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1. Introduccién

La lesion traumética de médula espinal (LTME) se define como aquel padecimiento
ocasionado por un dafio traumético en el tejido nervioso localizado en el canal
medular y tiene como consecuencia un déficit motor y/o sensorial que puede ser
temporal o permanente (Verma et al., 2019). La incidencia anual de LTME oscila
entre 10 a 80 pacientes por cada millon de habitantes y su prevalencia estimada es
de 235 a 1800 pacientes por cada millon de habitantes (Hagen, 2015; Wyndaele et
al., 2006). Entre las principales caracteristicas clinicas de la LTME se encuentran:
pérdida de la movilidad voluntaria (Hastings et al., 2012), disfuncién autonémica,
deficiencias respiratorias (Hagen, 2015), alteracion de la sensibilidad caracterizada
por la afectacién en el reconocimiento de la termoalgesia, el tacto, la aparicién de
dolor (Hastings et al., 2012) y deterioro cognitivo a largo plazo que incluye perdida
de la memoria, déficit de atencidén y depresion (Wu et al., 2016). Debido a su impacto
en la salud, el objetivo del presente proyecto de investigacion es el estudio de los
trastornos depresivos asociados al dolor cronico que se presenta como
consecuencia de una LTME. En apoyo a lo anterior, se sabe que el dolor es uno de
los problemas mas comunes observados en personas que han sufrido una LTME y
aproximadamente el 94% de los pacientes desarrollan algun tipo de dolor (Batista
et al., 2019). El dolor se produce cuando un numero de estimulos suficientes llegan
a distintas areas corticales del sistema nervioso central (SNC) a través de un
sistema aferente normalmente inactivo, produciéndose una respuesta refleja,
sensaciones desagradables y una respuesta emocional con varios componentes,
entre los que se incluyen, el componente sensorial-discriminativo, donde hace
referencia a cualidades estrictamente sensoriales del dolor, tales como su
localizacion, calidad, intensidad y caracteristicas temporo-espaciales; y el
componente afectivo-emocional, por el que la sensacién dolorosa se acompafia de
ansiedad, depresion, temor y angustia. El dolor patolégico es la consecuencia de un
dafio y/o disfuncién, ya sea en el SNC o periférico (dolor neuropatico) que se
caracteriza por presentar respuestas de dolor espontdneo como hiperalgesia o
alodinia. El dolor crénico en pacientes con LTME tiene un efecto reproducible sobre

otros aspectos relacionados con el bienestar del individuo, como funcionamiento



general, aumento de la depresion y ansiedad, asi como la calidad del suefio y
actividades diarias (Solstrand et al., 2018). Ademas, reportes anteriores han
demostrado que el dolor y la depresion comparten algunos mecanismos en
diferentes estructuras supraespinales y este fendmeno se presenta en mas del 50%
de las personas que sufren de dolor neuropético compartiendo un alto grado de
comorbilidad (Wu et al.,, 2018). Por lo anterior, surge la necesidad de plantear
nuevas estrategias terapéuticas eficaces para tratar la depresion derivada de una
LTME.

Se sabe que el uso de antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA)
como el dextrometorfano y el compuesto MK-801, disminuyen las sensaciones
dolorosas en distintos modelos de dolor neuropatico, asi mismo, la ketamina y la
amantadina producen efectos antidepresivos en diversos modelos de depresion en
animales. Por lo tanto, se plantea que el tratamiento con amantadina puede resultar
efectivo para el tratamiento de la depresién en pacientes con algun tipo de lesion
medular. A diferencia de otros antagonistas de NMDA, la amantadina esta
clinicamente disponible para su uso crénico puesto que su nivel de toxicidad es bajo
(Pud et al., 1998). Con base en lo anterior, el presente estudio esta enfocado en
estudiar el posible efecto antidepresivo del tratamiento farmacologico con
amantadina en un modelo de LTME en rata utilizando modelos experimentales
adecuados para la evaluacion de la depresion.

Entre estos protocolos se encuentra la prueba de nado forzado la cual fue
desarrollada por Porsolt y sus colegas, convirtiéndose en el modelo méas usado por
su exactitud, especificidad y reproducibilidad (Porsolt R.D., et al. 1977). La prueba
consiste en colocar a la rata en un recipiente de forma cilindrica con agua en donde
no pueda escapar y este obligado a nadar o flotar de manera constante. Lo que se
evalla en esta prueba es el tiempo de inmovilidad, pues una rata sin conductas
depresivas deberia de ser mas persistente y tener mas intentos de escape que los
sujetos con depresion (Cryan J., et al. 2002). Por otra parte, la prueba de preferencia
a sacarosa se desarroll6 debido a que las ratas tienen un gusto peculiar por las
azucares y sus derivados especialmente por la sacarosa, esto se descubrié al

realizar pruebas en donde se observo que las ratas “sham” preferian la solucién con
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sacarosa al 4% que la solucién de “polycose” al 4%, concluyendo asi que en
condiciones normales las ratas tienen un mayor gusto por las soluciones con
sacarosa (Ackroff, K., et al. 1993).

2. Objetivos
2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto antidepresivo del tratamiento con amantadina en un modelo de

lesion traumatica de la médula espinal en rata.
2.2. Objetivos especificos

1. Observar en qué grupos de ratas existen conductas depresivas con la

prueba de nado forzado.

2. Comparar el efecto entre amantadina, fluoxetina y gabapentina sobre los

sujetos de prueba en las diferentes pruebas conductuales.

3. Metodologia

3.1. Animales

Las pruebas fueron realizadas en ratas hembra de la cepa Wistar con un peso
aproximado de 200 a 250 g con acceso libre a agua y alimentos. Los animales
fueron proporcionados por la Unidad de Produccién Animal del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (Protocolo No. 68/19, aprobado
por los miembros del comité institucional para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio). Todos los experimentos se llevaron a cabo siguiendo los Lineamientos
y Estdndares para la Investigacion del Dolor Experimental en Animales
(Zimmermann, 1983) y por la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999 que
regula los procedimientos para el correcto manejo, cuidado y uso de animales de

laboratorio.



3.2 Disefio experimental

Para el desarrollo de este proyecto de investigacion, se utilizé el modelo animal de
LTME por contusion estandarizado por Basso et al., (1996) que consiste en dejar
caer un cilindro metélico de 10 g de peso a una altura de 6.25 mm directamente
sobre la medula espinal a la altura de la vértebra toracica T12, para producir una
lesion traumatica y que en consecuencia se generen alteraciones en las conductas
nociceptivas segun lo reportado por Mata-Bermudez y colaboradores en el 2021.
Los animales se distribuyeron en los siguientes 6 grupos experimentales (n=6): 1)
Ratas sin procedimiento quirargico (Naive); 2) Ratas a las cuales solo se les realizo
una laminectomia en la vertebra toracica T12 (Sham); 3) Ratas lesionadas a las
cuales solo se les administro en vehiculo (SSF al 0.9%, i.p.); 4) Ratas lesionadas
tratadas con amantadina (50 mg/Kg, i.p.); de acuerdo con lo reportado por Snijdelaar
et al., (2005); 5) Ratas lesionadas tratadas con gabapentina (30 mg/kg, i.p.) (Shi et
al., 2018) y 6) Ratas lesionadas tratadas con Fluoxetina (10 mg/Kg, i.p.) (Vega et
al., 2015). Cabe sefialar que la administracion de los distintos tratamientos se realizé
a los 2 dias posteriores de la LTME y 10 minutos antes de la evaluacién de pruebas

conductuales.

3.3 Procedimiento quirurgico
Modelo de lesion traumatica de la medula espinal en rata

Todos los animales, con excepcion del grupo Naive, se les practicé un
procedimiento quirdrgico bajo anestesia con pentobarbital (50 mg/kg i.p.) y en
condiciones aseépticas, se realizé una incisibn extendida seguida de la
laminectomia, desde la region toracica media baja, incluida la porcién caudal T10
hasta T12, para exponer la medula espinal con la duramadre integra, los animales
Sham fueron suturados y los lesionados se colocaron en el dispositivo NY Impactor
para producir una LTME controlada por contusion, se dejo caer un cilindro metalico
de 10 g de peso de una altura de 6.25 mm, posteriormente se suturaron las heridas
con nylon 3-0. Los animales fueron alojados en cajas individuales de acrilico para
su recuperacion. Todas las ratas recibieron tratamiento de bencilpenicilina

benzatina 1.200.000 U.I. (dosis de 100ml/kg una sola dosis) y paracetamol en el

5



agua de bebida (Tempra jarabe infantil) 10 ml en 2 litros de agua durante 7 dias
(Diaz-Ruiz et al., 2011).

3.4 Tratamiento farmacologico

El clorhidrato de amantadina, el clorhidrato de fluoxetina y la gabapentina fueron
obtenidas de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Todos los farmacos fueron

disueltos para su administracion en solucion salina fisiolégica al 0.9 %.

3.5. Pruebas conductuales
3.5.1. Nado forzado

Se realiz6 en un horario de 8 am a 13 pm aproximadamente, respetando el ciclo luz-
oscuridad de la rata. Se coloc6 un cilindro de acrilico de 20 centimetros de diametro
y 50 centimetros de altura, se llené con 30 centimetros de agua corriente a una
temperatura de 23 + 2°C la cual fue previamente calentada con una resistenciay se
corroboré la temperatura con un termometro sencillo de mercurio. Una vez
calentada el agua del cilindro, se introdujo la rata y, sin previa adaptacion, se grabo
su comportamiento durante 10 minutos. Se evalu6 el tiempo de inmovilidad, que se
considera como la ausencia de cualquier movimiento realizado por la rata, excepto
el necesario para mantener la cabeza fuera del agua. Al finalizar la grabacion, se

secoO a la rata con una toalla de tela y se devolvié a su caja de acrilico.

3.5.2 Preferencia a sacarosa

Se realiz6 en un horario de 8 am a 10 am aproximadamente, respetando el ciclo luz-
oscuridad de la rata; colocando una rata por caja individual y se llenaron dos
bebederos, uno con 150 mL de agua corriente a temperatura ambiente y el otro con
150 mL de la solucion de sacarosa al 2%, fueron colocados en ambos extremos de
la caja durante dos horas. Para evitar un sesgo de posicion, los bebederos fueron
intercambiados de lugar al paso de 1 hora. Al finalizar la prueba, se retiraron los

bebederos y se cuantifico la cantidad de agua ingerida, asi como la de solucion con



sacarosa. La preferencia de sacarosa se evalud posteriormente con la siguiente

formula:

preferencia de sacarosa

peso solucién sacarosa consumida (g) 100
= .z : 1 X
peso solucion sacarosa consumida (g) + peso agua consumida (g)

Una reduccion en el consumo de agua azucarada demuestra anhedonia, la cual es

una conducta asociada a la depresion.

4. Actividades realizadas

De acuerdo con nuestro calendario de actividades, asisti de lunes a viernes para

realizar mis actividades correspondientes a cada dia de la semana.

Los lunes, miércoles y viernes se me asigndé cambiar la cama y alimentar a los

animales para las pruebas.

Se me capacitd para realizar en todas las actividades llevadas a cabo en los
experimentos durante mi estancia. Al inicio de las pruebas administré por via
intraperitoneal los farmacos (amantadina, fluoxetina y gabapentina)
correspondientes a cada sujeto de prueba siguiendo protocolos de manejo animal.
En la realizacion de los experimentos se me asigné la preparacion previa de estos
y su ejecucion de acuerdo con los protocolos establecidos. En las pruebas de “nado
forzado” y “preferencia de sacarosa” preparé los materiales y me aseguré, en
conjunto con mis compaferos de laboratorio, del cumplimiento de las condiciones
requeridas de acuerdo con los protocolos de mis asesores, registrando todo el

proceso y resultados en la bitdcora del laboratorio.

5. Objetivos y metas alcanzados

Se logro evaluar las conductas depresivas en las ratas mediante las pruebas de

nado forzado y preferencia de sacarosa.



Se observé que, después de la semana 3, los sujetos con LTME comenzaron a
presentar conductas depresivas, mientras que los grupos de fluoxetina,
gabapentina, Sham y Naive no presentaron conductas depresivas. En el caso de
amantadina los resultados son demasiado variados para dar una interpretacion
correcta.

Si existio diferencia en cuanto al efecto antidepresivo entre amantadina, fluoxetina
y gabapentina.

6. Resultados
6.1 Preferencia de sacarosa
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Figura 1. Curso temporal del Porcentaje de preferencia de sacarosa en ratas
con LTME. Los resultados de la prueba de preferencia de sacarosa en un modelo
conductual de depresion después de una LTME en ratas se muestran en la Figura
1. Se muestran los resultados de la evaluacion del porcentaje de preferencia de
sacarosa a través del tiempo (5 semanas) por grupo. Cada uno de los grupos
contaba con un total de 6 animales. El grupo sin LTME (Naive) mostré los valores
de una rata sana sin comportamiento depresivo, asi como las ratas a las cuales solo
se les realiz6 laminectomia (Sham), no presentan comportamiento depresivo



asociado a dolor neuropatico. Los animales lesionados tratados con amantadina
muestran una disminucion en el porcentaje de preferencia de sacarosa en la
semana 2, siendo éste su punto mas bajo, con un posterior aumento en las semanas
3y 4y finalmente un descenso en la semana 5. El grupo de animales lesionados
tratados con vehiculo muestra un descenso continuo en el porcentaje de preferencia
de sacarosa a lo largo del tiempo, siendo su punto mas bajo en la dltima semana,
pero sin llegar a ser tan bajo como el grupo tratado con amantadina. Por otro lado,
los resultados obtenidos mostraron una diferencia estadisticamente significativa
para el grupo tratado con amantadina (p<0,05) en comparacién con el grupo
vehiculo.

Se puede observar el porcentaje de preferencia de sacarosa respecto a cada
semana en donde las ratas vehiculo y amantadina demostraron una muy baja
preferencia a sacarosa, por lo que podemos asumir que presentan anhedonia y la

administracion de amantadina no cumplioé su propdsito.

6.2 Nado forzado
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Figura 2. Prueba de nado forzado por grupo. Los resultados de la prueba de nado
forzado en un modelo conductual de depresion después de una LTME en ratas,
cuyos valores se expresan en tiempo de inmovilidad en segundos, se muestran en
la figura 2. El grupo Naive muestra el resultado de una rata sana sin comportamiento
depresivo asociado a LTME, con una media + SEM de 218.23 s; las ratas Sham,
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por otro lado, muestran el comportamiento de una rata a la que Unicamente se le
realizd laminectomia, sin comportamiento depresivo asociado a dolor neuropatico,
presentando una media £+ SEM de 280.33 s. El grupo de animales tratados con
vehiculo mostraron el mayor tiempo de inmovilidad con una media £+ SEM de 392.5
s. El grupo de LTME tratados con Amantadina mostraron un tiempo de inmovilidad
incluso menor a las ratas Naive, con una media £ SEM de 190.4 s. Por otra parte,
el grupo tratado con Fluoxetina tuvo un tiempo de inmovilidad similar al de las ratas
Sham con una media £ SEM de 268.28 s. Finalmente, el grupo de ratas lesionadas
tratadas con Gabapentina presentan un tiempo de inmovilidad con una media +
SEM de 291.28 s. Todos los grupos mostraron tiempos de inmovilidad menores
comparados con el grupo vehiculo, con una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05).

De acuerdo con los resultados obtenidos de la prueba de nado forzado podemos
observar que la amantadina mostré un efecto esperado reduciendo el tiempo de
inmovilidad en comparacion con las ratas vehiculo, incluso demostrando un mayor

efecto antidepresivo en comparacion con fluoxetina y gabapentina.

Conclusiones

La diferencia de los resultados obtenidos de preferencia de sacarosa respecto con
los resultados de nado forzado, posiblemente se pueda deber a que la prueba de
preferencia de sacarosa es una prueba altamente sensible a factores ambientales,
por lo que se necesitaria realizar nuevamente en condiciones mas controladas para
evitar distractores. Tomando en cuenta esto podriamos tomar los resultados de
nado forzado como los mas validos y concluir que la amantadina si fue efectiva para

el tratamiento de la depresién causada por la lesion en medula espinal.

Recomendaciones

De ser posible se debe repetir la prueba de preferencia a sacarosa para observar si
hubo errores o variantes que afectaran en la prueba pues se contradicen los

resultados obtenidos con nado forzado.
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