos tiempos, pero en ausencia de estimulos de diferenciacion fue utilizado
como grupo control.

La inmunofenotipificacion se realiz6 mediante analisis por citometria de
flujo después de la inmunotincion de 50.000 MSC con anticuerpos monoclonales
contra los marcadores putativos de MSC humano que incluyen CD29 (conjugado
con FITC, clon TS2/16), CD13 (conjugado con FITC, clon WM-15), CD105
(conjugado con PE, clon SN6), CD73 (conjugado con PE, clon AD2) y CD90
(conjugado con PE, clon 5E10), o marcadores caracteristicos de otros linajes
celulares: CD235a (conjugado con APC, clon HIR2), CD31 (conjugado con APC,
clon WM-59 ), y CD45 (APC-conjugado, clon 2D1) como se describio
anteriormente’®. Todos los anticuerpos se adquirieron de eBioscience (San
Diego, CA). Como control se utilizaron anticuerpos isotipos conjugados con los
mismos fluoroéforos. Las células fueron adquiridas en un citémetro de flujo Cyan

ADP (Dako).

4.2.1.3 Precondicionamiento de AD-MSC y obtencion de secretoma.
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Las hAD-MSCs derivadas de tejido adiposo humano (pasaje 3) con un
70% de confluencia fueron precondicionadas incubandolas en medio esencial
minimo (a-MEM Gibco, Gran Island, NY) suplementado con SFB al 10%
(HyClone, South Logan, UT) més 10 ng/ml de TNF- a y 15 ng/ml de IFN-y (R&D
System, Minneapolis, MN) durante 40 horas. Después del precondicionamiento
las células se lavaron tres veces con PBS y se incubaron durante 48 horas con
a-MEM sin rojo fenol y sin FBS. Se ha descrito previamente, que esta estrategia
de precondicionamiento aumenta fuertemente la produccién de factores anti-
inflamatorios comparados con las hAD-MSC no precondicionadas®3. Cumplido el
tiempo, el medio de cultivo condicionado (secretoma) se recolecto y se centrifugd
a 400g durante 10 minutos para eliminar células enteras. Se recuperd el
sobrenadante y se centrifugé a 5000g durante 10 minutos para eliminar restos
celulares. Se ha descrito previamente que este proceso de centrifugacion
diferencial reduce la contaminacion del secretoma con proteinas liberadas por la
ruptura de las células®2. Finalmente, el secretoma fue filtrado en filtros de pirinola
de 0.22 um. El secretoma se concentré 30 veces (v/v) utilizando filtros de 3 KDa
(Millipore, Carrigtwohill CO). La concentracion de proteinas fue determinada con
el kit de BCA (Thermo Scientific, Walthan, MA). El secretoma fue alicuotado y
congelado a -80°C hasta su uso.

Para evitar variaciones relacionadas a los diferentes procesos de
produccion de secretoma entre los diferentes lotes, la produccion del secretoma

para nuestro experimento, se hizo en un solo lote, en cantidad suficiente, con
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células provenientes de un anico donante. Con respecto a la eleccion del
donante, se revisé su historia clinica para corroborar que de no tuviese alguna
patologia relacionada con la depresion u otra condicion psiquiatrica.

Una vez obtenido el secretoma, el ARN total de las hAD-MSC
precondionadas se purificé usando Trizol (Invitrogen, Grand Island, NY). Como
control, se aislé el ARN de hAD-MSC sin precondicionamiento. Se usd un
microgramo de ARN total para realizar la transcripcion reversa con transcriptasa
reversa MMLV (Invitrogen) y partidores oligo-dT. Se realizaron reacciones de
PCR en tiempo real para amplificar los factores neuroprotectores BDNF, NGF,
bFGF y VEGF-a y los factores anti-inflamatorios IL-10, IL-5, TSG-6 e indolamina
2-3 dioxigenasa (IDO) usando el kit SYBERGreen (Roche, Indianapolis, IN) en un
termociclador Light-Cycler 1.5 (Roche). Las cuantificaciones relativas se
realizaron por el método AACT. El nivel de ARNm de cada gen blanco se
normalizé en comparacién al nivel de ARNm del gen GAPDH de la misma
muestra.

El Centro de Medicina Regenerativa cuenta con la descripcién protéica
completa del secretoma obtenido de MSC derivadas de tejido adiposo de 4
donantes con y sin precondicionamiento determinado por espectrometria de

masa en el Centro de Protedmica de la Universidad de Queensland, Australia.

4.2.1.4 Administracion intranasal de secretoma derivado de MSC o vehiculo.
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La administracion intranasal de secretoma o vehiculo se hizo bajo
anestesia inducida por hidrato de cloral (280mg/kg, i.p.). Luego de la
administracion del hidrato de cloral se coloc6 al animal en su jaula hasta que
estuviera completamente sedado, para posteriormente colocarlo en posicion
supina, en una superficie plana y sobre una plantilla térmica. Se administro a los
animales 160ul de secretoma derivado de 1x10° hAD-MSCs precondicionadas,
conteniendo 25ug de proteinas totales (Grupo CUMS+secretoma) o 160ul de
solucién salina (Grupo CUMS+vehiculo). Con una pipeta de 20ul y a 1-2
milimetros de la fosa nasal se administré6 20ul de secretoma (Figura 4). Esta
gota fue absorbida por la rata. Cinco minutos después, en la otra fosa nasal, se
administré esta misma cantidad y se siguié el mismo procedimiento hasta
terminar la dosis de secretoma. Cada fosa nasal recibié 80ul de secretoma o

vehiculo.

Figura 4. Procedimiento de administracion intranasal de secretoma o vehiculo. En

la foto se muestra la posicidn supina y el ligero levantamiento de la cabeza de la rata
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para administrar en la fosa nasal el secretoma o suero fisiolégico (vehiculo), segun

corresponda.

4.2.1.5 Disefio experimental para la evaluacion de conductas y fenotipo

depresivo en ratas sometidas a CUMS y tratadas con secretoma o vehiculo.

Todos los procedimientos animales y su uso, para esta fase del
experimento, también fueron evaluados, aprobados y supervisados por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la
Facultad de Medicina de la Universidad del Desarrollo, nUmero de acta de
aprobacion 08-2019, cédigo del proyecto DCIM-2019-01.

Luego de dos semanas de adaptacion, los animales fueron sometidos a
un protocolo experimental de 11 semanas de CUMS sin interrupcion (Tabla
Suplementaria 3). Durante las uUltimas 3 semanas de CUMS se administr6 cuatro
dosis intranasales de secretoma o vehiculo a espacios regulares de 5 dias. Como
se menciond anteriormente, el nimero de ratas se dividié en dos grupos de 30
ratas. En cada linea de tiempo se replicé el experimento de manera similar. Se
conformaron tres grupos experimentales: 1) Grupo Control: ratas no sometidas al
protocolo de CUMS; 2) Grupo CUMS + V: ratas sometidas a 11 semanas de
protocolo CUMS con administraciones intranasales de 4 dosis de NaCl 0.9%
como vehiculoy 3) Grupo CUMS + S: ratas sometidas a 11 semanas de protocolo

CUMS con administraciones intranasales de 4 dosis de secretoma.
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En este nuevo disefio experimental se repitié el procedimiento que se
siguié en el establecimiento del modelo, incluyendo 14 dias de habituacion,
manipulacion y set inicial de pruebas conductuales, separacion balanceada de
dos grupos iniciales: Grupo control (n=10) y grupo CUMS (n=20), segun peso
corporal y prueba de preferencia a la sacarosa. (Tablas Suplementarias 4 para el
primer grupo y 5 para el segundo grupo). Semanalmente se realizo la prueba de
preferencia a la sacarosa y pesaje corporal. En la semana 8 (dia 57 del protocolo
CUMS), se hicieron las pruebas conductuales y las ratas sometidas a CUMS se
separaron de forma balanceada, segun peso y preferencia a la sacarosa, en dos
grupos: CUMS + V y CUMS + S. Este mismo dia se administro la primera dosis
de NaCl al 0.9% o secretoma respectivamente. Los dias 64, 71y 74 de CUMSse
administraron las 3 dosis restantes. Los dias 76 y 77 se realizaron las pruebas

conductuales y el dia 78 se hizo la eutanasia de los animales (Figura 5).
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Figura 5. Disefio experimental para la evaluacion del potencial antidepresivo del

secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas.

4.3. Determinacién de inflamacién local (corteza prefrontal e hipocampo) en
ratas sometidas a CUMS tratadas con administracion intranasal de

secretoma o vehiculo.

Una vez finalizado todos los experimentos conductuales, las ratas fueron
anestesiadas por inhalacion de vapores de sevoflurano (Baxter, Chile) y
perfundidas con 100 ml de una solucién de perfusibn compuesta de dextrosa
0.4% (Merck), cloruro de sodio 0.8% (Merck) y sacarosa 0.8% (Merck) durante
20 minutos. Se extrajo el cerebro y rapidamente se separaron los dos hemisferios,
uno de ellos se fij6 en paraformaldehido al 4% (Merck), mientras que el otro

hemisferio se diseccion6 sobre hielo, y se obtuvo la corteza prefrontal (PFC) e
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hipocampo (HP), las que fueron rapidamente congeladas en nitrégeno liquido y
almacenadas a -80°C hasta su procesamiento para medicién de niveles de
expresion de citoquinas inflamatorias.

La seleccion de las 9 muestras para cuantificar los niveles de expresion
con citoquinas se hizo de manera aleatoria, colocando las 12 muestras del grupo
control y las 11 muestras de los animales tratados con vehiculo o secretoma en
un programa llamado generador aleatorio de listas. Los primeros 9 numeros
identificadores de animales cada grupo experimental que aparecieron en esta
lista fueron los seleccionados. Las muestras congeladas de HP y CPF, se
utilizaron para cuantificar niveles de expresion de las citoquinas pro-inflamatorias
IL-6, IL-1B y TNF-a. Brevemente, 50ug de CPF o de HP fueron recibidos en un
tubo con 500ul de Trizol (Invitrogen, Grand Island, NY), se homogenizo y se aislo
el ARN total siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la retrotanscripcién,
se usO 1lug de ARN total, transcriptasa inversa MMLV (Invitrogen) y partidores
oligo-dT. Las reacciones de qPCR se realizaron en un volumen final de 10ul que
contenia: 50ng de mezcla ADNc, Light Cycler-DNA Master SYBER Green
(Roche, Indianapolis, IN), MgCI2 3mM y 0,5uM de los partidores para amplificar
los factores pro-inflamatorios TNF-a, IL-18 e IL-6, utilizando un termociclador
Light-Cycler 1.5 (Roche). Para garantizar que los amplicones se generaran a
partir de ARNm y no de ADN gendmico, se incluyeron controles sin transcriptasa
reversa durante la reaccion de transcripcion reversa. Se uso el analisis de la curva

de fusion para asegurar que solo se amplificaba un producto durante la reaccion.
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Las cuantificaciones relativas se realizaron por el método AACT. El nivel de
ARNmM de cada gen blanco se normalizo referido a los niveles de ARNm del gen
GAPDH de la misma muestra.

La seleccién de las 6 muestras para cuantificar los astrocitos y las
microglias e hizo de manera aleatoria, colocando las 12 muestras del grupo
control y las 11 muestras de los animales tratados con vehiculo o secretoma en
un programa llamado generador aleatorio de listas. Los primeros 6 ndmeros
identificadores de animales de cada grupo experimental que aparecian en esta
lista fueron los seleccionados. Las muestras fijadas en paraformaldehido al 4%
se utilizaron para evaluar inflamacién local en el hipocampo observando la
activacion de astrocitos y microglia por medio del doble marcaje con anticuerpos
anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein) y anti-lba-1 (ionized calcium binding
adaptor molecule 1) respectivamente. Para esto, el hemisferio cerebral fijado se
cortd en un criostato haciendo cortes coronales de 30um de espesor entre el
Bregma -2.8 y 3.8. Se analizaron seis cortes de hipocampo (HP) por cada grupo
de ratas. Los cortes se mantuvieron a -20°C hasta el momento de la
inmunotincion. Antes de realizar los marcajes, los cortes de cerebro se dejaron a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Para el doble marcaje de GFAP e Iba-
1, los cortes de hipocampo primero fueron bloqueados a temperatura ambiente
por una hora con suero normal de cabra (NGS) al 10% suplementado con
albumina de suero bovino (BSA) y triton al 0,3% preparado en PBS, y luego se

incubd con el anticuerpo policlonal de conejo anti-Iba-1 (1:400, Wako Pure Chem.
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Ind., Japdn) y anticuerpo monoclonal de raton anti-GFAP (1:500, Sigma-Aldrich)
durante la noche a 4°C. Después de enjuagar tres veces con PBS-Triton al 0,1%,
los cortes se incubaron con un anticuerpo anti-ratdbn de burro Alexa Fluor-488
(1:500, ThermoFisher) y un anticuerpo anti-conejo de burro Alexa Fluor-594
(1:400, ThermoFisher) a temperatura ambiente durante dos horas. Después de
enjuagar tres veces con TBS-Tween al 0,1%, las muestras se incubaron con DAPI
(1:300, Sigma-Aldrich) y las imagenes se adquirieron utilizando un microscopio
confocal de barrido laser Spectral C2+. Se escanearon tres sitios del estrato
radiatum de la region CA1l del HP. Se determiné la longitud de los procesos

primarios de los atrocitos junto con densidad de astrocitos y de microglia.

4.4 Evaluaciéon de neurogénesis hipocampal adulta en ratas sometidas a

CUMS con administracién intranasal de secretoma o vehiculo.

Se evalud neurogénesis hipocampal adulta determinando los niveles de
expresion de los factores inductores de neurogénesis BDNF y NGF en muestras
de hipocampo y mediante cuantificacion de precursores neuronales en el giro
dentado del hipocampo con tincion de inmunohistofluorescencia de doblecortina
(DCX) y Ki67 (doble marcaje) y marcaje unico para neuronas maduras (NeuN)

mediante microscopia confocal.
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Los niveles de expresion de BDNF y NGF se determinaron siguiendo el
mismo protocolo de RT-gPCR que se utilizé para medir los niveles de expresion
de las citoquinas pro-inflamatorias descrito anteriormente.

La evaluacion de la neurogénesis hipocampal adulta también se realiz6 a
partir del hemisferio cerebral fijado en paraformaldehido al 4% y se trataron las
muestras de la misma manera que el doble marcaje de GFAP e Iba-1 hasta el
paso de la solucion de bloqueo. Para el marcaje unico de NeuN, las secciones
del hipocampo se bloguearon con suero fetal bovino al 5% en buffer TBS Tween
al 0,1% a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se incubaron con
anticuerpo anti-NeuN de raton (1:100, Sigma-Aldrich, clon A60) durante toda la
noche a 4°C. Después de enjuagar tres veces con TBS-Tween al 0,1%, las
secciones se incubaron con un anticuerpo secundario de cabra anti-raton
conjugado con Alexa Fluor-555 (1:300, Cell Signaling) a temperatura ambiente
durante 2 horas. Después de enjuagar tres veces con TBS-Tween 0,1%, las
muestras se incubaron con DAPI (1:100, Sigma-Aldrich) para tincion nuclear y las
imagenes se adquirieron utilizando un microscopio confocal de barrido laser
Spectral C2+. Las células NeuN-positivas y DAPI-total se contaron por separado
usando el software Image J (National Institutes of Health). El nUmero de células
NeuN+ en el giro dentado se determiné6 mediante la proporcion de células
positivas para NeuN con respecto al total de células.

Para el marcaje doble con doblecortina (DCX) y Ki-67 las secciones de HP

se bloguearon con suero bovino fetal al 5% en buffer TBS-Tween al 0,1% a
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temperatura ambiente durante 1 hora y luego se incubaron con anticuerpo anti-
DCX de ratdn (1:50, Santa Cruz) y anticuerpo anti-Ki67 de conejo (1:100, Abcam)
durante toda la noche a 4°C. Después de enjuagar tres veces con TBS-Tween al
0,1%, las secciones se incubaron con un anticuerpo secundario de burro anti-
raton conjugado con Alexa Fluor-488 (1:300, Thermo Fisher) y un anticuerpo
secundario de burro anti-conejo conjugado con Alexa Fluor-594 (1:300, Thermo
Fisher) a temperatura ambiente por 2 horas. Después de enjuagar tres veces con
TBS-Tween al 0,1%, las muestras se incubaron con DAPI (1:100, Sigma-Aldrich).
Las imagenes se adquirieron utilizando un microscopio confocal de barrido laser
Spectral C2+. Las células positivas para DCX y DCX/Ki-67 doblemente marcadas
se contaron por separado utilizando el software Image J. La expresion de DCX
en el giro dentado se determindé mediante la proporcién de células positivas para
DCX con respecto al total de células positivas para NeuN. La expresion de Ki67
(marcador de proliferacién) en el giro dentado del hipocampo se determind
mediante la proporcion de células positivas DCX/Ki-67 doblemente marcadas con
respecto al total de células positivas para DCX. Se escaneé completamente el
giro dentado del hipocampo para contar el nimero de células DCX y células

positivas DCX/Ki67 doblemente tefidas.

54



5. RESULTADOS

En esta seccion, primero se presentan los resultados del modelo piloto de
trastorno depresivo mayor realizado con el fin de establecer en nuestro bioterio
un modelo CUMS caracterizado. En segunda instancia se presentan los
resultados de la evaluacién del potencial antidepresivo del secretoma derivado

de hAD-MSC precondicionadas.

5.1. Resultados del experimento piloto de trastorno depresivo mayor

inducido por CUMS en ratas.

5.1.1 Caracteristicas conductuales.

5.1.1.1 Cambios en el peso corporal de los animales.

Los animales de los grupos control y CUMS comenzaron el experimento
con la misma edad y peso. Sin embargo, a partir de la segunda semana del
protocolo de estrés, los animales del grupo CUMS mostraron una reduccién
significativa en la ganancia acumulada de peso corporal comparado con el grupo
control, esta diferencia se mantuvo durante las 8 semanas de exposicion al

protocolo CUMS (Figura 6).
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Figura 6. Ganancia acumulativa de peso. Las ratas sometidas al protocolo CUMS
durante ocho semanas ganaron menos peso a lo largo del tiempo en comparacion a los
animales control sin estrés. Este efecto fue significativo desde la segunda semana.
Control n=7, CUMS n=10. Los resultados son expresados como media + SEM. ANOVA

de dos vias. Fisher's LSD post-hoc ****p<0.0001 vs control.

5.1.1.2. Cambios en el comportamiento heddénico, prueba de preferencia a

la sacarosa al 1% (PS)

Se observdé que los animales expuestos a 8 semanas de CUMS
presentaron una reduccion significativa en el porcentaje de consumo de la
solucion de sacarosa comparado con el grupo de control (Figura 7), indicando
gue el protocolo de estrés aplicado durante 8 semanas fue eficiente en inducir un

estado anhedodnico en los animales.
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Figura 7. Porcentaje de preferencia a la sacarosa a las ocho semanas de CUMS.
Las ratas sometidas a CUMS durante ocho semanas disminuyeron significativamente el
consumo de sacarosa al 1% en comparacion al consumo de sacarosa de los animales
control sin estrés. Control n=7, CUMS n=10. Los resultados son expresados como media

+ SEM. t-test con correccion de Welch ***p<0.0001 vs control.

5.1.1.3 Cambios en el comportamiento relacionados con la funcién

ejecutiva, estado del pelaje y rociado de sacarosa al 10%.

Luego de ocho semanas de CUMS las ratas mostraron un estado de pelaje
significativamente deteriorado (sucio y/o desordenado), evidenciado por una
puntuacién mas alta en la evaluacion de la prueba de estado de pelaje (SC) en
comparacion a los animales control (Figura 8A). Por otro lado, con respecto a la
respuesta de induccion de acicalamiento por rociar sobre la capa dorsal de su
pelaje sacarosa al 10%, esta conducta no se vio afectada en los animales

sometidos a CUMS en comparacion a los animales control (Figura 8B).
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Figura 8. Cambios en el comportamiento relacionado con las funciones ejecutivas
a las ocho semanas de CUMS. A) En la evaluacién del estado del pelaje en ratas
sometidas a CUMS se observd un deterioro significativo en su autocuidado diario en
comparacion a la conducta de los animales control sin estrés. ***p<0.0003 vs control
Mann-Whitney test. B) El porcentaje de tiempo empleado por las ratas sometidas a
CUMS para limpiar su pelaje cuando se indujo la conducta de limpieza mediante el rocio
del pelaje con una solucion de sacarosa al 10% no se observo alterado en comparacion
a ratas control sin estrés. Mann-Whitney test. Los resultados son expresados como

media + SEM. Control n=7, CUMS, n=10.

5.1.1.4 Cambios en el comportamiento asociados con alteraciones en la

regulacion emocional, prueba de campo abierto (Open Field OF)

Cuando se colocaron las ratas CUMS en el campo abierto, los animales
gue habian estado recibiendo estresores diarios durante 8 semanas no mostraron

diferencia en la distancia total recorrida (Figura 9A), ni tampoco mostraron
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diferencia en el indice de thigmotaxis (Figura 9B) en comparacion a los animales

control sin estrés.
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Figura 9. Evaluacion de alteraciones en la regulacién emocional en ratas
sometidas a las 8 semanas de CUMS. A) En la medicién de la distancia total recorrida
en la prueba de campo abierto no hubo diferencia entre los animales sometidos a CUMS
y los animales control sin estrés. B) No se observaron diferencias en la evaluacién de
thigmotaxis (distancia recorrida cerca de las paredes del campo abierto) entre los
animales sometidos a CUMS y los animales control sin estrés. Los resultados son

expresados como media = SEM. Control n=7, CUMS, n=10. Mann-Whitney test.

5.1.1.5 Elaboracion del puntaje o score y puntuacién global del

comportamiento similar a la depresion.

Para la generacion de esta puntuacion seleccionamos aquellas pruebas
conductuales mayormente utilizadas en la evaluacion del potencial terapéutico de
los farmacos antidepresivos que representan sintomas similares a la depresion

como anhedonia (SPT%), apatia (SC y SST), ansiedad; (tiempo en el centro y
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thigmotaxis), locomocion (distancia total recorrida) con la prueba de campo

abierto (OF). (Tabla 1).

Rata |Grupo|SPT% |OF Dist total| OF Thigmotaxis| SC | SST
R1 1 90 15 14 1 35
R2 2 20 24 24 3 30
R3 2 86 20 20 3 22
R4 2 56 36 31 4 57
R5 2 62 20 19 4 39
R6 1 91 22 22 2 43
R7 2 67 27 26 5 48
R8 1 91 25 22 1 29
R9 2 72 25 22 3 34
R10 2 82 21 17 4 31
R11 2 70 21 21 3 48
R12 1 95 30 29 2 50
R13 2 76 18 17 4 45
R14 1 94 21 21 2 50
R15 2 88 23 22 3 29
R16 2 85 27 23 4 39
R17 1 101 31 26 1 30
R18 1 92 26 26 1 31
R19 2 79 23 22 3 32
R20 1 94 20 20 3 45

Tabla 1. Resultados de los analisis de pruebas conductuales de todas las ratas

del experimento piloto. R=rata, 1= grupo control, 2= grupo CUMS.

A partir de los resultados obtenidos de las pruebas conductuales (Tabla 1),
obtuvimos la media y la desviacién estandar, y calculamos los puntos de corte y

asignamos los puntajes (Tabla 2).
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PST (%) |OF Distancia total (m) |OF Thigmotaxis (m)] SC SST (s)

Media| 935 23.88 225 2.13 41.25

DS 3.5 5.4 4.6 1 8.7
Score Puntos de corte

0 90 - 97 23.88-1848 22.5-271 0-1 41.25-32.55

1 |89.9-865 18.47-13.08 21.2-31.7 2-3 32.54-23.85

2 | 864-83 13.07-7.68 31.8-36.3 4-5 23.84-18.15

3 |828-795 7.67-2.28 36.4-408 6-7 18.14 -6.45

4 <795 <2.27 >40.9 >7 <645

Tabla 2. Valores de media, desviacién estandar (DS) y puntos de corte de las

pruebas conductuales y asignacion del puntaje del experimento piloto.

Basandonos en los puntos de corte de la tabla 2, se asignaron los puntajes
a cada prueba conductual por rata, y se hizo la suma total de estos puntajes,
tanto para el grupo control como para el grupo CUMS (Tabla 3A y 3B, ver
columna designada como puntaje total). En las ratas sometidas a CUMS por ocho
semanas, observamos una respuesta heterogénea, como también observamos
gue las pruebas que aportaron mayor puntaje discriminatorio entre los dos grupos
fueron la SPT % y SC, (Tabla 3B, fila designada como total). Con este puntaje
eliminamos del analisis a las ratas CUMS resilientes (puntaje total similar al
obtenido por una rata del grupo control) y ratas del grupo control que presentaban
rasgos similares a la depresion (puntaje similar o cercano al puntaje total mas
bajo de una rata sometida a CUMS). En el grupo control (Tabla 3A) retiramos a
la rata 1 ; puntaje 3) y en el grupo CUMS (Tabla 3B) retiramos a la rata 15 y

ratalé puntaje 2 y 4 respectivamente. Calculamos en porcentaje el equivalente
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del retiro de estas ratas lo que corresponde al 13% para las ratas del grupo control
gue presentan signos depresivos y a 17% de las ratas del grupo CUMS que son

resilientes al estado depresivo.

A
Rata (Grupo| SPT% | SC |OF Dist. Total Thigmotaxig SST |Score total
1 1 1 0 1 1 0 3
6 1 0 1 0 0 0 1
8 1 0 0 0 0 1 1
12 1 0 1 0 0 0 1
14 1 0 1 0 0 0 1
17 1 0 0 0 0 1 1
18 1 0 0 0 0 1 1
20 1 0 1 0 0 0 1
Media 0.125 |0.125 0.125 0.125 0.375 1.29
B
Rata | Grupo |[SPT%| SC |OF Dist. Total | Thigmotaxis| SST |Score total
2 2 4 1 0 0 1 6
3 2 2 1 0 0 2 6
4 2 4 2 0 0 0 6
5 2 4 2 0 0 0 6
7 2 4 2 0 0 0 6
9 2 4 1 0 0 0 5
10 2 3 2 0 1 0 6
11 2 4 1 0 0 0 5
13 2 4 4 1 1 0 10
15 2 1 1 0 0 0 2
16 2 2 2 0 0 0 4
19 2 4 1 0 0 1 6
Media 333 | 1.66 0.166 0.166 0.33 5.66

Tabla 3. Puntaje parcial y total por prueba conductual de todas las ratas del
experimento piloto alas ocho semanas. A) Grupo control sin estrés. B) Grupo CUMS.

1= grupo control, 2= grupo CUMS.

Aplicado el puntaje a los dos grupos de ratas control y CUMS, observamos
un aumento significativo en el puntaje del comportamiento similar a la depresion

62



en los animales sometidos a CUMS comparado con los animales control sin
CUMS (Figura 10), esto nos indic6 que el panel de estresores utilizados durante

ocho semanas indujo un estado depresivo en el modelo piloto propuesto.

129
* KKK

Puntaje total estado depresivo

Control CUMS

Figura 10. Comparacion del puntaje total entre el grupo control sin estrés y el
grupo de ratas sometidas a CUMS a las ocho semanas. En la comparacion de los
puntajes obtenidos entre el grupo control con el grupo CUMS a las ocho semanas
observamos un aumento significativo en el puntaje obtenido por las ratas sometidas a
CUMS con respecto al grupo control. Los resultados son expresados como media *

SEM. Control n=7, CUMS, n=10. ***p<0.0001 Mann Whitney test.

5.1.2 Efecto del protocolo CUMS en los parametros neuromoleculares.

5.1.2.1 Neurogénesis hipocampal adulta.

Se evalud la neurogenesis hipocampal adulta en el giro dentado del

hipocampo de los animales del modelo piloto. Para esto, utilizamos marcadores
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neuronales que son proteinas expresadas por las neuronas durante su desarrollo
hasta convertirse en neuronas adultas. Se realizaron inmunohistofluorescencia
con anticuerpos anti NeuN (marcador de neurona madura) y doble marcaje anti
DCX (marcador de neurona inmadura) y anti Ki67 (marcador de célula en
proliferacion). Bajo microscopio laser confocal, con lente de 60x, se escane6 todo
el giro dentado del hipocampo y se contaron las células con marcaje positivo:
color rojo NeuN, corresponde a neuronas maduras, color verde DCX corresponde
a neuronas inmaduras y células con doble marcaje verde DCX y color rojo Ki67
corresponden a neuroblastos que se van a diferenciar al linaje neuronal (Figura
11A). Se observo una disminucién significativa en el nimero de neuronas
inmaduras DCX positivas, (Figura 11C) en los animales sometidos a ocho
semanas de CUMS en comparacion a los animales control sin estrés, por el
contrario, no se observaron diferencias significativas en el niamero total de
neuronas maduras (Neu+) (Figura 11B), ni en el niumero de células en
proliferacion en el giro dentado (Figura 11D) (muy cercano a significancia
estadistica) en los animales sometidos a CUMS en comparacion a los animales

control.
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Figura 11. Evaluacién de neurogenesis hipocampal adulta mediante
inmunofluorescencia luego de ocho semanas de CUMS. A) Microfotografias
representativas del giro dentado de ratas del grupo control sin estrés y ratas sometidas
a CUMS durante 8 semanas. Imagenes obtenidas con microscopia laser confocal . Azul:
DAPI tincién de nacleos. Rojo: NeuN tincion de neuronas maduras. Verde: DCX tincién
de neuronas inmaduras. Flechas blancas indican neuronas DCX +. Doble marcaje: Rojo:
Ki67+ / Verde: DCX+ tincion de neuronas en proliferacion. Flechas blancas indican

neuronas con doble tincion: DCX+ Ki67+. Escala de la barra 250 um (magnificacion
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60X). B) No se observo diferencia significativa en el nUmero de neuronas maduras entre
las ratas de grupo control sin estrés y las ratas sometidas a CUMS durante ocho
semanas. p=0.146 vs control, t-test con correccion de Welch. C) Se observé una
reduccion significativa en el numero de neuronas inmaduras DCX positivas en el giro
dentado del hipocampo de las ratas sometidas a CUMS durante 8 semanas en
comparacion a las ratas del grupo control sin estrés *p<0.05 vs control, t-test con
correccion de Welch. D) No se observé diferencia significativa en el nimero de neuronas
en proliferacién entre las ratas del grupo control sin estrés y las ratas sometidas a CUMS
durante 8 semanas. p=0.06 vs control, t-test con correccién de Welch. Los resultados
son expresados como media + SEM. Grupo control n=6, grupo CUMS n=6. NeuN:
proteina neurona especifica. DCX: doblecortina. Ki67: marcador de proliferacion. DAPI:

4’,6-diamidino-2-phenylindole.

Adicionalmente se midi6 el nivel de expresion de BDNF por RT-gPCR en
corteza prefrontal y en hipocampo, ya que este factor neurotréfico es clave en la
induccién del proceso de diferenciacion neuronal al favorecer la generacion y
elongacion de las dendritas’®. Al medir los niveles de expresién de BDNF en
corteza prefrontal e hipocampo no se observaron diferencias significativas entre
ambos grupos experimentales en las dos regiones cerebrales seleccionadas

(Figura 12).

66



N
(=}
1

2.0+

.
W
L

.

ARNm BDNF (U.R)
corteza prefrontal
ARNm BDNF (U.R)
hipocampo
>

o
(5]
1

0.0-
Control CUMS Control CUMS

Figura 12. Niveles de expresion de BDNF en ratas sometidas a CUMS durante ocho
semanas. No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion
relativa de BDNF en A) corteza prefrontal y B) hipocampo de ratas sometidas a 8
semanas de CUMS en comparacion a ratas control sin estrés. Las mediciones fueron
realizadas mediante RT-qPCR y normalizadas a la expresiéon del gen GAPDH.
Resultados son expresados como media + SEM. Grupo control n=6, Grupo CUMS n=8.

Mann-Whitney test. U.R= Unidades relativas.

5.1.2.2 Neuroinflamacioén en corteza prefrontal e hipocampo.

Evaluamos los niveles de expresion de las citoquinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL1B e IL-6 en corteza prefrontal e hipocampo de animales sometidos a 8
semanas de CUMS y animales control. No se observaron diferencias
significativas en los niveles de expresion de estas moléculas entre los dos grupos
experimentales, tanto en corteza prefrontal como en hipocampo (Figura 13).
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Figura 13. Niveles de expresion de citoquinas pro-inflamatorias en corteza
prefrontal e hipocampo en ratas sometidas a CUMS durante ocho semanas. A) No
se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de las citoquinas pro-
inflamatorias TNF-a., IL1p e IL6 en la corteza prefrontal de ratas sometidas a 8 semanas
de CUMS en comparacion a los niveles de estas moléculas en ratas control sin estrés.
B) No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de citoquinas
pro-inflamatorias TNF-a, IL1J e IL6 en el hipocampo de ratas sometidas a 8 semanas de
CUMS en comparacion a los niveles de estas moléculas en ratas control sin estrés. Las
mediciones fueron realizadas mediante RT-gPCR y normalizadas a la expresion del gen
GAPDH. Resultados son expresados como media + SEM. Grupo control n=6, Grupo

CUMS n=8. Mann-Whitney test. (U.R) Unidades relativas

5.2. Evaluacion del potencial antidepresivo del secretoma derivado de

hAD-MSC precondicionadas.
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Una vez instaurado y validado en nuestro bioterio el modelo de trastorno
depresivo mayor en ratas, procedimos a evaluar el potencial terapéutico del
secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas, iniciando su aplicacion
intranasal a las 8 semanas de CUMS. Previamente evaluamos su potencial
antidepresivo midiendo los niveles de expresion en las MSC de las moléculas
anti-inflamatorias y factores neuroprotectores relevantes para el tratamiento de

esta patologia.

5.2.1 Niveles de expresién de citoquinas anti-inflamatorias y factores

neuroprotectores en hAD-MSC precondicionadas.

Se ha reportado que las hAD-MSC producen de manera paracrina una
amplia gama de moléculas terapéuticas y la concentracion de estas moléculas
puede aumentarse precondicionando in vitro las MSC mediante incubacion con
citoquinas proinflamatorias®2. Observamos que al precondicionar las MSC con
TNF-a e IFN-y durante 48 horas estas aumentaron significativamente los niveles
de ARNm de los factores neuroprotectores BDNF, NGF, bFGF y VEGF-a en
comparaciéon con las hAD-MSC no precondicionadas (naive) (Figura 14A). En el
mismo sentido, se observé que los niveles de ARNm de moléculas anti-

inflamatorias como IL-10, IL-5, TSG-6 e IDO también aumentaron
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significativamente en las hAD-MSC precondicionadas en comparacion con las

hAD-MSC no precondicionadas (naive) (Figura 14B).
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Figura 14. El precondicionamiento de hAD-MSC por incubacién con citoquinas
pro-inflamatorias aumenta la expresion de moléculas con potencial terapéutico.
A) Niveles de ARNm de factores neuroprotectores BDNF, NGF, bFGF y VEGF evaluados
mediante RT-gPCR en muestras de MSC obtenidas después de 48 horas de
precondicionamiento con las moléculas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y (AD-MSC
precondicionadas) o vehiculo (hAD-MSCs sin precondicionar). B) Niveles de ARNm de
factores anti-inflamatorios IL-5, IL-10, TSG-6 e IDO evaluados de la misma muestra de
A. Los datos de cada gen blanco fueron normalizados con los niveles de ARNm de el
gen B-actina de la misma muestra. Datos son mostrados como media £+ SEM. n=3 por
condicion experimental. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001 vs hAD-MSC sin

precondicionar (control). Student-T test. U.R= Unidades relativas
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5.2.2 Linea de tiempo del experimento CUMS para la evaluacion del
potencial antidepresivo del secretoma derivado de hAD-MSC

precondicionadas.

Una vez obtenido el secretoma iniciamos el experimento con el modelo
animal, replicando las condiciones experimentales utilizadas en la prueba piloto

(Figura 15).

Inicio CUMS Eutanasia
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“Z" Pruebas conductuales
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Figura 15. Linea de tiempo del experimento CUMS para evaluar el potencial
antidepresivo del secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas. Los
animales se adaptaron a las condiciones ambientales del bioterio dos semanas antes del
inicio del protocolo CUMS. Durante 11 semanas los animales se sometieron a CUMS y
entre la semana 8 y 11 se aplicaron 4 dosis de tratamiento de secretoma o vehiculo. En
la semana 0, 8 y 11 se realizaron las pruebas conductuales. 24 horas después de las

pruebas conductuales de la semana 11 se procedio a la eutanasia.
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5.2.3 Caracteristicas conductuales.

5.2.3.1 Cambios en el peso corporal de los animales.

Como se mencion6 anteriormente, el experimento constaria de 2 grupos
de 30 animales. Debido a dificultades de adquisicion de los animales el primer
grupo de ratas fue de 22 distribuyendose en este grupo en particular 8 ratas para
el grupo control y 14 ratas para ser sometidas a CUMS, las cuales en la semana
8 de CUMS se dividieron en dos grupos de 7 ratas, un grupo para ser tratado con
vehiculo (CUMS + V) y el otro grupo para ser tratado con secretoma (CUMS+S).
El segundo grupo de animales fue de 30 y este grupo se distribuyd en tres grupos
de 10 animales. El total de animales usados para este experimento fue de 52.
Luego de la eliminacién de las ratas resilientes al estrés en los grupos CUMS, se
hicieron los calculos estadisticos.

Al inicio del experimento, 34 animales (excluyendo los animles resilientes)
de la misma edad se pesaron y se separaron de manera balanceada en dos
grupos: n=12 grupo control y n=22 grupo CUMS. Se evaludé la ganancia
acumulativa de peso durante las 11 semanas del experimento, observandose que
a partir de la semana cuatro las ratas sometidas a CUMS tuvieron una ganancia
de peso significativamente menor con respecto a las ratas del grupo control. Este
fendbmeno se mantuvo durante las semanas restantes del protocolo CUMS

(Figura 16).
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Figura 16. Ganancia acumulativa de peso. Las ratas sometidas a CUMS ganaron
menos peso que las ratas del grupo control. Este efecto fue significativo a partir
de la semana cuatro y se mantuvo hasta la semana once. Grupo control n=12,
Grupo CUMS n=22. Los resultados son expresados como media + SEM. ANOVA

con Sidak’s post-hoc ****p<0.0001 vs control.

5.2.3.2 Evaluacion del comportamiento hedénico.

Al finalizar la semana 8 del protocolo CUMS se evalué la preferencia a la
sacarosa. A diferencia de lo observado en el grupo piloto, los animales del grupo
CUMS no disminuyeron significativamente su preferencia por la sacarosa en
comparacion a los animales control sin estrés (Figura 17A). La administracion

intranasal de cuatro dosis de secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas
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no indujo ningln cambio en la preferencia a la sacarosa evaluado en la semana
11 del protocolo CUMS en comparacién a los animales control (Figura 17B).

La otra conducta hedodnica evaluada, es la prueba de FUST. Esta prueba,
debido a dificultades en el suministro del pool de orinas de ratas hembra en fase
estral, debido a las restricciones sanitarias dadas por motivo de la pandemia
COVID-19, no se pudo realizar a los dos grupos de ratas. Razén por la cual el
calculo estadistico para esta prueba esta realizado con un n menor. Cumplida la
semana 8 de protocolo CUMS se observo que las ratas del grupo CUMS no
mostraron una reduccion significativa en el tiempo de exploracion e interaccion
del algodon impregnado con orina en comparacion a las ratas control sin estrés
(Figura 17C). Este efecto en la motivacion sexual tampoco fue significativo en el
grupo CUMS+V vy el grupo CUMS+S después de 11 semanas de protocolo de
estrés comparada con el grupo de control. Sin embargo, se observo que el tiempo
de exploracion del algodon humedecido con orina en los animales CUMS tratados
con secretoma fue mayor en comparacion con los animales CUMS tratados con

vehiculo, aunque este aumento no fué significativo. (Figura 17D).
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Figura 17. Pruebas evaluativas de comportamiento heddnico. A) Al evaluar el
porcentaje de preferencia a la sacarosa de ratas sometidas a CUMS durante 8 semanas
y ratas control sin estrés no se observaron diferencias significativas. Grupo control n=12,
grupo CUMS n=22. Mann-Whitney test. B) Al evaluar el porcentaje de preferencia a la
sacarosa de ratas sometidas a CUMS durante 11 semanas y tratadas con cuatro dosis
intranasales de secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas o vehiculo y ratas
control sin estrés no se observaron diferencias significativas. Grupo control n=12; Grupo
CUMS+Vehiculo n=11 (CUMS+V); Grupo CUMS+secretoma n=11 (CUMS+S). C) Al
evaluar el porcentaje de tiempo acumulado de interaccién con la orina de ratas hembra

en fase estral (FUST) de ratas sometidas a CUMS durante 8 semanas y ratas control sin
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estrés no hubo diferencia entre las ratas sometidas a CUMS con respecto al grupo
control. Grupo control n=7, grupo CUMS n=14. p=0.1566 Mann-Whitney test. D) Al
evaluar el porcentaje de tiempo acumulado de interaccién con la orina de ratas hembra
en fase estral (FUST) de ratas sometidas a CUMS por 11 semanas y tratadas con cuatro
dosis intranasales de secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas o vehiculo y
ratas control sin estrés no se observaron diferencias significativas. Grupo control n=7,
Grupo CUMS+Vehiculo n=7, Grupo CUMS+Secretoma n=7. Los resultados son
expresados como media * SEM. Anova una via. Prueba de Tukey comparaciones

multiples.

5.2.3.3 Cambios en el comportamiento relacionado con la funcién ejecutiva.

Después de 8 semanas de protocolo de estrés, los animales del grupo
CUMS mostraron un estado de pelaje deteriorado, evidenciado por una
puntuacién mas alta en la evaluacién del estado del pelaje en comparacion al
grupo control sin estrés (Figura 18A). Sin embargo, la administracion intranasal
de cuatro dosis de secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas redujo
significativamente la puntuacion del pelaje de los animales estresados cuando se
evaluaron a las 11 semanas, mientras que los animales sometidos a estrés
cronico tratados con vehiculo mantuvieron su puntuacion alta en este mismo
periodo de tiempo (Figura 18B), lo que demuestra que el tratamiento con el
biofarmaco fue eficaz para suprimir las alteraciones en el estado del pelaje
relacionadas con el comportamiento de acicalamiento y otros efectos

perjudiciales del estrés sobre el pelaje.
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La induccion del acicalamiento como respuesta al estimulo de rociado de
solucién de sacarosa en la region dorsal del pelaje, a las 8 semanas de CUMS,
no se vio afectada en su tiempo acumulativo de limpieza durante los primeros
cinco minutos, en comparacion a los animales del grupo control no estresados
(Figura 18C). Explorando la microestructura del acicalamiento, analizamos el
ndamero de episodios de acicalamiento, los animales estresados no mostraron
una diferencia significativa en el nimero de estos eventos de limpieza durante
estos 5 primeros minutos en comparacion a los animales del grupo control sin
estres (Figura 18E). A las 11 semanas de CUMS no se observaron diferencias
en el tiempo acumulativo de limpieza ni en la frecuencia de limpieza,
independientemente de si los animales habian recibido 4 dosis de secretoma o

vehiculo (Figura 18D y 18F, respectivamente).
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Figura 18. Pruebas de comportamiento relacionadas con la funcién ejecutiva. A) Al
evaluar el puntaje general del estado del pelaje de ratas sometidas a CUMS durante
ocho semanas en comparacién a las ratas control sin estrés se observé una diferencia
significativa de puntaje siendo més alto en las ratas sometidas a estrés. Grupo control
n=12, Grupo CUMS = 22. Mann-Whitney test. ****p<0.0001 vs control. B) Al evaluar el
puntaje general del estado del pelaje de ratas sometidas a CUMS durante once semanas
y tratadas con cuatro dosis intranasales de secetoma derivado de hAD-MSC
precondicionadas o vehiculo en comparacion a ratas control sin estrés se observo un
aumento significativo en las ratas del grupo CUMS+V y no hubo diferencia significativa
con las ratas del grupo CUMS+S. Grupo control n=12; Grupo CUMS+Vehiculo n=11

(CUMS+V) Grupo CUMS+Secretoma n=11 (CUMS+S). Kruskal-Wallis test.

78



**+*%p<0.0001 vs control. C) Al evaluar el tiempo acumulativo de acicalamiento de ratas
sometidas a CUMS durante ocho semanas en comparacion a las ratas control sin estrés
no se observé una diferencia significativa. Mann-Whitney test. Grupo control n=8, grupo
CUMS n=14. E) Al evaluar el numero de episodios de acicalamiento de ratas sometidas
a CUMS durante ocho semanas en comparacion a las ratas control sin estrés no se
observé una disminucion significativa. Mann-Whitney test. p=0,09. Grupo control n=8,
grupo CUMS n=7 cada uno. Al evaluar D) tiempo acumulativo de acicalamiento y F)
namero de episodios de acicalamiento de ratas sometidas a CUMS durante 11 semanas
y tratadas con cuatro dosis intranasales de secetoma derivado de hAD-MSC
precondicionadas o vehiculo en comparacion a ratas control sin estrés no se observaron
diferencias significativas. Grupo control n=12; Grupo CUMS+Vehiculo n=11 (CUMS+V);
Grupo CUMS+secretoma n=11 (CUMS+S). ANOVA una via. Prueba de Tukey
comparaciones mdultiples. En todos los casos los resultados son expresados como media

+ SEM.

5.2.3.4 Cambios en el comportamiento asociados con alteraciones en la

regulacion emocional.

Cuando se evaluaron en la prueba de campo abierto, los animales que
habian estado recibiendo estresores diarios durante 8 semanas no mostraron
diferencias significativas en la distancia total recorrida (Figura 19A), ni el tiempo
gue pasaron en el centro (Figura 19E) ni en el indice de thigmotaxis (Figura

19C), en comparacion a los animales control sin estrés. Después de 11 semanas
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de protocolo CUMS, el tiempo total que los animales tratados con vehiculo y
secretoma pasaron en el centro, se redujo significativamente en comparacion con
los animales control no estresados (Figura 19F). En los animales CUMS tratados
con vehiculo, la distancia total recorrida disminuy6 (Figura 19B) y el indice de
thigmotaxis (Figura 19D) aumento, en forma significativa en comparacion con el
grupo control, mientras que los animales a los que se les administré el secretoma
intranasal mostraron una mejoria en ambas conductas, es decir, reduciendo el

comportamiento de thigmotaxis y aumentando la distancia total recorrida.
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Figura 19. Evaluacién del comportamiento asociado a la regulacion emocional. A)
En la evaluacion de la distancia total recorrida en el campo abierto de ratas sometidas a
CUMS durante 8 semanas en comparacién a ratas control sin estrés no se observaron
diferencias significativas, Mann Whitney test. B) En la evaluacién de la distancia total
recorrida de las ratas sometidas a CUMS durante 11 semanas y tratadas con cuatro
dosis intranasales de vehiculo (CUMS+V) en comparacion a las ratas del grupo control
sin estrés, se observo una reduccion significativa en el recorrido total en el campo abierto.
Kruskal-Wallis **p= 0.016 vs control y al comparar el grupo de animales tratados con
cuatro dosis intranaseles de secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas
(CUMS+S) no se observo diferencia. Kruskal-Wallis p=0.06. C) Al evaluar el indice de
thigmotaxis de ratas sometidas a CUMS durante ocho semanas no se observo diferencia
con respecto al grupo control. Kruskal-Wallis p= 0.8227. D) Al evaluar la thigmotaxis a
las 11 semanas de CUMS a los animales tratados con cuatro dosis intranasales vehiculo
vs el grupo control sin estrés aumentaron significativamente la distancia recorrida
cercana a la pared en el campo abierto. Kruskal-Wallis **p=0.002, mientras que el grupo
de animales CUMS tratados con secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas no

se observo diferencia comparado con el grupo control. E) Al evaluar el tiempo
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acumulativo en el centro de ratas sometidas a CUMS por ocho semanas en comparacion
a las ratas control sin estrés no se observaron diferencias significativas. Mann Whitney
test. p>0.999. F) Al evaluar el tiempo acumulativo en el centro de ratas sometidas a
CUMS por once semanas Yy tratadas con cuatro dosis intranasales de secetoma derivado
de hAD-MSC precondicionadas o vehiculo en comparacion al grupo control sin estrés se
observé una disminucion significativa en la permanencia en el centro de los dos grupos
de ratas que recibieron estrés y tratamiento. Kruskal-Wallis **p=0.004 vs control,
***n=0.0003 vs control. Grupo control n=12, Grupo CUMS n=22, Grupo CUMS+Vehiculo

n=11, CUMS+Secretoma n=11. Los resultados son expresados como media + SEM.

5.2.3.5 Puntuacion global del comportamiento similar a la depresion.

Al igual que en el estudio piloto, a partir de los datos obtenidos (Tabla 4)
tomamos los datos del grupo control, calculamos la media y las desviaciones
estandar tanto para la semana 8 como para la semana 11 de CUMS (Tabla 5).
Se determinaron los rangos y se ponderé el score en las mismas pruebas de
comportamiento que se usaron en la instauracion del modelo de CUMS: %
preferencia a la sacarosa, evaluacion del pelaje, tiempo de limpieza del pelaje
(SST), OF con sus tres evaluaciones que incluyen la distancia total, indice
thigmotaxis y tiempo en el centro. Una vez realizado el puntaje se procedio a
eliminar las ratas resilientes. Asi de las 17 ratas del grupo CUMS+V y 17 del
grupo CUMS+S (34 en total) se eliminaron 6 de cada grupo, dando un porcentaje
de resiliencia del 35.3%. De las ratas del grupo control, 18 en total se eliminaron

6, dando un porcentaje de eliminacion del 33%.
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Tabla 4. Datos crudos del experimento realizado para la evaluacién del potencial

control, 2=vehiculo, 3=secretoma.

antidepresivo del secretoma. 1
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36
24
25
26
27
28
29

1

9
10
11
23
32
34

3

4

5

6

7

8
12
15
17
18,

3
15
17
19
25
29

1

2

9
10
11
13
14
16
19,
20

21
22
23
31
32

Rata |Grupo |% Sacarosa 8 sem [EP 8 sem[SST % limpi 8 sem |OF dist total 8 sem |OF thigmo 8 sem |OF tiem centro 8 sem |SCORE TOTAL 8 sem |% Sacarosa S11 |EP 11 sem [SST % limpi 11 sem |OF dist total 11 seff OF thigmo 11 sem|OF tiem centro ]SCORE TOTAL 11 sem
31

Tabla 5. Puntaje global obtenido, alas 8 semanas y 11 semanas, por los animales
sometidos a CUMS en la evaluacion del potencial antidepresivo del secretoma.

Grupo: 1=control, 2= vehiculo, 3=secretoma
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Finalmente, al hacer las comparaciones del puntaje total de depresion
entre grupos, observamos un aumento significativo en el puntaje global de
comportamiento similar a la depresion en animales sometidos a CUMS durante 8
semanas comparados con los animales no estresados (Figura 20A),
indicAndonos que se indujo el estado depresivo esperado y que se podia dar
inicio al tratamiento. Once semanas después del inicio del protocolo CUMS y con
tratamiento en las ultimas tres semanas, los animales tratados con vehiculo
(CUMS+V) mostraron un aumento significativo en la puntuacion de
comportamiento, el que se observé significativamente reducido, aunque no de
manera total, en los animales a los que se les administré intranasalmente
secretoma (CUMS+S) (Figura 20B), lo que sugiere un posible efecto

antidepresivo del biofarmaco.
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Figura 20. Puntaje global de comportamiento similar a la depresion. Se incluyé los
puntajes de %SPT, distancia total recorrida, tiempo acumulativo en el centro, indice de

thigmotaxis en OF, y SC de ratas sometidas a CUMS y de animales control no
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estresados. A) Al evaluar de manera global el puntaje de depresion de ratas sometidas
a CUMS durante 8 semanas antes de inicio de tratamiento y comparandola con el grupo
control se observé una puntuacion significativamente mayor en el comportamiento similar
a la depresion en los animales sometidos a estrés. Grupo control n=12, grupo CUMS
n=22. Mann Whitney test ****p<0.001. B) Al evaluar el puntaje global de depresion de
ratas sometidas CUMS durante 11 semanas y tratadas con cuatro dosis intranasales de
secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas o vehiculo en comparacion al grupo
control sin estrés, se observdé una puntuacién significativamente mayor en las ratas
tratadas con vehiculo (CUMS+V), siendo menos significativa la diferencia en puntuacién
de las ratas tratadas con secretoma (CUMS+S) en comparacion a los animales control
no estresados. Al comparar el grupo de ratas CUMS+V con el grupo de ratas CUMS+S
se observa que hay una disminucion del puntaje depresivo de las ratas tratadas con
secretoma. Grupo control n=12, Grupo CUMS+V n=11; Grupo CUMS+S n=11. Kruskal-
Wallis test ****p<0.0001 vs control, * p= 0.02 vs CUMS+V. Los datos son expresados

como media + SEM.

5.2.3.6 Evaluacion de los niveles de factores pro-inflamatorios en la corteza

frontal y el hipocampo.

Como una aproximacion para evaluar la presencia de neuroinflamacion,
medimos los niveles de ARNm de tres de las principales citoquinas pro-
inflamatorias en la corteza prefrontal y el hipocampo de los animales, once
semanas después del inicio del protocolo CUMS. Los niveles de expresion de IL-

1B, IL-6 y TNF-a no mostraron diferencias significativas entre los animales control
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y sometidos a CUMS en ambas regiones analizadas independientemente de si

habian recibido secretoma o vehiculo (Figura 21A, B, C, D, Ey F).

A . B
- - ° 2_5-
] E_ =
— = 2.04 T 50
& 2 - s 8
29 £ ¢ A
oY — 1.5 e
< o A
-2 S °
E § = 1.0
r t A
< ° =
© g 0.5-
=z
14
< 0.0-
Control CUMS+V CUMS+S Control CUMS+V CUMS+S
C D
6 2.0-
a
. £ . ] "
—_T 5 1.5 .
%S 4 2 * .
= £ n =
fe o* 10
E © . 2
N
=z
xe2| ¢ :
< o . = 0.5
o E
=
x
<C
0 0.0-
Control CUMS+V CUMS+S Control CUMS+V CUMS+S
G H
5- 310-
s .
ZE 4 . g °
325 =
v & 3 & ©1
Zsa 2
= 2
EE 14 " oal
£
=
[+ 4
0- =< 0

Control CUMS+V  CUMS+S Control CUMS+VY  CUMS+S

Figura 21 . Evaluacion de niveles de citoquinas pro-inflamatorias. A,B,C,D,Ey F)
Al evaluar los niveles de expresion de citoquinas pro-inflamatorias IL-1p, IL-6 y TNF-a

determinada por RT-gPCR en corteza prefrontal e hipocampo en ratas sometidas a
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CUMS por once semanas y tratadas con cuatro dosis intranasales de secretoma
derivado de hAD-MSC precondicionadas o vehiculo en comparacién al grupo control sin
estrés no se observaron diferencias significativas. Los niveles de expresion fueron
determinados por el método AACt y normalizado contra la expresion de GAPDH en la
misma muestra. Los resultados son expresados como media + SEM. Grupo control n=9,

Grupo CUMS+V n=9, Grupo CUMS+S n=9. Kruskal-Wallis test.

5.2.3.7 Evaluacion de la densidad astrocitica, densidad microglial y de los

procesos de los astrocitos en la region CA1 del hipocampo.

Las glias responden activamente a una injuria neuronal”® y son
responsables de los cambios inflamatorios y degenerativos en el cerebro,
jugando un rol significativo en la disrupcién de la neuroplasticidad y exacerbacion
de la depresion’®. En respuesta al estrés, los astrocitos se activan e incrementan
su densidad y la expresion de su proteina del citoesqueleto, GFAP'>. Si este
estrés se vuelve crénico, en los astrocitos se genera una atrofia estructural que
se evidencia por la disminucién de la longitud de sus procesos y aumento del
volumen nuclear?477: 78,

Para la evaluacion de la densidad microglial y astrocitica, tomamos 6
muestras de cortes coronales del giro dentado del hipocampo por cada grupo de

ratas sometidas a CUMS durante 11 semanas y se realizé inmunotincién contra
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GFAP e Iba-1, las que fueron analizadas mediante microscopia confocal (Figura

22).

Control CUMS+V CUMS+S

Figura 22. Microfotografias representativas obtenidas con microscopia laser
confocal de la regién CA1l del hipocampo. Se realiz6 inmunotincion en cortes de
hipocampo de ratas del grupo control sin estrés y ratas sometidas a CUMS durante once
semanas y tratadas con cuatro dosis intranasales de secretoma derivado de hAD-MSC
precondicionadas o vehiculo. Azul DAPI tincién de nucleos. GFAP proteina acidica fibrilar
glial (verde). Iba-1 proteina adaptadora de unién a calcio ionizada 1 (rojo). Flechas
blancas sefalan células positivas para marcaje. Escala de la barra 100um (magnificacion

60X).
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A partir de las microfotografias obtenidas con microscopia laser confocal
de la region CA1 (stratum radiatum) del hipocampo se cuantifico el nimero de
astrocitos y microglias para evaluar la densidad de estas glias. En las ratas
sometidas a CUMS vy tratadas con vehiculo o secretoma, no observamos un
aumento en la densidad microglial, pero si se observé un aumento significativo
de la densidad astrocitica en el hipocampo del grupo CUMS al que se administré
vehiculo respecto del grupo control. El tratamiento con cuatro dosis intranasales
de secretoma reviertié este aumento en la densidad astrocitica ya que este grupo
es significativamente diferente al vehiculo y no tiene diferencia con el control
(Figura 23A y B). El aumento en la densidad de astrocitos inducido por el estreés,
podria ser un indicativo de la astrogliosis generada por el estrés continuo’”.
Alteracion que de acuerdo a nuestros resultados es normalizada con el
tratamiento con secretoma. Posteriormente, se analiz6 la longitud de los procesos
astrociticos, para esto empleamos el programa ImageJ con el plugins
neuroanatomy y la opcion SNT (Simple Neurite Tracer). Esta herramienta permite
la reconstruccién tridimensional de los procesos primarios astrociticos.
Observamos que el grupo de ratas estresadas que recibieron el vehiculo
presentaron astrocitos con ramificaciones significativamente mas cortas al
comparar con el grupo control y con el grupo de ratas tratadas con cuatro dosis

de secretoma (Figura 23C).
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Figura 23. Evaluacion estructural de neuroinflamacion en CA1 del hipocampo de
ratas sometidas a CUMS durante once semanas y tratadas con administracion
intranasal de secretoma o vehiculo. A) Al evaluar la densidad de microglias (lba-1
positivas) no se observaron diferencias significativas entre los grupos sometidos a estrés
con y sin administracién intranasal de secretoma respecto a las ratas del grupo control
sin estrés. ANOVA una via. B) Al evaluar la densidad de astrocitos (GFAP positivos)
observamos que en las ratas sometidas a CUMS y tratadas con vehiculo la densidad
astrocitica estd aumentada significativamente con respecto a las ratas del grupo control
y este aumento también es significativo al compararlo con las ratas sometidas a CUMS
y tratadas con secretoma. ANOVA una via, prueba de Tukey comparaciones mdultiples,
**p< 0.005, *p=0.05. C) Al evaluar la longitud de los procesos primarios de los astrocitos
en las ratas del grupo CUMS tratadas con vehiculo se observé que la longitud de sus
ramificaciones eran significativamente mas cortas comparadas con las de las ratas del
grupo control sin estrés. Mientras que no se observaron diferencias significativas en la
longitud de las ramificaciones de los astrocitos de las ratas CUMS tratadas con
secretoma en comparacion con las de las ratas control sin estrés. ANOVA una via,

prueba de Tukey comparaciones mdultiples. **p< 0.01. Los resultados son expresados
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como media £SEM. n=6 por grupo experimental. GFAP: proteina acidica fibrilar de la

glia. Iba-1: proteina adaptadora de unién a calcio ionizada.

5.2.3.8 Evaluacion de neurogénesis hipocampal adulta.

Las neuronas del giro dentado del hipocampo generadas en la adultez son
necesarias para el control del estado de &nimo y un posible blanco de los efectos
neuroconductuales de los antidepresivos®l. En roedores, el estrés no siempre
disminuye la neurogénesis y algunos efectos de los antidepresivos son
independientes de la neurogénesis’®.

Para la evaluacion de la neurogénesis hipocampal adulta, tomamos 6
muestras de cortes coronales del giro dentado del hipocampo por cada grupo de
ratas sometidas a CUMS durante 11 semanas, y se realizé inmunotincién contra
NeuN, DCX y Ki67, las que fueron analizadas mediante microscopia confocal

(Figura 24).
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Secretoma

Figura 24. Microfotografias representativas de neurogénesis hipocampal
obtenidas por microscopialaser confocal del giro dentado. Se realiz6 inmunotincion
en cortes de hipocampo de ratas del grupo control sin estrés y ratas sometidas a CUMS
durante once semanas Yy tratadas con cuatro dosis intranasales de secretoma derivado
de hAD-MSC precondicionadas o vehiculo. Azul DAPI tincién de nucleos. NeuN proteina
especifica de neurona (rojo). DCX neuronas inmaduras (verde). Ki67 marcador de célula
en proliferacion (rojo) y células con doble marcaje (merge) para neuroblastos neuronales.
Flechas blancas sefialan células positivas para marcaje. Flecha roja en DCX vehiculo
indica una célula positiva para DCX y negativa para Ki67. Escala de la barra 250um

(magnificacion 60X).
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Al realizar las cuantificaciones no se observd un aumento significativo en
el nimero de neuronas maduras (NeuN positivo) en el grupo de ratas CUMS que
recibié cuatro dosis de tratamiento con secretoma con respecto al grupo de
control sin estrés (Figura 25A). Para el numero de neuronas inmaduras (DCX
positivas) y neuroblastos neuronales (DCX y Ki67 positivos) tampoco se
observaron diferencias significativas entre ninguno de los grupos experimentales

(Figura 25B y C).
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Figura 25. Cuantificacién de neuronas en el giro dentado del hipocampo de ratas
sometidas a CUMS durante once semanas y tratadas con administracion intranasal
de secretoma o vehiculo. A) Al evaluar el nimero de neuronas maduras (NeuN
positivas) no se observé diferencias significativas de las ratas del grupo CUMS tratadas
con secretoma o vehiculo con respecto a las ratas de grupo control. Kruskal-Wallis
p)0.09. B) Al evaluar el nimero de neuronas inmaduras (DCX positivas) y C) el nUmero
de neuroblastos neuronales (doble marcaje Ki67 positivas + DCX positivas) no hay
diferencias significativas con respecto a las ratas del grupo control sin estrés. Los

resultados son expresados como media =+ SEM. n=6 por grupo experimental. NeuN:
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proteina especifica de neurona. DCX: doblecortina. Ki67: marcador de proliferacion.

DAPI: 4”,6-diamidino-2-phenylindole. Kruskal Wallis test.

Adicionalmente evaluamos los niveles de los factores neurotroficos
asociados a neurogénesis en el hipocampo. De manera similar a lo antes descrito
para las citoquinas proinflamatorias, no observamos cambios inducidos por el
estrés o la administracion de secretoma en los niveles de ARNm de los factores
neuroprotectores BDNF y NGF en el hipocampo después de once semanas de

protocolo de estrés (Figura 26A y B).
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Figura 26. Evaluacion de niveles de factores neurotréficos en el hipocampo. Ay B)
Al evaluar los niveles de expresion de los factores neurotréficos BDNF y NGF
determinado por RT-gPCR en hipocampo de ratas sometidas CUMS por once semanas
y tratadas con cuatro dosis intranasales de secretoma o vehiculo en comparacion a las
ratas del grupo control sin estrés no se observaron diferencias significativas. Los niveles

de expresion fueron determinados por el método AACt y normalizado contra la expresion
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de GAPDH en la misma muestra. Los resultados son expresados como media + SEM.

Grupo control n=9, Grupo CUMS+V n=9, Grupo CUMS+S n=9. Kruskal Wallis test.
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6. DISCUSION

Los modelos animales son fundamentales para ayudar a dilucidar la
neurobiologia humana de la depresién’?, permitiendo estudiar los efectos
fisioldgicos del estrés crénico en el comportamiento®81, Adicionalmente, son una
herramienta clave en la investigacion preclinica de nuevos farmacos con
potencial antidepresivo, permitiendo la identificacion de nuevos sitios de accion
y respuesta al tratamiento®?. Por lo tanto, para evaluar el potencial terapéutico
del secretoma derivado de hAD-MSC como posible nuevo farmaco en el
tratamiento del TDM fue necesario instaurar el modelo CUMS en nuestras
dependencias. La anhedonia es un sintoma central en el TDM y un marcador muy
importante en los animales sometidos a CUMS®?. Sin embargo, se ha descrito
una alta variabilidad en la capacidad de generar anhedonia en los animales
sometidos a CUMS en reportes de diferentes laboratorios®?. El protocolo de
estresores aplicado en nuestro laboratorio fue exitoso en inducir la anhedonia en
el ensayo piloto, en el que los animales fueron sometidos a ocho semanas de
este protocolo CUMS. En este modelo, la anhedonia se evidenci6 como una
reduccion en el porcentaje de consumo de agua con sacarosa en relacion al agua
pura®® en el grupo de animales sometidos a estrés. Junto con este marcador, los
animales sometidos a CUMS mostraron una reduccion significativa del peso
corporal y un marcado deterioro en el estado de su pelaje. Los efectos
observados dan cuenta del éxito del protocolo CUMS en inducir cambios

fisioldgicos y conductuales relacionados con el TDM y coincide con lo informado
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por Congli Hu y colaboradores®®. En nuestros animales no se observaron signos
de ansiedad ni alteraciones en la locomocion, las que si han sido descritas por
otros autores®®. En sintesis, los animales sometidos a CUMS en nuestro ensayo
piloto se caracterizaron por mostrar signos neurovegetativos (disminucion peso
corporal), lo que es comparable a lo observado en algunos pacientes con
depresion®®, ademas de una disminucion en el autocuidado y el aseo,®® lo que
podria ser comparado con la disminucion del comportamiento motivado que se
observa en los pacientes deprimidos®®,

Coincidente con lo descrito previamente’®®?, observamos una gran
heterogeneidad en la respuesta conductual a nivel individual a la aplicacién del
mismo grupo de estresores. Para abordar esta variabilidad individual utilizamos
criterios de corte para las diferentes medidas de comportamiento y asi separar
nuestra muestra de animales en subgrupos (alta, media y baja respuesta al
estrés)’!. Este abordaje es cercano a lo que se hace en la practica clinica, ya que
en pacientes humanos también existe gran variabilidad en la expresién de
sintomas asociados a la depresién’t. De hecho, la presentacién de la depresion
en pacientes humanos se considera una condicién heterogénea tanto clinica
como etiolégicamente® y ademas, es posible identificar subpoblaciones dentro
del universo de pacientes deprimidos a partir de una variable observada. La
identificacion de los subtipos de depresion es relevante para lograr un mejor
manejo clinico®*. Dentro de los subtipos de depresion identificados se encuentran

por ejemplo: la depresion atipica, estacional y melancélica®. De manera similar
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a la heterogeneidad de los sintomas psiquiatricos, también las alteraciones
fisiologicas son variables y los pacientes difieren tanto en los pardmetros que se
ven afectados como en la direccién en que se observa la alteracion®®.

Esta heterogeneidad es dificil de incorporar en un modelo animal. Aunque
se han realizado valiosas contribuciones para avanzar en este sentido®”:8889 a(n
gueda mucho trabajo por hacer para validar modelos animales de subtipos
especificos de depresion. En lugar de utilizar perfiles de subtipos para modelos
de depresién en roedores, el uso de una puntuacién general de depresién permite
incorporar varios parametros de comportamiento, para asi evaluar el éxito del
modelo en su conjunto y el efecto de un posible tratamiento.5®

En nuestros experimentos, el uso de criterios de corte permitié dar un
puntaje individual al animal y asi discriminar el grado de afectacion por el estrés,
mostrando que las puntuaciones mas altas corresponden a los animales con
mayores signos de depresion. Estos criterios de corte permiten sacar del estudio
a aquellos animales sometidos a CUMS que obtuvieron puntaje similar a los
animales del grupo control sin estrés, tomando a estos animales como resilientes
o no respondedores al estrés. Usando este método de clasificacion observamos
una diferencia significativa en el comportamiento de los animales sometidos al
protocolo CUMS con respecto al grupo de animales utilizados como control, lo
gue nos permitié validar el uso de este modelo de TDM en nuestro laboratorio.

En estos animales del grupo piloto que fueron sometidos sélo a 8 semanas

de CUMS, a nivel del SNC observamos una alteracion en la neurogénesis
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hipocampal adulta correspondiente a una disminucion significativa del niumero de
neuronas inmaduras en el giro dentado del hipocampo y también una disminucién
de los neuroblastos presentes en esta area cerebral, que no alcanzé significancia
estadistica (p= 0.06). Esta alteracion en la neurogénesis, aumenta la validez de
nuestro modelo ya que da cuenta de un sustrato de alteraciones bioldgicas que
subyacen a la alteracion del comportamiento que observamos. Hay evidencia que
asocia esta alteracion en el hipocampo con conductas tipo depresiva en animales
como la anhedonia y la ansiedad.®®

El uso de secretoma obtenido a partir de células madre mesenquimaticas
para el tratamiento de patologias neuroinflamatorias®?°3 y neurodegenerativas ha
generado gran interés y un importante volumen de investigacion ya que estas
células secretan de manera paracrina una gran variedad de moléculas con alto
potencial terapéutico que incluyen factores neuroprotectores como bFGF, BDNF,
NGF, VEGF®!, moléculas anti-inflamatorias como IL5, IL10, IDO y TSG6,
moléculas angiogénicas como VEGF y angiopoyetinas y moléculas
antiapoptoticas entre otras®®. Dado que en la mayoria de los casos el efecto
terapéutico esta generado por las moléculas secretadas por las células y no por
las células mismas, se ha sugerido que no es necesario usar la célula completa
para el tratamiento. Ademas, la abundancia de estas moléculas puede
aumentarse sometiendo a las células a un estimulo de precondicionamiento in
vitro®?. Esto hace que sea mas sencillo y seguro una posible terapia para el TDM

ya que el secretoma conteniendo las moléculas terapéuticas puede obtenerse
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facilmente a partir del medio de cultivo de las células y ser administrado no
invasivamente de forma intranasal para llegar eficientemente al cerebro®2.
Adicionalmente, el uso de secretoma permite eliminar ciertos riesgos asociados
a la administracion de células vivas como son la posibilidad de generacién de
trombos, la diferenciacion de las células a estructuras no deseadas o la
proliferacion descontrolada de estas células luego de su administracion.

Para la evaluacion del potencial antidepresivo del secretoma replicamos el
protocolo CUMS utilizado en el experimento piloto. A las ocho semanas de CUMS
evaluamos la induccion del estado depresivo observando que, junto con el
desarrollo de anhedonia evidenciado en este caso por una disminucion
significativa en el tiempo acumulado de interaccidn con la orina de ratas hembra
en fase estral (prueba FUST), a nivel vegetativo hubo una reduccion significativa
del peso corporal y etolégicamente este estado similar a la depresion estuvo
acompafado de signos de ansiedad y deterioro del estado de su pelaje. La
replicacion de estos signos y sintomas similares a la depresion en este grupo de
ratas sometidas a CUMS nos permitié proseguir con la evaluacion del potencial
antidepresivo del secretoma. A las once semanas de protocolo CUMS los datos
mostraron que la administracion intranasal de cuatro dosis de secretoma derivado
de hAD-MSC precondicionadas produjo un efecto beneficioso en la manifestacion
conductual del fenotipo depresivo inducido por el estrés en las ratas macho
adultas, representado por una reduccion significativa en el puntaje global de

depresion.

101



De acuerdo con el razonamiento utilizado para evaluar las ratas en nuestro
piloto, evaluamos las conductas relacionadas con el autocuidado, la ansiedad y
el hedonismo en este grupo de animales. Cuando estos parametros se evaluaron
por separado, la modificacion de los comportamientos por la experiencia de
estrés cronico no fue evidente para todos los comportamientos en todos los
puntos de tiempo evaluados, y lo mismo se observé con respecto a los efectos
del tratamiento con secretoma. Sin embargo, cuando el efecto de cada
comportamiento se tomé como contribuyente a un estado general de depresion,
lo que permite observar efectos aunque los subperfiles varien entre diferentes
animales como es el caso de los pacientes humanos, se observé un efecto solido
en los animales sometidos a estrés cronico, evidenciado por un aumento
significativo del puntaje global de depresion, el que fue revertido por la
administracion intranasal del secretoma. Mas especificamente, el estrés cronico
tuvo un efecto deletéreo en los animales a los que se suministré vehiculo,
mientras que el tratamiento con secretoma redujo de manera general los
comportamientos depresivos inducidos por el estrés.

Si bien en general se acepta la existencia de diferentes subtipos de
depresion en los pacientes, sigue siendo discutible que los diferentes perfiles
puedan estar relacionados con las diferencias en los mecanismos que inducen la
depresion. En humanos, por ejemplo, las alteraciones de las hormonas sexuales,
las enfermedades cronicas y los traumas infantiles son factores distintos que

pueden activar diferentes mecanismos fisiol6gicos*°2. En el presente estudio
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todas las ratas estuvieron expuestas a la misma combinacion de factores
estresantes desarrollando un estado similar a la depresion. Sin embargo, las
diferencias interindividuales en el grado de alteracion de los diferentes
comportamientos podrian explicarse por diferencias genéticas sutiles® y
diferencias en la experiencia de estrés como por ejemplo, ser el primer o el Gltimo
animal en ser manipulado en la aplicacién de un estresor especifico ya que esto
podria estar relacionado con la anticipacion a la experiencia estresante o al
contagio del estrés®. Sin embargo, el estrés redujo consistentemente a través
del tiempo, la ganancia de peso en todos los animales. Este resultado ha sido
indicado como un marcador confiable de efecto del estrés®®, por lo que los
resultados muestran que el protocolo de estrés utilizado fue lo suficientemente
fuerte e indujo un estado similar a la depresion segun lo previsto.

En el presente estudio, pudimos observar un efecto, aunque no fue
significativo, de reversion del comportamiento anheddnico con la administracion
de secretoma. Los animales con estrés crénico a los que se les administré
secretoma intranasal mostraron un aumento en la exploracion del algodon del
olor de la orina en la prueba FUST o de motivacion sexual en comparacion a lo
observado en la semana 8 de CUMS. No asi sucedi6 con la prueba de preferencia
la sacarosa, en la cual no vimos un efecto claro ya que en el grupo tratado con
vehiculo no se observo reduccion a las ocho semanas de estrés, previo al inicio
del tratamiento o a las once semanas una vez terminado el tratamiento. La falta

de efecto de la administracion del secretoma en el consumo de sacarosa
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probablemente se explique porque la preferencia por la sacarosa no se redujo en
los animales CUMS tratados con vehiculo a las ocho semanas (a diferencia de lo
observado en el estudio piloto) ni después de once semanas de estrés continuo.
Otra explicacion posible es que este efecto de disminucion del consumo de la
sacarosa pudo haberse enmascarado debido a que nuestro grupo control sin
estrés en esta ocasion tuvo una menor preferencia por la sacarosa con respecto
al grupo control en el estudio piloto. Si bien el porcentaje de preferencia por
sacarosa es una buena medida de anhedonia, que da cuenta de la induccién de
un estado depresivo, la reduccion en la preferencia por sacarosa a veces es

complicada de replicar®2%8, hecho que fue demostrado por un estudio realizado

por Willner en el 2017 en donde reporta que al menos el 25 % de los laboratorios
gue utilizaron el modelo CUMS para inducir depresion tuvieron problemas para

demostrar la anhedonia mediante el consumo de preferencia por la

sacarosa®?. Por lo anterior, podria considerarse que la medida de preferencia por

la sacarosa como marcador estandar del comportamiento similar a la depresion
no es lo suficientemente robusto®® para ser usado como Unico marcador y
descartar el estado depreseivo en ausencia de una reduccién en la preferencia
por sacarosa. También se podria considerar que, la no reduccién en el consumo
de sacarosa podria explicarse porque en determinadas circunstancias, el estrés
no conlleva a la anhedonia sino que aumenta la motivacion de recompensa y la

sensibilidad a la recompensa®. De hecho, los problemas de consumo de
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alcohol/sustancias y la obesidad estan relacionados con el estrés y (al menos en
teoria) implican una mayor busqueda de recompensa®.

Algo interesante de destacar, es que, en la prueba de motivacion sexual,
el grupo de animales tratados con secretoma mostr0 un aumento en la
exploracion del algodéon humedecido con orina. Este aumento sugiere que es
poco probable que el tratamiento con secretoma interfiera negativamente con la
libido, lo que es prometedor para el uso potencial de este biofarmaco como
antidepresivo en humanos. La actividad sexual también se ha utilizado para
evaluar el comportamiento similar a la anhedonia y se considera una medida de
recompensa natural. Esta medida también tiene validez aparente, dado que
muchos pacientes deprimidos exhiben disfuncién sexual o falta de interés®:. Las
disfunciones sexuales, incluida la disminucion del deseo sexual, son efectos
secundarios informados con frecuencia en tratamiento antidepresivo con algunos
farmacos en humanos, ya que aproximadamente el 63% de los pacientes
deprimidos medicados informan problemas sexuales®. Entre los farmacos
reportados que acompafan a estas alteraciones sexuales se encuentran los
farmacos antidepresivos mas utilizados, en particular los inhibidores selectivos
de la recaptacion de serotonina®’, presentando los hombres una mayor reduccién
del deseo sexual que las mujeres®, lo que hace que el efecto del secretoma sobre
el aumento de la motivacion sexual en ratas macho sea clinicamente relevante.

Adicionalmente, es importante destacar que la administracion intranasal

de secretoma revirtio el deterioro del estado del pelaje, lo cual es un indicador
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importante de su potencial para inducir cambios en la conducta de tipo depresiva.
El deterioro del pelaje se asocia con el comportamiento apéatico®, cuyo
componente ha sido descrito como un indice confiable y bien validado de una
induccién de conducta tipo depresiva % y aumenta la validez aparente en nuestro
modelo de estrés crénico impredecible®®. Ademas de robustecer nuestro modelo,
su reversion del estado deteriorado del pelaje luego de la administracién de
secretoma es prometedor en cuanto a su potencial como psicofarmaco ya que
tiene un efecto similar a lo reportado con el tratamiento con fluoxetina que luego
de tres semanas de tratamiento revirtio significativamente el deterioro del
pelaje®. En la otra prueba conductual relacionada con la apatia, la prueba de
rociado de sacarosa, no se observo la diferencia esperada, esto podria deberse
a varios factores como por ejemplo, que el tiempo de observacion fue corto. De
hecho, los animales del grupo control no habia terminado de limpiarse por
completo a los 5 minutos y también se apreciaba que la microestructura del
acicalamiento no era igual entre los grupos. En un futuro podria disectarse esta
microestructura analizando la duracion de cada evento de limpieza y determinar
si su patrén se limitd a sélo la limpieza facial, por ejemplo. Otro inconveniente que
tuvimos y que probablemnte influy6 en los resultados obtenidos es la cantidad de
solucion de sacarosa dispersada en el lomo del animal, ya que no encontramos
en la literatura un estandar de volumen, por lo que la cantidad de sacarosa

administrada podria haber sido excesiva.
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En la prueba de campo abierto (OFT), la administracion intranasal de
secretoma mitigd el comportamiento depresivo de los animales sometidos a
CUMS, mostrando un potencial ansiolitico del biofarmaco. En estos experimentos
se obtuvieron resultados comparables de la administracion del secretoma a los
gue obtuvieron Song y cols al eliminar el inflamasoma NLRP1, un complejo
proteico de la familia de receptores similares al dominio de oligomerizacion de
nucleétidos (NOD) (NLR) que esté involucrado en la neuroinflamacion. En estos
animales su bloqueo evitdé la induccion de estrés cronico, ansiedad y
anhedonia'®. En el mismo estudio, los autores demostraron que el estrés crénico
podia activar el inflamasoma NLRP1 en el hipocampo. Curiosamente, la
activacion de NLPR1 en respuesta al estrés promovio la liberacion de citoquinas
proinflamatorias IL-1B3, IL-18, IL-6 y TNF-a. Como describimos previamente, el
secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas con TNF-a e IFN-y durante
48 horas, contiene factores neuroprotectores y anti-inflamatorios que podrian
contrarrestar la activacion de NLRP1 inducida por el estrés y por consiguiente
contrarrestar la neuroinflamacion. Esto podria representar un mecanismo
potencial para los efectos antidepresivos del secretoma observados en el modelo
CUMS, que merece una mayor exploracion.

Como se mencion6 anteriormente, la depresion tiene dos sintomas
centrales que pueden presentarse juntos o de forma independiente, como son la
anhedonia y el estado de animo deprimido. En nuestro experimento no se pudo

evidenciar la induccion de anhedonia, pero si las otras conductas relacionadas
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con un estado de animo deprimido, como son un estado apatico (estado del
pelaje), un estado ansioso, (thigmotaxis) y cambios en el peso corporal, las que
fueron atenuadas, excepto en el caso del peso corporal, en mayor o menor grado
con el tratamiento con secretoma.

Abundante evidencia obtenida en los ultimos afios relaciona la inflamacién
con el desarrollo de trastornos mentales como la depresion y sintomas como la
impulsividad, la agresividad y los sentimientos de impotencia, todos ellos
relacionados entre si y asociados positivamente con la inflamacioni®. Por ello,
abordar la respuesta neuroinflamatoria asociada al estrés y a la depresion podria
ser clave para prevenir la ideacion suicida y reducir la mortalidad asociada a la
salud mental de estos pacientes. Ademas, un estado proinflamatorio elevado
(como lo muestran los niveles elevados de proteina C reactiva en pacientes
deprimidos) esta asociado con la resistencia al tratamiento'%?, lo que nuevamente
enfatiza que una mayor investigacion sobre los tratamientos anti-inflamatorios
podria ser una forma novedosa de mejorar los tratamientos para pacientes
deprimidos, particularmente pacientes que no responden a las opciones
actualmente disponibles.

A nivel molecular, no se observaron alteraciones en los niveles de ARNm
de tres de las principales citoquinas proinflamatorias en la corteza prefrontal y el
hipocampo de los animales, ni en los niveles de los factores neuroprotectores
BDNF o NGF en el hipocampo. Sin embargo, mientras los niveles de estos

factores pueden indicar diferentes situaciones ya que es necesario tener en
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cuenta el balance entre las moléculas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, un
marcador inequivoco del desarrollo de neuroinflamacién a nivel del hipocampo
es el hallazgo de alteraciones en el nimero o fenotipo estructural de los
astrocitos. Al hacer la evaluacion estructural de los astrocitos en la region CAl
del hipocampo vimos que en los hipocampos de las ratas sometidas a estrés y
tratadas con vehiculo los astrocitos estaban significativamente aumentados y con
atrofia en sus procesos primarios, lo que es congruente con la respuesta del
proceso de neuroinflamacion®. Mientras que en el grupo que recibié tratamiento
con secretoma no se observaron diferencias significativas en la densidad de
astrocitos ni en el largo de las prolongaciones en comparacion con los animales
del grupo control. Este resultado condice con lo descrito por Campos y cols en su
grupo de investigacion donde vieron que el secretoma (derivado de médula 6sea
humana sin condicionar y aplicado directamente en el giro dentado) increment6
significativamente el nimero y la longitud de los procesos en los astrocitos®!.
Considerando este resultado en los astrocitos, podriamos especular que la
administracion intranasal de secretoma, debido al alto contenido de moléculas
antiinflamatorias, contrarresta el proceso neuroinflamatorio originado por el estrés
en los astrocitos. Un resultado inesperado y dificil de explicar es la ausencia de
cambios en los niveles de expresion de BDNF en nuestros animales, ya que esta
neurotrofina ha demostrado ser relevante en la mediacion de los efectos
antidepresivos de diferentes farmacos®®. Sin embargo, es posible que durante las

tres semanas de tratamiento los niveles de las moléculas neuroprotectoras y
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citoquinas pro-inflamatorias se modificaran so6lo de forma transitoria, no siendo
detectadas con el disefio experimental utilizado. Tampoco se observaron
variaciones significativas a nivel del numero de neuronas maduras o de los
precursores neuronales en el giro dentado del hipocampo en ninguno de los
grupos experimentales estudiados.

Con respecto al perfil de bioseguridad del biofarmaco no observamos un
efecto téxico en general ya que por ejemplo al comparar el grupo de animales a
los que se les aplicé el secretoma con respecto a los animales a los que se les
suministro el vehiculo el peso corporal no se vié afectado, la cantidad en gramos
de consumo de comida y temperatura rectal fueron iguales. En el momento de la
eutanasia se hizo una revision de la estructura macroscoépica del cerebro y
tampoco se observaron cambios.

Finalmente cabe anotar que nuestro estudio presento ciertas limitaciones
entre las cuales destacamos que el nimero total de animales utilizados para el
estudio fue un 13,33% menor al n calculado, lo que puede haber afectado la
significancia estadistica de alguno de los resultados obtenidos. Ademas, hubo
condiciones ambientales no ideales, como fluctuaciones grandes de temperatura
(18°C-26°C) y humedad (hasta un 80%) en el bioterio en los dias de ejecucion de
las pruebas conductuales. Otra limitacion muy importante fue el alojamiento de
las ratas del grupo control, ya que por cuestiones de espacio tuvo que ser
compartido con otras ratas de otros experimentos, evento que conllevo a que

estuvieran expuestas a ruido, olores, transito de investigadores lo que pudo
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sumar un estrés de base e impactar en los resultados de sus pruebas

conductuales.
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7. CONCLUSION

En conjunto, los datos presentados en esta tesis muestran que el tratamiento
intranasal con secretoma derivado de hAD-MSC precondicionadas es capaz de
revertir algunas conductas depresivas y alteraciones estructurales, generando
una reduccion significativa en el puntaje global de depresion y, por lo tanto,
representa un tratamiento potencialmente eficaz para reducir los sintomas de
depresion en humanos. Dado su buen perfil de seguridad y su facilidad de
administracion, es necesario generar mayor investigacion sobre el potencial
terapéutico de este nuevo biofarmaco en el tratamiento de pacientes para los que

actualmente no se dispone de alternativas de tratamiento farmacoldgico eficaces.
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8. TABLAS SUPLEMENTARIAS

Ratas grupo control Ratas grupo CUMS
Rata % Peso OF OF Rata % Peso OF OF
Sacarosa g Total  tiempo Sacarosa g Total tiempo
centro centro

12 62.84 295 32.6 24.3 3 76.74 280 25.4 12.7
17 68.55 274 32.6 24.3 4 62.61 294 32.8 25
18 48.7 280 28.7 20.3 11 58.62 296 22.2 5.6
14 88.19 277 28.3 16.3 16 50.87 283 40.5 19.2
20 86.13 254 30.6 111 19 64.57 295 28.7 16.9

1 87.32 301 20.16 6.9 5 92.56 302 23.3 3.5
92.56 299 27.3 17.4 10 94.28 309 23 13.9
84.44 298 24.1 14.6 2 89.6 295 20.79 16.1

15 85.05 288 31.8 24.9
9 82.46 316 28 27.5
13 87.81 296 28.6 29.5

7 88.3 297 27.8 6.9
Media 77.4 284.75 28.045 16.9 77.78 29592 27.74 16.8
D.S 15.54 16.43 4.25 6.1 14.81 10 55 8.74

Tabla Suplementaria 1. Resultados de las pruebas basales para la separacion de
grupos experimentales en el estudio piloto. La separacién de ratas en dos grupos
balanceados, grupo control y grupo CUMS, se hizo mediante los resultados de
preferencia a la sacarosa, la distancia total recorrida (OF) y tiempo en el centro (OF)

junto con el peso corporal.
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Estresores

Dias de protocolo CUMS

Restriccion de agua y comida 22 h

1,8,14,19,34,40,51,54

Inmobilizacion 2.5 h

3,10,13,17,24,25,27,33,39,43,47,53,56

Jaula inclinada y viruta mojada 22 h

2,6,12,20,26,36,44,50,52,

Luz estroboscépica y amontonamiento social: 7 h

4,9,16,18,21,23,28,46

Amontonamiento social 22 h

5,11,22,35,38,42,48

Luz estroboscoépica 2 h e inmobilizacion 2.5 h

7,15,32,37,41,49,55,57

Tabla Suplementaria 2. Dias de aplicacion de los estresores propuestos al grupos

de ratas experimento piloto.

Duraciéon 8 semanas.

Estresores

Dias de protocolo CUMS

Restriccién de agua y comida 22 h

1,9,16,23,29,36,43,52,62,67,77

Inmobilizaciéon 2.5 h

2,12,15,19,26,30,37,42,46,63

Jaula inclinada y viruta mojada 22 h

3,7,14,21,27,33,41,47,55,60,69,75,

Luz estroboscépica y amontonamiento social: 7 h

4,10,13,17,22,28,32,35,40,49,51,61,66,73

Amontonamiento social 22 h

5,11,18,25,31,38,45,50,58,65,72

Luz estroboscoépica 2 h e inmobilizacion 2.5 h

6,8,24,34,39,44,48,53,59,70

Restriccién de agua 20 h

54

Restriccién de agua y jaula inclinada 16 h

76

Tabla Suplementaria 3. Dias de aplicacion de los estresores a los grupos de ratas

tratadas con vehiculo y tratadas con secretoma. Duraciéon 11 semanas.
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Ratas grupo control Ratas grupo CUMS

Rata % Peso OF OF Rata % Peso OF OF
Sacarosa g Total tiempo Sacarosa g Total tiempo
centro centro
6 50 171  32.15 17.6 1 29.17 216  18.24 16.1
7 49.32 220 27.57 17 3 81.11 192.8 24.68 12.9
78.46 177.6 29.52 23.2 9 80.25 2151 22.40 20.4
12 68.52 191.1 22.43 13.9 10 69.12 183  29.79 15.4
16 79.31 206.4 33.31 25.7 11 66.67 204.8 29.15 14.4
18 82.35 193.8 30.45 21.3 15 75.34 1825 25.74 13.8
31 83.54 176.5 29.86 18.8 17 29.87 192.1 33.07 17
36 58.49 183.5 31.28 27 19 41.03 169  34.27 18.8

23 61.9 212.2 30.19 30.1
25 73.33 1815 27.27 38.8
29 47.5 175.8 35.34 18.2
32 77.78 1731 31.20 34.3
34 71.93 165.2 31.33 28.6

Media 68.75 190 29.57 20.56 61.92 189.47 28.67 21.45
D.S 14.36 16.56 3.37 4.54 18.68 17.67 4.89 8.55

Tabla Suplementaria 4. Resultados de las pruebas basales del primer grupo de
animales del experimento de evaluacion del secretoma. Al igual que en el
experimento piloto se tuvieron en cuenta en la separacién de ratas del grupo control y
del grupo CUMS, en dos grupos balanceados, los resultados de preferencia a la
sacarosa, la distancia total recorrida (OF) y tiempo en el centro (OF) junto con el peso

corporal.
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Ratas grupo control Ratas grupo CUMS

Rata % Peso OF OF Rata % Peso OF OF
Sacaro g Total tiempo Sacaro g Total tiempo
sa centro sa centro

21 75.88 308.8 23.90 14.8 1 78.49 310.5 26.13 21.9
22 56.96 270.7 34.58 35 2 88.13 331 23.72 12.3
23 61.42 299.1 31.12 44 3 90.56 316.6 30.70 17.8
24 61.26 294.2 39.16 24.5 4 63.63 308 27.63 22.4
25 67.96 281.8 35.87 28.1 5 85.57 292.7 25.25 11.8
26 65.55 306 27.30 14.2 6 22.97 299.1 27.20 15.4
27 48.38 312.6 32.34 33.2 7 78 247.3 29.42 11.8
28 73.68 286.1 26.88 13.2 8 83.22 293.7 27.93 24.3

29 77.95 280.2 32.42 23.9 9 64.51 258.5 27.32 8.4
32 77.1 297.8 30.40 24.8 10 69.36 246.4 35.22 24.7
11 71.73 221.1 31.83 21.5

12 71.55 285.8 26.46 14.1

13 85.9 275.4 26.07 12.5

14 53.75 259.8 9.57 12.5

15 58.22 247.7 32.45 20.2

16 47.25 273.1 30.9 23.2

17 79.71 242.2 16.33 7.7

18 75.38 301.4 30.56 14.1

19 63.4 301.5 32.0 12.9

20 87.64 316.1 28.97 14.3
Media 66.614 293.7 31.39 25.57 70.94 281.4 27.28 16.19
D.S 9.77 13.71 4.55 9.97 16.58 30.5 5.75 5.34

Tabla Suplementaria 5. Resultados de las pruebas basales del segundo grupo de
animales del experimento de evaluacion del secretoma. Al igual que en el
experimento piloto se tuvieron en cuenta en la separacion de ratas del grupo control y
del grupo CUMS, en dos grupos balanceados, los resultados de preferencia a la
sacarosa, la distancia total recorrida (OF) y tiempo en el centro (OF) junto con el peso

corporal.
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9. PRODUCTOS GENERADOS DURANTE EL DESARROLLO DE ESTA
TESIS.

Presentacion a congresos nacionales (Jornadas de Investigacion UDD)

2018: Feria de Ciencia e Innovacién UDD, 18 de octubre. Titulo exposicion:
“‘Administracion intranasal de secretoma derivado de células madre
mesenquimaticas normaliza pardmetros bioquimicos y fenotipicos en ratas

expuestas a estrés cronico”. Expositora: Alba Avila.

2019: Feria de Ciencia e Innovacion UDD, 17 de octubre. Titulo
exposicion: “Induccién de conductas depresivas en un modelo animal de

estrés cronico impredecible”. Expositora: Alba Avila.

2020: Feria de Ciencias e Innovacion UDD, 9-13 de noviembre. Titulo de
exposicion: “Caracterizacion conductual y molecular de un modelo pre
clinico de trastorno depresivo mayor (TDM) en ratas para el testeo de un

biofarmaco”. Expositora: Alba Avila.
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Presentacion Congresos Internacionales

2021. International Conference on Neurology and Brain Disorders, Roma lItalia 9
y 10 de septiembre. Titulo de la exposicion: “Intranasal administration of
secretome derived from preconditioned human mesenchymal stem cells reduces
the depressive behavior in a rat model of chronic unpredictable mild stress”.

Expositora: Alba Avila.

Publicaciones Cientificas Asociadas a la Tesis

Antioxidant Biomolecules and Their Potential for the Treatment of Difficult-to-Treat
Depression and Conventional Treatment-Resistant Depression. Riveros ME,
Avila A, Schruers K, Ezquer F. Antioxidants. 2022; 11(3):540.

https://doi.org/10.3390/antiox11030540.

Publicaciones Cientificas en Colaboracién

NGF/TRKA Decrease miR-145-5p Levels in Epithelial Ovarian Cancer Cells.
Garrido MP, Torres |, Avila A, Chnaiderman J, Valenzuela-Valderrama M,
Aramburo J, Orostica L, Duran-Jara E, Lobos-Gonzalez L, Romero C.
International  Journal of Molecular Sciences. 2020; 21(20):7657.

https://doi.org/10.3390/ijms21207657
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