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ABSTRACT

Post-traumatic stress disorder may develop after a stressful event, this
affects military and/or civil population. The biomolecular markers could
be useful for diagnosis and design new drugs, as BNDF that is associated
to other psychiatric pathologies. The main objective of this work was
determinate the serum levels of BNDF in an animal posttraumatic stress
model.

The forced swim model was done in 30 male Wistar rats of 300g, this
model consisted of timing the behavior of afloat, despair and depression
for 15 min at 15°C, this test was done two times with a week difference
(acute stress and chronic stress respectively). After the forced swim test
blood samples were obtained (in both cases), also before the test (basal.)
In this model, the predominated behavior was despair, augmenting in the
chronic stress. The serum levels of BNDF significantly decrease after the
chronic stress.

Our results suggest that the BNDF determination could be useful for
diagnosis, monitoring and probable development new drugs, however,

the effect of drugs on BNDF levels should be studied in animal models.
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RESUMEN

El trastorno de estrés postraumitico se desarrolla tras un evento
estresante, que afecta a la poblacién militar y/o civil. Los marcadores
biomoleculares pueden ser ftiles para el diagnéstico y disefio de nuevos
farmacos, como el BNDF asociado a otras patologias psiquidtricas. El
objetivo del trabajo fue determinar los niveles séricos del BNDF en un
modelo animal de trastorno de estrés postraumatico.

Se desarrollé el modelo de nado forzado en 30 ratas Wistar macho de
300g, el modelo consistié en cronometrar el comportamiento de flote,
desesperacion, y depresion durante 15 min a 15°C, esta prueba se realizé
en dos ocasiones con una diferencia de una semana entre cada prueba
(estrés agudo y estrés cronico respectivamente). Posterior a la prueba de
nado forzado se tomaron muestras de sangre (en ambas ocasiones), asi
como previo a esta prueba (basales).

En este modelo, el comportamiento de desesperacién predomind,
aumentando en el estrés crénico. Los niveles séricos de BNDF
disminuyeron significativamente posterior al estrés crénico.

Nuestros resultados sugieren que la determinacién del BNDF puede
ser util en el diagnodstico, seguimiento y probable desarrollo de nuevos
fairmacos, sin embargo, debe estudiarse en modelos animales el efecto de
los farmacos sobre los niveles del BNDF.

Palabras clave: Trastorno de estrés postraumatico, modelo animal y
BNDF
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INTRODUCCION

El trastorno de estrés postraumatico (TEPT) en la actualidad es
considerado una condicién psiquidtrica resultante de la exposicién
a un evento traumatico.(1,2) Desde el 2013, la Asociacién Ame-
ricana de Psiquiatria establecié los siguientes criterios diagnésti-
cos:(3)
a. Exposicién directa o indirecta al evento traumdtico, con
énfasis en la magnitud extraordinaria del evento.
Sintomas de intrusién.
Conductas de evitacién.
Alteraciones negativas cognitivas y del estado de dnimo.
Alteracién importante del estado de alerta y reactividad.
Duracién de los sintomas mayor a un mes.
g. La alteracion causa malestar clinicamente significativo o
deterioro en lo social, laboral u otras dreas del funcionamiento.
h. Lossintomasno se pueden atribuir alos efectos fisiolégicos
de una sustancia o a otra afeccién médica.

moe oo o

El desarrollo de TEPT estd relacionado al combate por lo que esta
patologia es considerada de relevancia militar, aunque también
puede presentarse en la poblacién civil, principalmente en comu-
nidades con riesgo a accidentes automovilisticos y de trabajo, ata-
ques terroristas, ataques sexuales o fisicos o violencia doméstica.
(4) Globalmente, la prevalencia del TEPT es de 4 al 6 %, se estima
que la prevalencia aumente hasta un 15%.(4,5) Ademds, quienes
desarrollan TEPT tienen mayor riesgo de presentar depresion,
adiccién a sustancias, problemas de salud fisica, desempleo e ines-
tabilidad en el matrimonio.(6)

Aunque muchos individuos con TEPT se recuperan durante los
primeros 2 afos, entre el 30 y 40 % presentan sintomas crénicos.
Ademis, los individuos con TEPT crénico muestran respuestas
condicionadas de miedo a estimulos traumaticos hasta 40 a 50 afios
después del trauma. La alta prevalencia, cronicidad y resistencia al
tratamiento resalta la importancia de estudiar y desarrollar nuevas
estrategias diagndsticas y terapéuticas para el TEPT.(7)

Recientemente, la neurociencia y la investigaciéon de bases clini-
cas-moleculares han podido identificar fenotipos operacionaliza-
dos del TEPT mediante marcadores biolégicos y no por sintomas,
como cambios en circuitos y marcadores periféricos; asi como
comportamientos no verbales dimensionales como el suefio y la
respuesta fisiolégica al miedo.(4)

Los modelos animales han sido de gran utilidad para el estudio de
TEPT incluyendo el de shock sin escape, estrés tnico prolongado
y variable estresante impredecible como es el nado forzado, sin
embargo, el fenotipo de TEPT en roedores se considera fenotipo
relacionado a TEPT y se reporta como presente o ausente.(4)

El modelo de nado forzado esta validado como modelo de TEPT
ya que se observa un comportamiento de inmovilidad-desespe-
ranza; se ha demostrado que los animales presentan sensibiliza-
cién a noradrenalina en el locus coeruleus, aumento en receptores
de mineralocorticoides en el hipocampo y conducta de nado/es-

cape asociado a respuesta al mayor estrés y ansiedad; ademais, de
cambios neuroendocrinos que corresponden con el TEPT, aunque
no se han observado sintomas hiperactivacién y alerta.(1)

Debido a los avances en la investigacién neuro-molecular y que
en los modelos solo se evalda fenotipo similar a TEPT, estudios
recientes se has enfatizado en las mediciones corporales y medi-
ciones de biomarcadores en dichos modelos.(4)

Las neurotrofinas son péptidos o proteinas que regulan la viabili-
dad, desarrollo y funcién neuronal.(8) Dentro de las neurotrofinas
se incluyen al factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neu-
rotroéfico derivado de cerebro (del inglés Brain Derived Neurotro-
phic Factor BDNF), la neurotrofina-3 (NT-3) y la neurotrofina 4
y 5 (NT-4,-5).(9)

El BNDF se encuentra en todo el cerebro adulto, en especial en el
area cortical, algunas dreas subcorticales y regiones de la médula
espinal, ademads esta reportado que esta neurotrofina se encuentra
en tejidos como higado, pancreas, tejido adiposo corazén, el siste-
ma endocrino y musculo esquelético por lo que se puede detectar
en suero y en estos tejidos, con la capacidad de traspasar la barrera
hematoencefilica.(10,11)

El BNDF es esencial en el mantenimiento de procesos fisiolégicos
del cerebro adulto, tiene un papel en la modulacién de la ramifica-
cién dendritica y su morfologia, asi como la plasticidad sinaptica
y la potenciacién de largo tiempo, participado en el proceso de
aprendizaje y memoria y regulando funciones metabdlicas princi-
palmente en el hipotdlamo.(10-13)

Debido a las funciones y distribucién del BNDF, las alteraciones
en la concentracién del BNDF estin asociados a la patogénesis
de enfermedades neuroldgicas, neurodegenerativas, psiquidtri-
cas, cardiometabdlicas, oculares, de la piel y del sistema urinario.
Particularmente la disminucién del BNDF estd relacionado con el
desarrollo de desérdenes psiquidtricos como demencia, depresion,
ansiedad, esquizofrenia y desorden bipolar.(9)

El principal objetivo de este trabajo fue determinar los niveles del
BNDF en un modelo de TEPT en ratas, ya que esta patologia tiene
relevancia en las fuerzas armadas.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 30 ratas macho Wistar de 300 g, las cuales se man-
tuvieron en cajas individuales con temperatura controlada y con
ciclos de luz/oscuridad 12/12, con dieta esténdar y agua a libre
demanda. Todos los experimentos fueron examinados y aproba-
dos por el Comité de Etica e Investigacién del Centro Militar de
Ciencias de la Salud y del Comité de Etica de la Escuela Militar de
Graduados de Sanidad. El cuidado, mantenimiento y la realizacién
de los experimentos fueron realizados bajo los estdndares éticos
establecidos en la Declaracién de Heilsinki de 1964 y siguiendo las
directrices de las Normas Oficiales Mexicanas “Guia para el uso y
cuidado de los animales de laboratorio” (NOM-062-ZO0-1999) y
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la “Guia para la eliminacién de residuos biolégicos” (NOM-087-
ECOL-1995).(14,15)

Modelo de nado Forzado:

Para provocar los signos de estrés postraumdtico en las ratas se
utilizé el modelo de nado forzado. Esta prueba se dividié en tres
fases: la primera fase fue de preparacién de las tinas, se llenaron las
tinas de nado (60 cm de longitud x 60 cm de ancho x 100 cm de al-
tura de plastico) al 60 % con agua a 15 °C, lo que evit6 que las ratas
tocaran el fondo o se salieran de la tina; una rata que no pertenece
a los sujetos de evaluacion fue expuesta al nado forzado durante 15
min; en la segunda fase (estrés agudo), en la misma tina que nadé
la primera rata nadaron cada una de las ratas de experimentacién
durante 15 min y se cronometraron tres tipos de conducta: flote/
sacudida de cabeza, nado/escape e inmovilidad/hundimiento; y la
tercera fase (estrés crénico) se repitié la prueba de nado forzado
una semana posterior a la fase dos y se cronometraron los tres
tipos de conducta mencionadas previamente en todos los anima-
les de experimentacion similar al descrito por Rodriguez-Landa y
M-Contreras (2000).(16)

Toma de muestras sanguineas:

Se tomaron 500 pl de sangre mediante puncién intracardiaca bajo
anestesia con isofluorano a dosis respuesta, previo a los experi-
mentos de nado forzado (muestra basal) e inmediatamente des-
pués de la prueba de nado forzado en ambas ocasiones (estrés agu-
do y estrés crénico).

La muestra sanguinea se centrifug6 a 3500 rpm a 4 °C durante 20
min, se conservo el sobrenadante correspondiente al suero, el cual
fue almacenado a -80 °C hasta su posterior analisis.

Cuantificacion de BNDF en suero:

Para analizar los niveles séricos del BNDF se determinaron las
concentraciones de BNDF en las muestras de suero almacenadas
a -80 °C en el equipo HIDEX Sense 425-301, EU. La medicién se
realiz6 en estado basal al finalizar la fase dos y tres de la prueba de
nado forzado en las 30 ratas, utilizando el kit de ELISA Rat BNDF
PicoKine EK308 siguiendo las instrucciones del fabricante (Boster
Biological Technology, CA. USA). Todas las muestras se analiza-
ron por duplicado.

Analisis estadistico:

Para analizar los cambios en los niveles séricos de BNDF se utilizé
la prueba de Kruskal-Wallis y una comparacién post hoc usando
la prueba de Dunns, ya que los datos fueron no paramétricos, uti-

lizando el software GraphPad 7.0.

RESULTADOS
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La conducta observada en los animales sometidos al modelo de
nado forzado fue de 3 tipos: flote/movimiento de cabeza, nado/
escape e inmovilidad/hundimiento.

En la fase de estrés agudo la conducta de flote fue durante 2 minu-
tos, la de nado 10 minutos y la de inmovilidad 3 minutos; mientras
que en la fase de estrés cronico el comportamiento de flote solo
fue de 1 minuto, el de nado 12 minutos y el de inmovilidad 2 mi-
nutos. Predominé la conducta de nado/escape en ambos tiempos
evaluados.

En la fase de estrés cronico, que se evalud con una diferencia de 1
semana, disminuy6 1 min la conducta de flote/movimiento de la
cabeza y la conducta de inmovilidad/hundimiento, aumentando
2 minutos la conducta de nado/escape y por lo tanto se presen-
té esta conducta en menor tiempo que en la fase de estrés agudo.
Aunque no se observaron cambios significativos en los tiempos de
cada conducta, el comportamiento sugiere mayor ansiedad en al-
gunos individuos, sin embargo, otros animales presentaron datos
de conductas adaptativas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Conducta del modelo de nado forzado de

TEPT.

FASE I&%E;%%- NADO/ | INMOVILIDAD/
DE CABEZA ESCAPE | HUNDIMIENTO
Estrés 2 min 10 min 3 min
agudo
Eftr.e S 1 min 12 min 2 min
crénico

Respecto a los niveles séricos de BNDF los niveles basales (estado
basal) fueron 976.3+872.2 pg/ml, aumentando hasta 1188+1008
pg/ml en la fase de estrés agudo y disminuyendo hasta 540.8+438.4
pg/ml en la fase de estrés crénico. Se encontré una diferencia sig-
nificativa entre los niveles basales y los niveles encontrados en la
fase de estrés créonico, asi como entre los niveles del estrés agudo y
el estrés crénico con una p<0.0001 (Figura 1).
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Figura 1. Niveles séricos de BDNF en el modelo
de TEPT. Estrés agudo corresponde a la primera

prueba de nado forzado y estrés cronico
corresponde a la segunda fase del desarrollo del

TEPT *** p<0.0001.
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DISCUSION

El trastorno de estrés postraumatico se puede desarrollar posterior
a la exposicidn a un suceso traumdtico, un evento suficientemente
estresante como el combate o por una catdstrofe.(17) Solo entre
el 10 y 20 % de los sujetos expuestos desarrollan TEPT, debido a
que la susceptibilidad depende de la carga genética y la historia de
exposiciones trauméticas.(17)

En la actualidad el diagnéstico del TEPT se realiza de acuerdo a
los criterios del DSM-5 y su tratamiento se basa en la psicoterapia
e inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina, a pesar de
presentar del 30 a 40 % de resistencia.(3,17) Por lo tanto, conocer
el comportamiento neurobiolégico mediante su estudio en mo-
delos animales y tener un biomarcador sera de gran utilidad para
diagnosticar de forma oportuna y eficaz, dar seguimiento y disefiar
nuevos firmacos para el tratamiento de esta patologia.

El modelo animal de nado forzado fue desarrollado en la cepa Wis-
tar, ya que estd descrito que esta es la segunda sepa mis utilizada
en modelos de estrés postraumaitico y debido a que los niveles de
estrogenos que presentan las hembras podrian alterar la conducta,
en este estudio solo se utilizaron ratas macho.(17,18)

El modelo de nado forzado fue desarrollado en 1978 por Porsolt;
aunque ha sido utilizado con mayor frecuencia como modelo de
depresién, también presenta una conducta de desesperacién/an-
siedad por lo que ha sido utilizado como modelo de TEPT.(1,4,18)
El estrés agudo fue evaluado con la primera prueba de nado for-
zado (primeros 15 min de la fase dos del experimento), mientras
que el estrés cronico se presenté al reevaluar una semana posterior
a la primera fase de nado forzado, considerando que 1 semana de

la vida de una rata corresponde a un mes de vida de los huma-
nos,(19) y dado que dentro de los criterios del DSM-5 los sintomas
de TEPT deben permanecer al menos un mes después del evento
traumatico, nuestro modelo cumpliria con este criterio como esta
reportado segtn Li et al. 2010, quienes mencionan que siete dias es
suficiente para desarrollar y evaluar el TEPT en ratas, observando
cambios en las vias de apoptosis a nivel del hipocampo.(3,20)

La temperatura de 15 °C fue utilizada como un factor estresante
agregado ya que estd reportado que la temperatura del agua in-
fluye en el comportamiento presentado durante la prueba; se ha
observado que el modelo de nado forzado para evaluar depre-
sién y medicamentos antidepresivos debe estar entre 23-25 °C,
la disminucién de la temperatura disminuye el comportamiento
de inmovilidad.(18) Asi como lo reportaron Rodriguez-Landa y
M-Contreras en el 2000, quienes describieron que a temperaturas
menores de 20°C y mas de 29°C el tiempo de nado es mayor que en
las temperaturas intermedias, refieren que la mayor actividad estd
relacionada con el incremento al estrés, estos datos concuerdan
con nuestras resultados, ya que nosotros observamos que a 15°C
las ratas pasan la mayor parte del tiempo de la prueba nadando, y
en la fase de estrés crénico 2 min la fase de nado/escape, sugirien-
do que las ratas presentaban mayor estrés que en el estrés agudo.
(16)

De forma interesante el tiempo de inmovilidad/hundimiento re-
lacionada como depresién disminuyo en el estrés crénico, aunque
no existi6é diferencia significativa, nuestro modelo se comporté
como lo reportado previamente mostrando predominio de la fase
de desesperacién/ansiedad.(21)

Como se ha reportado, los modelos de TEPT en animales solo
cumplen con algunos de los signos similares a los que se presentan
en los humanos, por lo que, en patologias como esta, tener un bio-
marcador es de gran utilidad para realizar un diagndstico preciso;
el BNDF es una neurotrofina que disminuye en casos de trastornos
psiquidtricos y aumenta con el ejercicio siendo este un factor pro-
tector.(9) De manera relevante observamos que el BNDF dismi-
nuy6 significativamente en el estrés crénico en comparacioén con
los niveles basales y respecto a los niveles observados en el estrés
agudo, y aument? ligeramente en el estrés agudo. Se ha descrito
una disminucién del BNDF en pacientes con depresién, relaciona-
do con la disminucién de la funcién neurocongnitiva,(22) aunque
en este estudio no se realizaron pruebas de memoria, sugiere que
el TEPT al disminuir los niveles de BNDF afectaria la plasticidad
neuronal siendo este un biomarcador prometedor que permita el
diagnostico, seguimiento y desarrollo de nuevos tratamientos del
TEPT.(10)
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