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Resumen

La depresion en adolescentes, se asocia con el suicidio y la tendencia a la cronicidad;
la falta de tratamientos efectivos contribuye a este prondstico. En animales adultos
algunos antagonistas/agonistas inversos del HsR han mostrado un efecto tipo
antidepresivo; el mecanismo a través del cual estos compuestos ejercen este efecto no
es del todo claro, ademés no existe evidencia de su efectividad en animales
adolescentes. El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto tipo antidepresivo de un
agonista inverso del HzR (clobenpropit), en dos modelos animales de depresion, en
ratones adolescentes macho y estudiar la participacion de los sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico y dopaminérgico, en la mediacion de dicho. Ratones adolescentes
macho (dia posnatal 45, DP45), fueron administrados via i.p con clobenpropit (5
mg/kg) y posteriormente fueron sometidos al modelo de nado forzado, se evalud
también el efecto de clobenpropit sobre la concentracion extracelular de 5-HT, NA 'y
DA, en la corteza pre frontal y la amigdala. En otro experimento, ratones adolescentes
macho (DP38), fueron tratados con las neurotoxinas serotoninérgica (5,7-DHT), o
noradrenérgica (DSP4), o dopaminérgica (6-OHDA). En el DP45 estos mismos ratones
fueron administrados via i.p con clobenpropit (5 mg/kg) y posteriormente fueron
sometidos al modelo de nado forzado. Otro grupo experimental de ratones adolescentes
macho, fue sometido al modelo de estrés crénico por derrota social (ECDS) del DP28
al DP43; posteriormente se realizaron las pruebas conductuales de interaccién social y
nado forzado. Por ultimo, un grupo independiente de ratones adolescentes macho
sometidos al ECDS (DP28-43) y que desarrollaron la conducta de aislamiento social,
fueron administrados via i.p con clobenpropit (5 mg/kg) y posteriormente se les
realizaron las pruebas conductuales de interaccion social y nado forzado (DP46).
Nuestros resultados demuestran que clobenpropit, tiene un efecto tipo antidepresivo en
ratones adolescentes macho en el modelo de nado forzado, este efecto se acompafié de
un incremento significativo en la concentracidn tisular de 5-HT, NA 'y DA en la corteza
prefrontal; ademas presentamos evidencia de que los sistemas monoaminérgicos,
participan en la mediacion de dicho efecto. Demostramos también que en ratones
adolescentes macho, el ECDS es util para inducir las conductas de aislamiento social y
desesperanza, ademas de cambios en el peso corporal; clobenpropit en dosis Unica
present6 un efecto tipo antidepresivo parcial en estos ratones, ya que no fue suficiente
para revertir la conducta de aislamiento social, pero si fue Gtil para revertir la conducta

de desesperanza.
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Abstract

Depression in adolescence is associated with suicide and to its chronic development
and the lack of effective treatments has contributed to this prognosis. In adult animals,
some H3zR antagonists/inverse agonists have shown an antidepressant-like effects; the
mechanism by which these compounds exert their antidepressant-like effects it is not
at all clear. Furthermore, there is no evidence of whether these compounds are useful
in adolescent animals. The objective of this work was to evaluate the antidepressant-
like effect of an HsR inverse agonist (clobenpropit), in two animal models of
depression, using male adolescent mice and to study the participation of the
serotoninergic, noradrenergic and dopaminergic systems in the mediation of this effect.
Male adolescent mice (postnatal day 45, PD45), were administered via i.p with
clobenpropit (5 mg/kg) and were subsequently subjected to forced swim test, the effect
of clobenpropit on extracellular concentration of 5-HT, NA y DA in the prefrontal
cortex and amygdala was evaluated also. Furthermore, male adolescent mice were
treated with either the serotoninergic (5,7-DHT), or noradrenergic (DSP4), or
dopaminergic (6-OHDA) neurotoxins. On PD45 these same animals were administered
via i.p with clobenpropit (5 mg/kg) and were subsequently subjected to the forced swim
test. Another experimental group of male adolescent mice was submitted to the model
of chronic social defeat stress (CSDS, from PD28 to PD43), and subsequently
behavioral test of social interaction and forced swim were performed. Finally, an
independent group of male adolescent mice that previously underwent to CSDS (PD28-
43) and who developed the social isolation behavior, were administered via i.p with
clobenpropit (5 mg/kg) and subsequently they were tested for social interaction and
immediately after forced swim test (PD46). Our results show that clobenpropit, has an
antidepressant-like effect in male adolescent mice in forced swim test; this effect was
accompanied by a significant increase in tissue concentration of 5-HT, NA y DA in
prefrontal cortex; we also present evidence that the serotoninergic, noradrenergic and
dopaminergic systems, participate in mediation of this effect. We also show that in
male adolescent mice, the CSDS is a useful model for the induction of social isolation
and behavioral despair, as well as changes in body weight; a single dose of clobenpropit
displayed a partial antidepressant-like effect in these mice, since it was not enough to

reverse social isolation behavior, but it was useful to reverse despair behavior.
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1. Introduccidén

1.1. La histamina

La histamina (2-{imidazol-4} etilamina) es una amina biogénica enddgena, que se
localiza en casi todos los tejidos del organismo (Fig. 1). Su nombre deriva de la
palabra griega histos, que significa tejido. Las mayores concentraciones de
histamina han sido reportadas en pulmones, piel y tracto gastrointestinal (Panula et
al. 2015).

N N

N NH;
N

H

Fig. 1. Estructura molecular de la histamina (Tomado de Sadek et al. 2016).

La histamina participa y regula un gran nimero de actividades, tanto en condiciones
fisiologicas como patoldgicas. Estas actividades incluyen proliferacion y
diferenciacion celular, hematopoyesis, homeostasis, desarrollo embrionario,
regeneracion y cicatrizacion, neurotransmision y funciones cerebrales, secrecion de
hormonas hipofisarias y funciones enddcrinas, regulacion de la funcion
gastrointestinal y cardiovascular, reaccion inflamatoria y modulacién de la
respuesta inmune (Shahid et al. 2010).

La histamina fue sintetizada por primera vez en 1907 por Windaus y Vogt; sus
efectos biol6gicos fueron caracterizados hasta 1910 por Henry Dale y Patrick
Laidlaw, quienes describieron su capacidad para contraer el musculo liso intestinal
y su potente actividad vasodilatadora (Mahdy and Webster 2017; Shahid et al.
2009). La relacion entre la histamina y las reacciones anafilacticas fue observada
por primera vez en 1929, tres afios mas tarde se identificé a la histamina como el
principal mediador de esta reaccion; en 1952 se asocio a la histamina con las células
cebadas y se le reconocié como el principal mediador en las reacciones alérgicas
(Shahid et al. 2009). El primer compuesto antihistaminico, reportado por Ungar,
Parrot y Bovet en 1937, fue el piperoxan que blogueo el efecto de la histamina sobre
el musculo liso intestinal; desafortunadamente su elevada toxicidad no le permitio
el posterior desarrollo clinico. En 1942, la fenoxibenzamina fue el primer

compuesto antihistaminico utilizado en humanos, con el objetivo de contrarrestar



la urticaria (Shahid et al. 2009). A partir de entonces, los antihistaminicos se han

utilizado ampliamente en el tratamiento de diversas enfermedades.
1.2. La histamina dentro del sistema nervioso central

El interés en la histamina como neurotransmisor surge al observar la sedacion
inducida por los farmacos con accion antihistaminica. ElI hecho de que estos
compuestos cruzan facilmente la barrera hematoencefalica, sugirio la presencia de
histamina y de sus receptores dentro del sistema nervioso central (SNC). La
presencia de histamina en el SNC, fue confirmada en 1941 por Kwialtkowski y fue
hasta 1959 que White demostro, in vitro, su sintesis y catabolismo en tejido cerebral
de rata (H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008). La histamina se sintetiza a partir
del aminodcido L-histidina, mediante una descarboxilacion oxidativa llevada a cabo
por la histidina descarboxilasa (HDC), que es la enzima limitante en la sintesis y es
dependiente de fosfato de piridoxal (Shan, Bao, and Swaab 2015). A diferencia de
otras aminas biogénicas, la tasa de sintesis de la histamina esta determinada por la
biodisponibilidad de su precursor, por lo que el transportador de L-aminoacidos en
la membrana de las neuronas histaminérgicas, es esencial para asegurar la
disponibilidad de L-histidina al interior de estas neuronas (H. L. Haas, Sergeeva,
and Selbach 2008). Una vez sintetizada, la histamina es transportada y almacenada
dentro de vesiculas en la terminal sinaptica por accion del transportador vesicular
de monoaminas (TVM) y es liberada ante la llegada de un potencial de accién (H.
L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008). La regulacién de la sintesis y liberacion de
histamina esta determinada por la activacion de autorreceptores presinapticos Hs,
que en condiciones fisiologicas presentan actividad constitutiva y mantienen un
tono inhibitorio sobre estos procesos (Arrang, Garbarg, and Schwartz 1983) (Fig.
2).

o NH, MAO N OH //,
N N~ O {
N~ COOH H,E He e
SY w, N-Methylhistamine  N-Methylimidazol-4-yl
N .
L-Histidine acetic acid |
LAATq \ HNMT
VMT | h
= N.~-COOH N~ NH,; N~ NH;
TE, — ¢ \J
u x : H m
L-Histidine Histamine /
A
| \
Presynaptic Synaptic cleft Postsynaptic

Fig. 2. Biosintesis, liberacion y metabolismo de la histamina en el SNC (Tomado de Sadek et al.
2016).



Una vez que la histamina es liberada a la hendidura sinaptica, la enzima histamina
N-metiltransferasa (HNMT) es la responsable de su metabolismo e inactivacion en
el espacio extracelular. Es importante resaltar que, a diferencia de otros sistemas
monaminérgicos, las neuronas histaminérgicas carecen de un transportador o
mecanismo especifico de recaptura (Ellenbroek and Ghiabi 2014; Nieto-Alamilla
et al. 2016; Sadek et al. 2016), por lo tanto, la histamina permanece mas tiempo en
el espacio extracelular y se ha propuesto que sus acciones que pueden ir mas alla

de la comunicacion sinaptica tradicional (Ellenbroek and Ghiabi 2014).
1.2.1. El sistema histaminérgico

Las neuronas histaminérgicas dentro del SNC se encuentran confinadas a los
ndcleos tuberomamilares (NTM) localizados en el hipotalamo posterior (Dere et al.
2010; H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008; Panula and Nuutinen 2013; E. H.
Schneider, Neumann, and Seifert 2014; Shan, Bao, and Swaab 2015) (Fig. 3). La
actividad de las neuronas histaminérgicas es mayor durante los periodos de
actividad (vigilia) en distintas especies. Estudios postmortem en humanos, han
demostrado que existe una mayor expresion del mRNA de la enzima HDC en los
NTM durante el dia y una menor expresion durante la noche (Shan, Bao, and Swaab
2015).
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Fig. 3. El sistema histaminérgico en el cerebro humano: origen y proyecciones (Tomado de Haas y
Panula 2013).

Los TMN reciben proyecciones glutamatérgicas provenientes de la corteza y el
hipocampo, GABAérgicas del hipotadlamo, noradrenérgicas del locus coeruleus
(LC) y serotoninérgicas del nucleo dorsal del rafé (DRN) (H. L. Haas, Sergeeva,



and Selbach 2008). Al igual que otros nucleos monoaminérgicos, los NTM envian
proyecciones a las multiples regiones del SNC, entre las que destacan la corteza
cerebral, el hipocampo, el hipotalamo, el talamo, la amigdala, los ganglios basales,
el bulbo olfatorio, el tallo cerebral y la médula espinal (Dere et al. 2010; H. L. Haas,
Sergeeva, and Selbach 2008; Panula and Nuutinen 2013). Es a través de estas

proyecciones que la histamina regula distintas funciones dentro del SNC.
1.2.2. Funciones de la histamina dentro del sistema nervioso central

El sistema histaminérgico estd involucrado en funciones como la regulacion del
ciclo suefio/vigilia, la homeostasis energética y enddcrina, la cogniciéon y la

atencion, asi como en funciones sensoriales y motoras.

Tabla 1. Funciones en las que participa el sistema histaminérgico

FUNCION AUTOR Y ANO
Regulacion del ciclo suefio vigilia (Dere et al. 2010; H. L. Haas, Sergeeva,
and Selbach 2008; Panula and Nuutinen
Estado de alerta 2013; Shan, Bao, and Swaab 2015)
Ritmos biolégicos
Homeostasis energética (Aquino-Miranda and Arias-Montafio
2012; H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach
Saciedad alimentaria 2008; Panula and Nuutinen 2013; Shan,
Ingesta y retencion de liquidos Bao, and Swaab 2015)
Termorregulacién
Regulacion endécrina (H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008;

Shan, Bao, and Swaab 2015)
Eje tiroideo
Eje somatotropo
Reproduccién

Funciones cognitivas (Dere et al. 2010; H. L. Haas, Sergeeva,
and Selbach 2008; Panula and Nuutinen
Aprendizaje y memoria 2013; Shan, Bao, and Swaab 2015)
Plasticidad sinaptica
Respuesta al estrés y ansiedad (Dere et al. 2010; H. L. Haas, Sergeeva,
and Selbach 2008)
Sistema de recompensa (Dere et al. 2010)
Funciones sensoriales y motoras (H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008;
Shan, Bao, and Swaab 2015)
Funciones auténomas y vestibulares (Aquino-Miranda and Arias-Montafio
2012)

Es importante resaltar que algunas de estas funciones suelen presentar diversos
grados de afeccion en distintos trastornos neuropsiquiatricos como la depresion, la

enfermedad de Parkinson y el Alzheimer (Shan, Bao, and Swaab 2015).



1.2.3. Receptores a histamina

Se conocen cuatro diferentes receptores a histamina, todos ellos metabotrépicos y

acoplados a proteinas G (Tabla 2).

Tabla 2. Principales caracteristicas de los receptores a histamina

RECEPTOR VIAS DE FUNCION LOCALIZACION
SENALIZACION CELULAR
HiR 1. Fosfolipasa C (PLC).
2. Inositol trifosfato (IP3), Tallo cerebral,
Acoplado a Diacilglicerol (DAG) Excitabilidad hipotalamo, tdlamo,
proteina Gau 3. Liberacién de calcio a postsinaptica y plasticidad  amigdala, septum,
partir de reservas sinaptica. hipocampo, bulbo
.. intracelulares. olfatorio y corteza
Actividad 4. Protein cinasa C (PKC). cerebral.
constitutiva+ | 5 Cinasa de AMP
(AMPK/NF-B).
H2R
1. Adenilato ciclasa (AC). Excitabilidad Ganglios basales,
Acoplado a 2. AMP ciclico (cAl(\/IP) ) postsindptica y plasticidad amigdala, hiémtlzampo y
. 3. Protein cinasa A (PKA). sindptica. corteza cerebral.
proteina Gas 4. Activa el factor de
Actividad transcripcion CREB.
constitutiva +
HsR 1. Inhibe la adenilato ciclasa Inhibe la sintesis y
(AC). liberacion de histamina Corteza cerebral,
Acoplado a 2. | AMP ciclico (cAMP). (au?orrece_:ptores) e inhibe  hipocampo, amigdala,
proteina Giro 3. Activa las protein cinasas la liberacion de otros nucleo accumbens,
activadas por mitégenos neurotransmisores estriado, bulbos
. (MAPK). (heterorreceptores). olfatorios, sustancia nigra,
ACt'V_'da(_j 4, Activa la via Akt/GSK3. tallo cerebral y cerebelo.
constitutiva Plasticidad sinaptica.
+++
HiR 1. Inhibe la adenilato ciclasa
(AC).
Acoplado a 2. | AMP ciclico (cAMP). Células y vasos
3. Activa protein cinasas 72?7 sanguineos, pulmones,

proteina Gio

Actividad
constitutiva ?

activadas por mitdgenos
(MAPK).

(H. L. Haas, Sergeeva, And Selbach 2008)

higado e intestino

Los receptores a histamina Hi (H1R), H2 (H2R) y Hz (H3R) se expresan ampliamente

dentro del SNC, mientras que los receptores Hs (H4R) se localizan principalmente

en tejidos periféricos, y actualmente existe controversia respecto a su expresion

dentro del SNC (Panula et al. 2015). Cada receptor se compone de siete dominios

transmembranales, que presentan regiones prototipicas que determinan la

especificidad de union a sus respectivos agonistas y la subsecuente activacion del

receptor, asi como el acoplamiento a proteinas G y el grado de actividad constitutiva

del receptor, ya que al menos los HiR’s, H2R’s y HsR’s comparten esta



caracteristica. Modificaciones covalentes en estas regiones prototipicas, como la
fosforilacion por protein cinasas, pueden favorecer la formacion de homo y
heterodimeros. Estas modificaciones también afectan el anclaje del receptor a la
membrana neuronal, asi como la sensibilizacion y desensibilizacion del receptor

(H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008; Leurs et al. 2005; Schlicker and
Kathmann 2016).

1.2.4. El receptor Hs de histamina

El H3R fue descubierto en 1983 (Arrang, Garbarg, and Schwartz 1983), el cDNA
del H3R humano fue clonado hasta 1999, y se demostré que codificaba para una
proteina de 445 aminoacidos (Lovenberg et al. 1999). Como un receptor acoplado
a proteina G, el H3R consta de siete dominios transmembranales, un amino terminal
extracelular, un carboxilo terminal intracelular, tres asas extracelulares y tres asas
intracelulares (Nieto-Alamilla et al. 2016) (Fig. 4).
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Fig. 4. Estructura del HsR humano (Tomado de Nieto-Alamilla et al. 2016).

En el humano, el gen que codifica para el HzR se localiza en el cromosoma
200913.33 (Bongers, Bakker, and Leurs 2007); este gen consta de tres exones/dos
intrones o cuatro exones/tres intrones, que mediante procesamiento alternativo dan
lugar a multiples isoformas del receptor (Bongers, Bakker, and Leurs 2007; Panula
et al. 2015). Es importante mencionar que estas isoformas pueden presentar
diferentes perfiles farmacoldgicos (Leurs et al. 2005) (Fig. 5).
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Fig. 5. Organizacion genémica del HsR humano. (A) Representacion esquematica del cromosoma
humano 20 y la localizacion del gen hH3R en la region q13.33. (B) Representacion esquematica
del gen hH3R, sus exones e intrones. (C) Representacion esquematica del mMRNA del HsR humano
mostrando la region no traducida, la region codificante y los dominios transmembrana (Tomado de
Bongers, Bakker y Leurs 2007).

El H3R se localiza fuera del SNC en neuronas autondémicas y sensoriales, células
enddcrinas y el endotelio vascular; pero la mayor cantidad de estos receptores se
encuentra en neuronas dentro del SNC (Panula et al. 2015). En el SNC la mayoria
de los H3R’s se presenta como receptores presinapticos en los axones terminales de
las propias neuronas histaminérgicas (autorreceptor), aunque también se localizan
sobre neuronas no histaminérgicas (heterorreceptor), una menor cantidad de HzR"s
se presenta como receptores somatodendriticos, Unicamente en neuronas
histaminérgicas (Panula et al. 2015; Schlicker and Kathmann 2016).
Autorradiografias de cerebro de rata con *H-R-a-metilhistamina, un radioligando
altamente selectivo para el HsR, muestran una gran densidad de H3R’s en el area
perimamilar del hipotdlamo, regién en donde se localizan los NTM, en la corteza
cerebral, donde la densidad de HsR’s disminuye en sentido rostral a caudal y es
mayor en las capas profundas que en las superficiales, en el estriado y el hipocampo;
hay una densidad modera en el LC y en los ndcleos del rafé y una densidad mas
baja en el tallo cerebral, en el cerebelo y en lamédula espinal (H. L. Haas, Sergeeva,
and Selbach 2008; Schlicker and Kathmann 2016).

El HzR pertenece a la siperfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPRCs),
especificamente Gip (H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008; Panula et al. 2015).
Por lo tanto, la activacion del HsR produce una inhibicion de la adenilato ciclasa
(AC) (Bongers, Bakker, and Leurs 2007; Leurs et al. 2005; Panula et al. 2015;
Schlicker and Kathmann 2016) y por lo tanto la formacion de AMP ciclico (AMPc),
lo que genera niveles bajos de AMPc y reduce los subsecuentes procesos de
sefializacion, como la transcripcion de genes dependiente de CREB (Lovenberg et
al. 1999). La activacion de otras vias efectoras como la de las cinasas de proteinas



activadas por mitdgenos (MAPK) (Aquino-Miranda and Arias-Montafio 2012;
Panula et al. 2015; Schlicker and Kathmann 2016), la activacion de la
fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y de la fosfolipasa A2 (PLA2) (Leurs et al. 2005;
Panula et al. 2015), vias que tienen un papel importante en la plasticidad axonal y
sinaptica (H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008). Induce el bloqueo de canales
de calcio dependientes de voltaje (Aquino-Miranda and Arias-Montafio 2012;
Schlicker and Kathmann 2016) y por lo tanto interfiere con la liberacion de
neurotransmisor; ademas, favorece la activacién de canales de K* modulados por
proteinas G (GIRK) (Aquino-Miranda and Arias-Montafio 2012), favoreciendo la
salida de K" intracelular que produce una hiperpolarizacién de la membrana,

inhibiendo la propagacion de los potenciales de accién (Fig. 6).
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Fig. 6. Vias de sefializacion del H3R (Tomado de Sadek et al. 2016).

Con todo lo anterior, podemos decir que el HzR tiene al menos las siguientes tres
funciones. La primera, es funcionar como un receptor presinaptico inhibitorio
(Panula et al. 2015; Schlicker and Kathmann 2016), ya sea como autorreceptor
inhibiendo la liberacion de histamina, o como heterorreceptor inhibiendo la
liberacion de serotonina (5-HT), noradrenalina (NA), dopamina (DA), acido
gamma-amino butirico (GABA), glutamato y acetilcolina (Aquino-Miranda and
Arias-Montaiio 2012; Esbenshade et al. 2008; H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach
2008; Panula et al. 2015; Shan, Bao, and Swaab 2015). La segunda, es funcionar
como autorreceptor somatodendritico (H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008;
Panula et al. 2015; Schlicker and Kathmann 2016) en neuronas histaminérgicas,

inhibiendo la frecuencia de disparo de estas neuronas (H. Haas and Panula 2003;



Morisset et al. 2000), asi como la sintesis de histamina (Moreno-Delgado et al.
2006; Panula et al. 2015; Schlicker and Kathmann 2016).

Una propiedad sobresaliente del HzR, es su elevado nivel de actividad constitutiva
(H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008; Leurs et al. 2005; Morisset et al. 2000;
Panula et al. 2015; Schlicker and Kathmann 2016). La actividad constitutiva, se
define como la capacidad de activacion y por lo tanto de sefializacion que presenta
un receptor, en ausencia de unién a su agonista o ligando (Arrang, Morisset, and
Gbahou 2007; Ellenbroek and Ghiabi 2014; Mahdy and Webster 2017). Esta
actividad constitutiva es una propiedad intrinseca de algunos de los GPRCs (Leurs
et al. 2005). En el modelo simplificado de los dos estados (Leff 1995; Mahdy and
Webster 2017), se postula que los GPRC mediante un proceso de isomerizacion,
transitan de una conformacion inactiva a una conformacion activa sin necesidad de
la unién del ligando; haciendo posible la existencia, en condiciones fisioldgicas, de

una mayor proporcion de GPRCs con una conformacién activa (Fig. 7).
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Fig. 7. El modelo de los dos estados para el H3R. a) En el estado de reposo, existe un balance entre
los receptores activos R* y los receptores inactivos R. b) La unidn de un agonista cambia el
equilibrio hacia un estado activo R*. ¢) La union de un agonista inverso cambia el equilibrio hacia
un estado inactivo R. d) Los antagonistas verdaderos se unen tanto a recetores activos como
inactivos, interfiriendo con la unién del agonista pero sin ningln efecto sobre el equilibrio R/R*
(Tomado de Mahdy y Webster 2017).

La actividad constitutiva del HsR es inhibida por un conjunto de compuestos, que
tienen una eficacia negativa y han sido denominados agonistas inversos (Leurs et

al. 2005), como el clobenpropit.



1.2.5. Clobenpropit

Clobenpropit es un derivado imidazolico (Panula et al. 2015), inicialmente descrito
como un antagonista del HzR, pero que al evidenciarse el elevado grado de actividad
constitutiva de este receptor, fue clasificado como agonista inverso (Schlicker and
Kathmann 2016) (Fig. 8).

Clobenpropit (41)

Fig. 8. Estructura molecular de clobenpropit (Tomado de Panula et al. 2015).

Los agonistas inversos, revierten la actividad constitutiva del HzR y por lo tanto,
pueden aumentar la liberacion de neurotransmisor de las terminales sinapticas;
mientras que los antagonistas s6lo bloguean el efecto del agonista, pero no
modifican la actividad constitutiva del HsR (Schwartz 2009). La Union
Internacional de Farmacologia (IUPHAR) indica que en humanos clobenpropit
actla como un antagonista/agonista inverso del HsR (pKi 8.4-9.4), como un
agonista parcial del HsR (pKj 7.4-8.3) y como un antagonista del HiR y H2R (pK;
5.6 y 5.2, respectivamente), mientras que en rata y raton, el clobenpropit actia
Unicamente como antagonista/agonista inverso del HzR (pK; 8.9-9.8, rata; pKi 9.5,
ratén) y como agonista parcial del H4R (pKi 7.2, rata; pK; 7.8, raton) (Southan et al.
2016). Por otro lado, evidencia experimental sefiala que en ratones el clobenpropit
es capaz de incrementar la liberacion de histamina en el hipotalamo (Ishizuka et al.
2008) y la tasa de recambio de NA en mesencéfalo (Miyazakia et al. 1997). Otros
autores sugieren que la mayor liberacion de histamina, secundaria a la
administracion de clobenpropit, es la responsable del efecto tipo antidepresivo
(Femenia et al. 2015) y del efecto pro cognitivo (Y. Huang et al. 2004), presentados
por este compuesto. En esos trabajos, el clobenpropit fue capaz de revertir la
actividad constitutiva de HzR y por ello es considerado un agonista inverso; las
dosis a las cuales clobenpropit funcion6 como un agonista inverso, estuvieron entre
los 5 — 20 mg/kg administrado via i.p o via s.c, y entre los 5 — 10 pg administrado

via intra hipocampal.
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1.3. Depresion

La depresion es el mas comun de los trastornos afectivos, es un trastorno complejo
y heterogéneo caracterizado por un estado de animo deprimido, anhedonia,
disminucion de la energia, sentimientos de culpa, baja autoestima, trastornos del
suefio, falta de concentracion, alteraciones del apetito y del peso corporal
(American Psychiatric Association 2013). En 2012 se estimd que afectaba a cerca
de 350 millones de personas en todo el mundo (Marcus et al. 2012). A menudo la
depresion inicia en etapas tempranas de la vida, durante la pubertad y la
adolescencia (Paus, Keshavan, and Giedd 2008) y tiende a ser un trastorno cronico,
recurrente y con grandes repercusiones dentro del entorno familiar, social,
econdémico y laboral de las personas que la padecen (Thapar et al. 2012).
Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la considera como la
principal causa de discapacidad a nivel mundial en términos de afios perdidos.

1.3.1. Depresion en la adolescencia

La adolescencia es la etapa de transicion entre la nifiez y la vida adulta, esta
caracterizada por grandes cambios hormonales, somaticos y un continuo proceso
de neurodesarrollo (Kloet, Joéls, and Holsboer 2005; Lupien et al. 2009) que
conducen al completo desarrollo del individuo. Los términos pubertad vy
adolescencia, son utilizados a menudo de forma indiscriminada, sin embargo, la
pubertad se refiere a la etapa en la que ocurre la activacién del eje hipotdlamo-
hipofisis-gonada y culmina con la maduracion gonadal, mientras que la
adolescencia se refiere a un periodo més amplio en el que tiene lugar la maduracion
del comportamiento social y cognitivo caracteristico del adulto (Sisk and Foster
2004). Después del nacimiento, la adolescencia representa el periodo mas
importante de neurodesarrollo, cuyos procesos se traslapan e interactian con los
procesos de desarrollo puberal (M. Schneider 2013). Por lo tanto, la adolescencia
es considerada una ventana de vulnerabilidad psicoldgica y fisiologica. Durante esta
etapa de gran neuroplasticidad, la exposicion a factores de riesgo como el estrés,
favorecen el desarrollo de psicopatologias como depresidn, ansiedad, trastorno
bipolar y el desarrollo de adicciones (Andersen 2003; Holder and Blaustein 2014;
McCormick and Green 2013).
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La prevalencia mundial de la depresidn en la poblacion adolescente es de 4 a 8%
(Birmaher and Brent 2007; Richardson and Katzenellenbogen 2005), alcanzando
prevalencias de 15 a 20% durante la adolescencia tardia (Costello, Erkanli, and
Angold 2006; Cullen et al. 2009; Thapar et al. 2012). Clinicamente, en los
adolescentes la irritabilidad puede presentarse como un sintoma central de la
depresion en lugar de un estado de animo deprimido; el aislamiento social, la
labilidad emocional y la baja tolerancia a la frustracion, también son caracteristicas
comunes (McCormick and Green 2013; Thapar et al. 2012). En los adolescentes, la
depresion es considerada el principal factor de riesgo para el suicidio, que es la
tercera causa de muerte entre las personas de 10 a 24 afios. La depresion en la
adolescencia se asocia con una mayor severidad de los sintomas, deterioro en el
desempefio académico, predice una serie de trastornos mentales como ansiedad,
abuso de sustancias, trastorno bipolar y comportamiento suicida, asi como con
complicaciones en el funcionamiento social, con un mayor indice de problemas
legales, embarazos a temprana edad, desempleo y menores tasas de matrimonio
(Cullen et al. 2009; Lewinsohn et al. 2000).

La depresion tiende a ser un trastorno crénico y recurrente; entre el 50 y 75% de los
pacientes con un primer episodio depresivo presentan recaidas en un lapso no
mayor de cinco afios (Cullen et al. 2009; Richardson and Katzenellenbogen 2005).
Respecto a las opciones terapéuticas actualmente disponibles para tratar la
depresién en adolescentes, se ha demostrado que los antidepresivos triciclicos no
son Utiles en su tratamiento (Heathcote, Robertson, and Henry 1995); s6lo algunos
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) como fluoxetina y
escitalopram, han mostrado ser moderadamente eficaces en el tratamiento de
adolescentes con depresién (Thapar et al. 2012). La evidencia actualmente
disponible respecto a la efectividad de los tratamientos antidepresivos, se basa en
estudios de corto plazo y no existen datos clinicos de largo plazo que apoyen un
tratamiento estandarizado para adolescentes (Thapar et al. 2012). Algunos estudios
reportan que hasta la mitad de los pacientes con depresion no responden
adecuadamente al tratamiento farmacoldgico (Duman 2014; Ferrari and Villa 2016;
Jeon and Kim 2016; McClintock et al. 2011; Ménard, Hodes, and Russo 2016). Por
ello, la mayor severidad de la depresion en adolescentes, su elevada asociacion con

el suicidio, su tendencia a la cronicidad y recurrencia, asi como la falta de respuesta
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a los tratamientos antidepresivos actualmente disponibles hacen que la presencia de
depresion durante la adolescencia se traduzca en un trastorno cronico y recurrente
que, independientemente del tratamiento utilizado, se relacionard con un mal
prondstico a corto y largo plazos, asi como con una amplia gama de dificultades

biopsicosociales.
1.4. Neurobiologia de la depresion

Actualmente se acepta que la depresién es causada por la interaccion de factores
genéticos, ambientales y ciertas caracteristicas personales, que son capaces de
alterar la bioquimica, la fisiologia neuronal y el funcionamiento de areas especificas
dentro del SNC (Hernandez et al. 2016). A continuacion se describen dos hipotesis
importantes en el desarrollo de la depresion, la hipétesis de las monoaminas y la
hipdtesis del estrés y el sistema neuroendocrino, que son relevantes para nuestro

trabajo.
1.4.1. Hipdtesis de las monoaminas

Fue la primera hipotesis formulada, y una de las méas aceptadas respecto a la
fisiopatologia de la depresion. Surge a partir del descubrimiento de que los
farmacos antidepresivos incrementan los niveles de 5-HT, NA y DA en las
hendiduras sinapticas, ya sea mediante la inhibicion de su recaptura o evitando su
degradacion enzimatica. Esta hipotesis postula que la depresion se origina a partir
de un desequilibrio o una deficiencia de monoaminas dentro del SNC (Fig. 9),
principalmente 5-HT, NA y DA (Hernandez et al. 2016; Jeon and Kim 2016;
Krishnan and Nestler 2008).
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Fig. 9. Hipotesis de las monoaminas. a) En el cerebro normal, las monoaminas (circulos amarillos)
son liberadas y se unen a sus receptores en la neurona postsinéptica. b) En la depresion, la
disminucién en la concentracion de monoaminas en los sitios sinapticos produce un trastorno del
estado de animo. c¢) El bloqueo de los sitios de recaptura (tridngulos grises), incrementa la
concentracién de monoaminas disponibles en la hendidura sindptica y restaura en estado de animo
(Tomado de Castrén 2005).
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Estudios en humanos y modelos animales indican que la deplecion de NA y 5-HT
induce conductas depresivas (Mason and Schene 2007). Se ha reportado mayor
actividad de la enzima responsable de degradar a las monoaminas, la monoamino
oxidasa A (MAO-A), en la corteza prefrontal (PFC), la corteza cingulada anterior
y posterior, el nicleo caudado y el putamen, el tdlamo, la corteza temporal anterior,
el mesencéfalo, el hipocampo y el giro parahipocampal de pacientes con depresion
(Meyer et al. 2006). Estudios post mortem, que analizaron las neuronas del LC de
pacientes con depresion encontraron una menor densidad del transportador de NA
(Klimek et al. 1997) y un aumento en la densidad del autorreceptor presinaptico oo
(Ordway et al. 2003). Estudios de neuroimagen han reportado una menor densidad
de receptores postsinapticos 5-HT1a en el DRN, PFC e hipocampo de pacientes con
depresion (Bhagwagar et al. 2004). El polimorfismo G1463A en el gen de la
triptéfano hidroxilasa (hTPH2), enzima limitante para la sintesis neuronal de
serotonina y el polimorfismo C(-1019)G en el promotor del gen del autorreceptor
presinaptico 5-HT1a, acoplado a proteinas Gio, que inhibe la liberacién de
serotonina dentro del SNC. En pacientes con depresion estos dos polimorfismos,
inducen un déficit serotoninérgico por una reduccién de hasta el 80% en la funcion
enzimatica (Zhang et al. 2005), asi como una menor liberacién de serotonina debido
a la mayor densidad de autorreceptores 5-HT1aen las neuronas serotoninérgicas del
DRN (Lemonde et al. 2003). Recientemente se ha propuesto que el circuito
mesolimbico dopaminérgico, formado por neuronas dopaminérgicas que proyectan
del area tegmental ventral (ATV) al ndcleo accumbens (NAc), podria estar
implicado en la fisiopatologia, sintomatologia e incluso en la etiologia de la
depresion (Nestler and Carlezon 2005). La elevada comorbilidad de sintomas
depresivos en personas con enfermedad de Parkinson (Santiago et al. 2014, 2015),
apoya esta Ultima propuesta. Todas estas evidencias resaltan la importancia de las

monoaminas, en el desarrollo y probablemente en el mantenimiento de la depresion.

A pesar de que el tratamiento con antidepresivos incrementa los niveles de
monoaminas en la hendidura sinaptica de forma inmediata, la mejoria clinica solo
es evidente después de 2 a 4 semanas de iniciado el tratamiento. Ademas, una
proporcion de los pacientes con depresion no responde adecuadamente a los
farmacos que aumentan la trasmision monoamineérgica. Debido a esto, se ha

postulado que ademas de la alteracion en los niveles de monoaminas, existen otros
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cambios dentro del SNC que interacttan con la deficiencia de monoaminas para
favorecer el inicio y/o la persistencia de la enfermedad. Esto ha dado origen a otras

hipdtesis, tal es el caso de la hipdtesis del estrés y el sistema neuroendécrino.
1.4.2. Hipdtesis del estrés y el sistema neuroendocrino

El estrés puede ser definido como cualquier desafio a la homeostasis de un
organismo, que requiere una respuesta de adaptacion del propio organismo. Un
estresor es un cambio en el ambiente que es censado por un organismo, capaz de
provocar una respuesta que puede ser aguda o crénica. Esta respuesta se integra por
un complejo patron de componentes fisiologicos, conductuales, cognitivos y
emocionales, que tienen como objetivo restaurar la homeostasis del organismo
(Steckler 2005).

El componente anatdmico del sistema de respuesta al estrés esta conformado por el
eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (HHA), cuya activacion en respuesta a un
estresor tiene como resultado final la sintesis y liberacion de glucocorticoides a

partir de las glandulas adrenales (Fig. 10).
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Fig. 10. Eje hipotalamo-hipdtfisis-adrenal y curso temporal de los cambios (a nivel molecular,
celular y en el comportamiento) en respuesta a las hormonas del estrés (Tomado de Lupien et al.
2009 y Kloet, Joéls y Holsboer 2005).

El objetivo de los glucocorticoides liberados es promover la adaptacion
homeostatica del organismo al estrés (Ferrari and Villa 2016; Péaez-Pereda and

Stalla 2005). Un estresor, dependiendo de su intensidad y duracion, iniciara o no
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una respuesta al estrés con la subsecuente liberacion de hormonas y mediadores
celulares. Estos mediadores pueden promover la adaptacion, cuando la respuesta de
estrés se activa y desactiva de manera eficiente, pero también pueden promover
procesos fisiopatologicos, cuando la respuesta no se activa y desactiva de manera
eficiente o cuando es activada en exceso (Ferrari and Villa 2016), por lo que un
adecuado funcionamiento de este sistema es esencial para la supervivencia de un

organismo (Fig. 10).

De los pacientes con depresion alrededor del 50% tiene una activacion excesiva del
eje HHA (Jeon and Kim 2016), ademaés presentan elevados niveles de cortisol en
saliva, plasmay orina, altos niveles de hormona liberadora de corticotropina (CRH)
en liquido cefalorraquideo, asi como como un mayor tamafio y funcionalidad
aumentada de la hipdfisis y las glandulas adrenales (Ferrari and Villa 2016).
También se ha reportado un menor volumen del hipocampo en estos pacientes
(Bremner et al. 2000), que se asocia directamente con la duracion de la depresion e
inversamente con el tiempo de tratamiento (Duman 2014). Estudios en animales
reportan que diferentes tipos de estrés cronico disminuyen la neurogénesis
hipocampal (Samuels and Hen 2011) e inducen atrofia en las neuronas piramidales
de la region CA3 del hipocampo y en las capas Il,I1l y V de la PFC, estructuras
implicadas en la regulacion inhibitoria del eje HHA y la amigdala, respectivamente
(McEwen 2011). Un hecho importante es que los antidepresivos revierten estos
efectos (Duman 2014; Jeon and Kim 2016). En las neuronas piramidales del
hipocampo se ha observado que la hipercortisolemia induce atrofia dendritica
(reduccion del numero de espinas), favorece la apoptosis y disminuye la
neurogénesis (Jeon and Kim 2016). El eje HHA es uno de los sistemas que continta
su desarrollo y maduracion durante la adolescencia (Mccormick and Mathews
2007; Walker, Sabuwalla, and Huot 2004). Los adolescentes presentan una mayor
reactividad al estrés, caracterizada por una mayor liberacién de glucocorticoides y
niveles plasmaticos persistentemente elevados en respuesta a una situacion de estrés
(Rao et al. 2008). Estudios funcionales de neuroimagen en adolescentes con
depresion, reportan que estructuras como el talamo y la amigdala presentan una
mayor actividad, mientras que la PFC y el hipocampo presentan el efecto contrario
(Ferrari and Villa 2016).
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Otro circuito que contintia su desarrollo durante la adolescencia y es susceptible a
los efectos del estrés, es el circuito amigdala — corteza prefrontal (Jalbrzikowski et
al. 2017; Tottenham and Galvan 2016). Estas areas reciben proyecciones de los
nucleos tuberomamilares y se ha reportado la presencia de receptores de histamina
en ellas (H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008; Panula et al. 2015). Estas areas
también forman parte del sistema limbico y estan implicadas en la neurobiologia de
la depresion y de la respuesta al estrés (Price and Drevets 2012). La variabilidad en
el circuito amigdala-PFC (mayor volumen de la amigdala y adelgazamiento de la
PFC) se asocia con un funcionamiento pobre de los dominios afectivos y sociales,
lo que constituye un riesgo para el desarrollo de depresion (Holmes et al. 2013). La
amigdala y la PFC son susceptibles a los efectos del estrés cronico, por lo que el
desarrollo anémalo de las conexiones funcionales y estructurales entre la amigdala
y la PFC puede contribuir a la aparicion de sintomas depresivos y de ansiedad, y
quiza tengan un rol importante en la aparicion de los trastornos psiquiatricos
durante la adolescencia (Jalbrzikowski et al. 2017). La exposicién a estrés durante
la infancia y adolescencia estd asociada con alteraciones en el desarrollo de las
conexiones entre la amigdala y la PFC (Tottenham and Galvan 2016). En adultos
jévenes, sin historial de enfermedad psiquiatrica, se encontr6 que una mayor
experiencia de afecto negativo estaba asociada con un incremento en el volumen de
la amigdala y una reduccion en el grosor de la PFC medial (mPFC). En los casos
mas extremos se presentd una relacion inversa entre el volumen de la amigdala y el
grosor de la mPFC (Holmes et al. 2013). En adolescentes con depresion, ante un
estimulo emocional se presenta una hiperreactividad de la amigdala (Connolly et
al. 2017; Ferrari and Villa 2016; Tottenham and Galvan 2016); de hecho uno de los
hallazgos méas constantes, secundario a la exposicion a estrés en la vida temprana,
es la hiperreactividad de la amigdala en respuesta a un estimulo emocional durante
la adolescencia (Tottenham and Galvan 2016). Se ha propuesto que esta
hiperreactividad inducida por el estrés puede favorecer el desarrollo de conexiones
atipicas entre la amigdala y la PFC (Tottenham and Galvan 2016), ya que en
adolescentes con antecedentes de exposicion a estrés en la vida temprana, se
presentan conexiones funcionales débiles entre estas dos estructuras (Burghy et al.
2012; Tottenham and Galvan 2016). De hecho, la normalizacién de la
hiperreactividad de la amigdala se asocia con el tratamiento exitoso de la depresion

en adolescentes, tanto farmacologico como psicoterapéutico (Connolly et al. 2017).
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Por lo tanto, la hipotesis del estrés y el sistema neuroenddcrino propone que el estrés
cronico, en etapas tempranas de la vida, induce cambios en la reactividad del eje
HHA que favorecen una activacion excesiva del mismo, con el consecuente
aumento en la sintesis y liberacion de glucocorticoides. Estos glucocorticoides
inducen atrofia en estructuras como la PFC y el hipocampo que estan implicadas en
la retroalimentacion inhibitoria del eje HHA. La pérdida del control inhibitorio
sobre el eje HHA, favorece el desarrollo de una respuesta inadecuada al estrés,
generando un circulo vicioso en el que la activacion excesiva o la inactivacion
deficiente de la respuesta al estrés, podria favorecer el inicio y/o la perpetuacion de
la enfermedad depresiva (Andersen 2003; Duman 2014; Ferrari and Villa 2016;
Kloet, Joéls, and Holsboer 2005; Lupien et al. 2009; McCormick and Green 2013;
McEwen 2011; Walker, Sabuwalla, and Huot 2004). Con base en estos datos, se ha
propuesto que algunos trastornos psiquiatricos, como la depresion, pueden ser el
resultado de una desviacion de la trayectoria tipica del neurodesarrollo durante la

adolescencia (Connolly et al. 2017; Jalbrzikowski et al. 2017).

Como ya se menciond en la hipétesis de las monoaminas, es probable que el estrés
per sé, no sea suficiente para inducir depresion, pero la gran cantidad de evidencias
clinicas y experimentales lo proponen como un factor importante durante la
adolescencia en la patogénesis de la enfermedad (Duman 2014; Ferrari and Villa
2016; Hammels et al. 2015).

1.5. Histamina, Estrés y Depresion

La liberacion de histamina en el SNC es un indicador de estrés (Ito et al. 1999).
Tanto el estrés crénico por restriccion como el estrés metabdlico son capaces de
activar a las neuronas histaminérgicas de los NTM (H. L. Haas, Sergeeva, and
Selbach 2008). La histamina produce el incremento de la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH), B endorfina y arginina-vasopresina (AVP) en la
hipdfisis en respuesta al estrés (Kjaer et al. 1992) y favorece la activacion de los
sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico (H. L. Haas, Sergeeva,
and Selbach 2008). La inyeccién de histamina en el nicleo paraventricular (PVN)
del hipotdlamo favorece la liberacion de factor liberador de corticotropina (CRH)
y la subsecuente activacion del eje HHA. Las neuronas histaminérgicas en los NTM

responden a algunas de las sefiales neuroenddcrinas implicadas con la depresion,
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tales como las monoaminas, péptidos y hormonas esteroideas (H. L. Haas,
Sergeeva, and Selbach 2008). Por ejemplo, la NA activa receptores a> de las
interneuronas GABAEérgicas de los NTM, disminuyendo la inhibicién sobre las
neuronas histaminérgicas, lo que favorece su activacion (Stevens et al. 2004). La
serotonina activa al intercambiador Na*/Ca™" de las neuronas histaminérgicas de los
NTM, favoreciendo la liberacién de histamina (Eriksson et al. 2001; Eriksson,
Stevens, and Haas 2001). Un estudio de neuroimagen realizado en humanos con
depresion, reportd una menor densidad del H:R en la PFC vy el giro cingulado en
comparacion con pacientes sanos, que se asocio directamente con la severidad de
la enfermedad (Kano et al. 2004). Por altimo, se sabe que la privacion de suefio
ejerce un efecto antidepresivo rapido, aunque transitorio (Vogel, Buffenstein, and
Minter 1990); poco se sabe sobre el mecanismo fisioldgico implicado, pero debido
a que la histamina regula el estado de vigilia, se cree que pudiera estar implicada
en este efecto terapéutico (H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach 2008). Algunos
trabajos han evaluado el potencial terapéutico de compuestos con accion sobre los
H3R’s, principalmente antagonistas/agonistas inversos en los modelos animales de

depresion, de nado forzado y suspension de la cola, que implican un estrés agudo.

Tabla 3. Evidencias sobre el efecto tipo antidepresivo de algunos compuestos con

actividad sobre los HsR's

AUTORY ANO  ANIMALES Y MODELO RESULTADOS
(Lamberti et al. Ratones 3 SW, (22-28 g). Tioperamida (antagonista del HsR) y L-histidina
1998) Modelo de nado forzado. (precursor de histamina), presentaron un efecto
tipo antidepresivo.
(Pérez-Garciaetal. | Ratones 3 OG1, (25-30 g). Tioperamida y clobenpropit (agonista inverso del
1999) Modelo de nado forzado. HsR), presentaron un efecto tipo antidepresivo.

RoMH no modificé el tiempo de inmovilidad.
(Akhtar, Pillai, and | Ratones 3y @ SW, (25-35 g). Tioperamida  present6  un  efecto  tipo
Modelo de nado forzado. antidepresivo.

Vielner 2L Incremento en la conducta de nado.
RaMH no modifico las conductas
(Gao et al. 2013) Ratas. 3,5-dimetil-isoxazol-4-acido carboxilico [2-metil-

Modelo de nado forzado. 4-((2S,3°S)-2-metil-["1,3 Tbipirrolidinil-1"-
yhfenillamida (agonista inverso del HsR),
presento6 un efecto tipo antidepresivo.

(Bahi, Schwed, and | Ratones & C57BL/6, 14 ST-1283 (antagonista HsR) present6 un efecto tipo

semanas (24-30 g). antidepresivo.

Walter 2014) Modelo de nado forzado.
Prueba de suspension de la cola.
(Femenia et al. Ratas 3 FSL, (280-400 g). Clobenpropit  presentd un  efecto  tipo
2015) Modelo de nado forzado. antidepresivo.
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Al revisar estos trabajos, es notorio que los compuestos que interfieren con la
actividad constitutiva de los HsRs tienen un efecto tipo antidepresivo en el modelo
de nado forzado y en el de suspension de la cola, en animales adultos. Unicamente
el estudio realizado por Akhtar (Akhtar, Pillai, and VVohora 2005), reportd que este
efecto estuvo acompafado de un incremento en la conducta de nado, proponiendo
la posible participacion del sistema serotoninérgico en la mediacion del efecto tipo
antidepresivo presentado por tioperamida. El resto de los estudios s6lo documenta
una disminucion de la conducta de inmovilidad. Ademas en los trabajos de Akhtar
y de Pérez — Garcia, la administracion del agonista del HzR (R-a-metilhistamina)
carecid de efecto en el modelo de nado forzado (Akhtar, Pillai, and VVohora 2005;
Pérez-Garcia et al. 1999). A pesar de estas evidencias, actualmente no es claro el
mecanismo por el cual los agonistas inversos del HsR ejercen su efecto tipo

antidepresivo,

Como describimos anteriormente, el HsR funciona como un heterorreceptor
presinaptico, por lo que planteamos la posibilidad de que la histamina, ademas de
regular su propia liberacion a través de autorreceptores Hs, podria también modular
la liberacion de otros neurotransmisores, como 5-HT, NA y DA, a través de
heterorreceptores Hs localizados en las terminales de estas neuronas (Aquino-
Miranda and Arias-Montafio 2012; Esbenshade et al. 2008; H. L. Haas, Sergeeva,
and Selbach 2008; Panula et al. 2015; Panula and Nuutinen 2013; Schlicker and
Kathmann 2016). Estos mecanismos podrian ser responsables y/o contribuir en
alguna medida al efecto tipo antidepresivo de los antagonistas/agonistas inversos
del H3R. Entender estos mecanismos abriria la puerta para el desarrollo de nuevos
compuestos y el descubrimiento de blancos terapéuticos Utiles en el tratamiento de
la depresion. Ademas, no existen evidencias del efecto tipo antidepresivo de
agonistas inversos del HzR en animales adolescentes, ni datos de su efecto en

modelos animales de depresion basados en la exposicion cronica al estrés.
1.6. Modelos animales de depresion

Los modelos animales son herramientas utilizadas en la investigacion para el
estudio de algunas enfermedades y para el desarrollo y la seleccion de nuevos
farmacos utiles en su tratamiento (Czéh et al. 2016). Respecto a la depresion,

podemos decir que es complicado el desarrollo de modelos que reproduzcan de
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manera adecuada los sintomas presentes en pacientes con este trastorno. La
depresion, al igual que otros trastornos psiquiatricos, se conforma de endofenotipos
que pueden ser reproducidos independientemente y evaluados en modelos animales
(Hasler et al. 2004). Se han descrito los siguientes endofenotipos en animales:
anhedonia, desesperanza, aislamiento social, cambios en el apetito y alteraciones
en el peso corporal, cambios neuroanatémicos, alteraciones neuroenddcrinas,
alteraciones del suefio y comportamiento tipo ansiedad (Czéh et al. 2016; Hammels
et al. 2015; Hasler et al. 2004; Porsolt et al. 1978). Es importante mencionar que
los modelos animales de depresion deben cumplir tanto como sea posible, los
criterios de validez de apariencia, validez de constructo y validez predictiva (Czéh
et al. 2016; Golden et al. 2011; Willner and Mitchell 2002). Actualmente existen
modelos animales que pueden simular algunos de los endofenotipos descritos para
la depresién. A continuacion se describen dos modelos importantes para nuestro

trabajo.
1.6.1. Modelo de nado forzado

El modelo de nado forzado fue descrito por Porsolt (Porsolt et al. 1978) como un
modelo en roedores para predecir la eficacia clinica de los farmacos antidepresivos
(Cryan, Valentino, and Lucki 2005). En este modelo, los roedores son forzados a
nadar durante un tiempo determinado, en espacios restringidos de los que no hay
salida. Después de un periodo inicial de actividad vigorosa, terminan por adoptar
una postura caracteristica de inmovilidad (Porsolt et al. 2001). De manera
hipotética, se piensa que cuando los animales adoptan la postura de inmovilidad
han aprendido que es imposible escapar y han desarrollado una conducta tipo
desesperanza (endofenotipo). EI comportamiento y las caracteristicas bioquimicas
de los animales en este estado, inducido por la prueba, ha llevado a creer que esta
condicion per se proporciona un modelo animal de depresion. La postura de
inmovilidad se caracteriza por que el animal flota en el agua, realizando Unicamente
los movimientos necesarios para mantener la nariz por encima de la superficie
(Bogdanova et al. 2013). Posteriormente el trabajo de Detke (Detke and Lucki
1996), propuso la evaluacién de los comportamientos activos durante la prueba de
nado forzado, midiendo las conductas de nado y de escalamiento. Ademas,
demostrd que el anélisis de estas conductas activas permite diferenciar entre las dos

principales clases de antidepresivos, ya que los ISRS incrementan la conducta de
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nado, mientras que los inhibidores de la recaptura de NA y/o DA incrementan la
conducta de escalamiento (Bogdanova et al. 2013; Cryan, Valentino, and Lucki
2005; Detke and Lucki 1996).

1.6.2. Modelo de estrés cronico por derrota social

El estrés cronico es considerado un factor de riesgo para el desarrollo de trastornos
psiquiatricos, como depresion, ansiedad y trastorno de estrés postraumatico (Berton
et al. 2006; Gilbert et al. 2009; Hammels et al. 2015; Lupien et al. 2009; Qiao et al.
2016; Shu and Xu 2017). ElI modelo de estrés cronico por derrota social (ECDS)
utiliza el conflicto social que se da de manera natural entre individuos de la misma
especie para generar estrés (Hollis and Kabbaj 2014) y hace uso del
comportamiento natural y predecible de los roedores macho para defender su
territorio (Goyens and Notrot 1975). La derrota social puede ser definida como el
sometimiento de un individuo durante un enfrentamiento con otro de la misma
especie (Hammels et al. 2015; Hollis and Kabbaj 2014), teniendo como resultado
un individuo sometido y un individuo vencedor. El modelo de ECDS consiste en
colocar a un roedor, dentro del territorio de otro roedor normalmente de mayor
tamafo y edad. Permitiendo una primera fase de contacto fisico durante un corto
periodo de tiempo (minutos), seqguida de una fase de contacto sensorial (auditivo,
olfatorio y visual) durante un periodo de tiempo mas prolongado (horas), este
proceso se repite diariamente durante 10 a 15 dias (Golden et al. 2011; Hammels et
al. 2015; Hollis and Kabbaj 2014; Ifiguez et al. 2014). Los animales sometidos al
modelo de ECDS, desarrollan alteraciones conductuales como el aislamiento social,
la anhedonia y la desesperanza; alteraciones fisiologicas, como una mayor
reactividad del eje HHA en respuesta al estrés y una menor ganancia de peso, y
alteraciones neuroguimicas, como cambios en la concentracion tisular de 5-HT y
NA, que son similares a las alteraciones observadas en humanos con depresion
(Hammels et al. 2015; Hollis and Kabbaj 2014; Ménard, Hodes, and Russo 2016).
Otra caracteristica de este modelo, y que contribuye a su validez predictiva, es que
Unicamente los tratamientos crénicos (28 dias) con antidepresivos revierten los
cambios conductuales presentados por los roedores sometidos a la derrota social
(Berton et al. 2006; Golden et al. 2011; Ménard, Hodes, and Russo 2016).
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El modelo de ECDS, al igual que el modelo de nado forzado, tiene validez de
apariencia, validez de constructo y validez predictiva (Detke and Lucki 1996;
Golden et al. 2011; Hollis and Kabbaj 2014; Jianhua et al. 2017; Krishnan et al.
2007; Porsolt et al. 2001). Existe un consenso general de que el modelo de ECDS
produce un perfil de comportamientos tipo depresion (Hammels et al. 2015; Jianhua
et al. 2017; Krishnan et al. 2007; Zhao et al. 2013), por lo que actualmente es un
modelo ampliamente utilizado para el estudio de los mecanismos moleculares que
subyacen a la depresion. Ademas, es una herramienta valiosa de investigacion, con
el potencial de identificar nuevas vias para la terapéutica de los trastornos
psicopatoldgicos asociados eventos o experiencias estresantes en la vida (Hollis and
Kabbaj 2014; Qiao et al. 2016).

1.7. Justificacion

El desarrollo de farmacos mas eficaces para el tratamiento de la depresion en la
adolescencia es de vital importancia, ya que la ausencia de los mismos contribuye
en gran medida al mal prondstico de este padecimiento. Las acciones de la
histamina dentro del SNC, a través de los H3R’s, representan una alternativa para
el desarrollo de farmacos utiles en el tratamiento de trastornos psiquiatricos. Por lo
tanto, es necesario el entendimiento de los mecanismos a través de los cuales los

agonistas inversos del HsR ejercen un efecto tipo antidepresivo.
1.8. Hipotesis

El agonista inverso del HzR (clobenpropit) tendréa un efecto antidepresivo en ratones
adolescentes macho de la cepa Swiss Webster (SW) en el modelo de nado forzado.
Ademas, los sistemas serotoninérgico, noradrenérgico Yy dopaminérgico

participaran en la mediacion de dicho efecto antidepresivo.

El agonista inverso del HzR (clobenpropit) tendréd un efecto antidepresivo en ratones

adolescentes macho de la cepa SW en el modelo de estrés crénico por derrota social.

2. Objetivos
2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antidepresivo del agonista inverso del HsR en dos modelos

animales de depresion en ratones adolescentes y estudiar la participacion de los
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sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico en la mediacion de

dicho efecto.

2.2. Objetivos particulares

1. Comparar la conducta tipo depresion en ratones adolescentes macho de la cepa
SW, durante las etapas pre puberal, puberal y pos puberal, en el modelo de nado
forzado.

2. Analizar el efecto tipo antidepresivo del agonista inverso del HsR en ratones
adolescentes macho de la cepa SW, en el modelo de nado forzado y determinar
sus efectos sobre las concentraciones tisulares de 5-HT, NAy DA en laPFC y
amigdala.

3. Determinar la participacion de los sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y
dopaminérgico en el efecto tipo antidepresivo del agonista inverso del HzR, por
medio del uso de neurotoxinas.

4. Montar el modelo de estrés cronico por derrota social en ratones adolescentes
machos de la cepa SW.

5. Analizar los posibles efectos antidepresivos del agonista inverso del HzR en el
modelo de ECDS.

3. Materiales y métodos

3.1. Animales

Se utilizaron ratones adolescentes macho de la cepa SW (CINVESTAV Sede sur).
Los animales fueron habituados y alojados en grupo (5 por caja) durante 3 dias,
hasta el dia de inicio del protocolo o hasta la realizacién de las pruebas
conductuales, en condiciones luz/oscuridad 12:12, en ciclo invertido, con agua y
comida ad libitum.

3.2. Farmacos

Clobenpropit, N-(2-cloroetil)-N-etil-2-clorhidrato de bromobencilamina (DSP4) y
desipramina fueron disueltos en solucién salina al 0.9%; sertralina fue disuelta en
dimetil sulfoxido al 10% y agua destilada; 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-DHT) y 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) fueron disueltos en acido ascorbico al 0.1% y solucion
salina. Clobenpropit, DSP4, desipramina y sertralina se administraron por via

intraperitoneal (i.p), mientras que 5,7-DHT y 6-OHDA se administraron por via
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intracerebroventricular (i.c.v), en un volumen de 4 ul. Todos los farmacos se

adquirieron de Sigma-Aldrich (Toluca, México).
3.2.1. Administracion intracerebroventricular

La administracion i.c.v de 5,7-DHT y 6-OHDA se realiz6 conforme a lo descrito
por Haley y McCormick (Haley and Mccormick 1957) (Fig. 11). A continuacion se
describe brevemente que los animales fueron sujetados firmemente por la piel libre
detras de la cabeza. Se apoy¢ al animal sobre una superficie de la cual pudiera
sujetarse, con la suficiente firmeza para impedir que realizara movimientos bruscos,
pero permitiéndole respirar adecuadamente. Se utilizé una aguja hipodérmica de
calibre 27 y 3 mm de longitud, que fue insertada perpendicularmente a través del
craneo en el cerebro. El sitio de inyeccion fue a2 mm a un lado de la linea media
sobre una linea trazada a través de la base anterior de las orejas. Al término de la
administracion, los ratones fueron sacrificados por decapitacion sin anestesia, se
extrajeron los cerebros y posteriormente se verifico el sitio de administracion

(ventriculos laterales).

Fig. 11. Referencias externas para localizar el sitio de la inyeccién i.c.v (Tomado de Halley y
McCormick 1957).

3.2.2. Uso de las neurotoxinas DSP4, 5,7-DHT y 6-OHDA, para dafar los
sistemas  serotoninérgico,  noradrenérgico y  dopaminérgico,

respectivamente.

Para destruir a la neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas o dopaminérgicas en
el SNC de los ratones, utilizamos las neurotoxinas 5,7-DHT (75 pg por raton via
i.c.v), DSP4 (50 mg/kg via i.p) y 6-OHDA (30 pg por ratén via i.c.v),
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respectivamente (Ross and Stenfors 2014; Santiago et al. 2014; Sinhababu and
Borchardt 1988; Vega-Rivera, Lopez-Rubalcava, and Estrada-Camarena 2013)
(Fig. 12).

A) B) ©)

AC HO NH, HO@(\/NH;
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Fig. 12. Estructura quimica de las neurotoxinas. A) DSP4, B) 5,7-DHT y C) 6-OHDA.

La neurotoxina 5,7-DHT es parcialmente selectiva para el sistema serotoninérgico
dentro del SNC, DSP4 es también una neurotoxina parcialmente selectiva para las
neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus (Fritschy and Grzanna 1991; Ross
and Stenfors 2014; Sinhababu and Borchardt 1988), mientras que 6-OHDA se
utiliza para dafiar neuronas dopaminérgicas (Santiago et al. 2014; Xue and Bian
2015), aungue puede afectar en cierto grado a los tres sistemas. Las tres
neurotoxinas son herramientas Utiles para el estudio del papel funcional de los
sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico dentro del SNC. Estas
neurotoxinas utilizan a los transportadores neurales de monoaminas para acceder a
las neuronas; pero a pesar de su afinidad por uno u otro sistema, su administracion
puede afectar a mas de uno de los sistemas monoaminérgicos (Ross and Stenfors
2014; Sinhababu and Borchardt 1988). Con base en lo descrito en la literatura, las
neurotoxinas se administraron en una sola dosis, una semana antes del uso de los
animales. Ademas, con el objetivo de evitar el dafio a los otros sistemas de
neurotransmision al administrar cada una de las neurotoxinas, los otros sistemas
fueron protegidos utilizando inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina, o
inhibidores de la recaptura de noradrenalina, o de ambos (para mayor detalle, véase

mas adelante en 3.6 Disefio experimental).
3.3. Modelos animales de depresion

Los siguientes modelos fueron utilizados para inducir la conducta tipo depresién en

los ratones adolescentes macho de la cepa SW.
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3.3.1. Modelo de nado forzado

El modelo de nado forzado, es cominmente usado para el cernimiento de farmacos
antidepresivos y para el estudio de las bases neurobiologicas de la depresion (Cryan,
Valentino, and Lucki 2005; Lopez-Rubalcava, Estrada-Camarena, and Fernandez-
Guasti 2003). En este modelo los ratones son forzados a nadar, hasta que
eventualmente adoptan una postura de flotacion, descrita como un conducta de
inmovilidad, que es considerada un indicador de desesperanza conductual (Porsolt
et al. 1978). Los farmacos con actividad antidepresiva disminuyen la conducta de
inmovilidad o retrasan su inicio; ademas incrementan las conductas activas durante
la prueba (Cryan, Valentino, and Lucki 2005). Estas conductas son la conducta de
nado y la conducta de escalamiento (Detke and Lucki 1996). En este modelo los
ratones se colocan durante un periodo de 6 minutos, dentro de cilindros de cristal,
de 13 cm didmetro y 24 cm de altura, que contienen agua a 22° C a una profundidad
de 10 cm (Fig. 13).

Fig. 13. Modelo de nado forzado.

La prueba es videograbada para posteriormente cuantificar las conductas de
inmovilidad, nado y escalamiento, utilizando una técnica de muestreo de tiempo,
en la que al final de cada periodo de 5 segundos se registra el comportamiento que
predominantemente presenta el ratén. Esto se realiza durante los Gltimos 4 minutos
de la prueba (Cryan, Valentino, and Lucki 2005; Detke and Lucki 1996).

En la conducta de inmovilidad, el ratén Unicamente flota en el agua, realizando s6lo
los movimientos necesarios para mantener la cabeza fuera del agua; la conducta de
nado se define como la presencia de movimientos activos y el desplazamiento del
raton dentro del cilindro, mas de lo necesario para simplemente mantener la cabeza
fuera del agua y por ultimo, la conducta de escalamiento se caracteriza por

movimientos vigorosos que realiza el raton con las patas delanteras dentro y fuera
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del agua, contra las paredes del cilindro (para un mejor detalle de las conductas

visite: https:/youtu.be/lew51ijx33U). Al término de la prueba los ratones son retirados
de los cilindros, secados con toallas de papel y colocados en cajas con calor durante

30 minutos, posteriormente son regresados a sus cajas de alojamiento.
3.3.2. Modelo de estrés crénico por derrota social

El modelo se compone de dos fases, la primera fase es de contacto fisico, donde un
raton intruso es expuesto al ataque de un ratdn residente agresor, durante un periodo
corto de tiempo (5-10 minutos) lo que genera un estres fisico y psicoldgico. La
segunda fase es de contacto sensorial, en la cual el raton intruso mantiene contacto
visual, auditivo y olfativo con el raton residente que previamente lo atacd, durante
un periodo largo de tiempo (24 horas) con el objetivo de generar un estrés
psicolégico en el intruso (Golden et al. 2011; Hammels et al. 2015). La cepa de
raton C57BL/6J es la més utilizada en el modelo de ECDS como residente y se ha
reportado que esta cepa presenta una mayor susceptibilidad metabdlica al estrés
(Hammels et al. 2015). Por otro lado, se emplea a ratones de la cepa CD1 como
agresores y ratones diana (Hollis and Kabbaj 2014). En este trabajo utilizamos

unicamente ratones de la cepa SW. A continuacion de describe el protocolo.

3.3.2.1. Seleccién de ratones agresores

1) Ratones SW adultos de entre 8-12 semanas de edad (probables agresores),
fueron alojados individualmente durante 3 dias y ratones adolescentes SW de
entre 5-6 semanas de edad (ratones de prueba) fueron alojados en grupo durante
3 dias. Estos ultimos fueron utilizados unicamente para el proceso de seleccién
de los ratones agresores.

2) El primer dia de seleccion, se colocd al ratdn adolescente dentro de la caja del
raton adulto durante 180 segundos, con el adulto presente. Se registro la latencia
de ataque (periodo de tiempo que transcurre desde que el raton adolescente es
colocado en la caja, hasta que es atacado por el raton adulto). No se saco al raton
adolescente de la caja hasta que concluyeron los 180 segundos, cuando
regresaron a sus cajas de alojamiento, en donde permanecieron hasta el
siguiente dia.

3) Se realizo una sesion diaria de 180 segundos, durante tres dias consecutivos,

rotando a los ratones adolescentes con la finalidad de evitar que fueran atacados

28


https://youtu.be/Iew51ijx33U

por el mismo ratdén adulto de manera consecutiva. El raton adulto nunca se

cambid de caja.

4) Se seleccionaron como ratones agresores, a los ratones adultos que cumplieron
con los siguientes criterios:
a. Animales que atacaron en al menos dos sesiones consecutivas.
b. Animales que presentaron una latencia de agresion menor a 60
segundos.

5) Los agresores adultos seleccionados, se alojaron individualmente hasta el inicio
de la derrota social. Estos agresores pueden ser utilizados hasta por tres meses
posteriores a su seleccion.

3.3.2.2. Protocolo de estrés crénico por derrota social

1) Armar y preparar la caja hogar con la division de acrilico perforada, utilizada

para el ECDS (24 horas antes de iniciar el protocolo) y colocar al raton agresor
previamente seleccionado (residente), en el compartimiento derecho de la caja,

durante toda la noche previa al inicio del protocolo (Fig. 14).

Fig. 14. Caja hogar para el modelo de ECDS. A) Caja hogar con division de acrilico y tapa de

acero con doble bebedero para el protocolo de derrota social. B) El agresor es colocado en una de

los dos compartimentos dentro de la caja.

2) Como sujetos de estudio (intrusos) se utilizaron ratones macho adolescentes de

28 dias de edad de la cepa SW, alojados en grupo durante 3 dias, previo al inicio
del protocolo de ECDS.

3) EIl primer dia, se colocd al raton adolescente (intruso) en la caja hogar,

directamente dentro del compartimento del ratén agresor (residente), se dejo ahi
durante 5-10 minutos, tiempo en el que el adolescente fue investigado, atacado

y derrotado por el agresor (fase de contacto fisico). Transcurrido este tiempo el
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

adolescente se transfirié al compartimiento contiguo a la division de acrilico, en

donde permanecio durante 24 hrs (fase de contacto sensorial) (Fig. 15).

Fig. 15. Fases del modelo de ECDS. A) Fase de contacto fisico. B) Fase de contacto sensorial.

El segundo dia de exposicion, se colocé al raton adolescente (intruso) en una
nueva caja hogar, directamente dentro del compartimento de un nuevo agresor
(residente), con el objetivo de evitar cualquier tipo de habituacién. Al terminar
los 5-10 minutos de exposicion, el adolescente se transfirio al compartimiento
contiguo a la division de acrilico, donde permanecio durante 24 hrs. Este
procedimiento se repitid diariamente durante los dias restantes del protocolo de
ECDS.

Los agresores nunca se cambiaron de caja hogar durante los 15 dias que duro el
protocolo; cuando se percibi6 falta de agresion hacia el intruso, el residente se
excluyd del protocolo y se reemplaz6 por un nuevo agresor.

La duracion de la fase de contacto fisico, dependio de la intensidad y del nimero
de ataques que recibi6 el adolescente. La fase de contacto fisico se dio por
terminada cuando el adolescente recibi6 10, independientemente del tiempo
transcurrido.

Se registrd el peso de los ratones adolescentes cada tercer dia, durante los dias
de duracion del protocolo.

Los animales control se colocaron en cajas hogar idénticas, un animal en cada
compartimento durante 15 dias. Los adolescentes control fueron rotados
diariamente a la caja hogar de un agresor control diferente (el agresor control
es un ratén del mismo sexo y edad que el control), evitando en todo momento
el contacto fisico entre ambos ratones.

Al término del ultimo dia de exposicion al ECDS, los ratones adolescentes se

alojaron individualmente durante 24 horas, con agua y comida ad libitum.
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Después de este tiempo se realizo la prueba de interaccion social, y al dia

siguiente la de nado forzado.

3.3.2.3. Prueba de interaccioén social

Diversos estudios han reportado que los animales derrotados pasan un tiempo
promedio significativamente menor cerca de un raton diana durante una prueba de
interaccion social (el raton diana es aquel que cumple con los criterios para ser un
raton agresor, pero que no es utilizado como agresor durante los 15 dias del
protocolo de ECDS), en comparacion con animales no derrotados (Hammels et al.
2015). Este comportamiento denominado aislamiento social, se considera una
conducta tipo depresiva (Berton et al. 2006; Golden et al. 2011; Ifiguez et al. 2014).
La arena para la prueba de interaccion social, es una arena de campo abierto (45 x
45 cm), con una pequefia jaula de alambre (10 x 10 x 10 cm) en el interior de la cual
se coloca al raton diana. El area alrededor de la jaula de alambre se denomina “zona
de interaccion”, las zonas de “esquinas” se refiere a un area preestablecida en las

esquinas en la arena en el lado opuesto a la jaula de alambre (Fig. 16).

Esquinas Esquinas

J Zona de interaccion
?

Jaula de
alambre

Fig. 16. Arena de interaccion social.

Para esta prueba se utilizaron ratones diana y como sujetos experimentales a los
ratones adolescentes que fueron expuestos al ECDS. Los ratones se habituaron a la
jaula de alambre o a la arena de interaccion social, respectivamente, durante 5

minutos, una hora antes de la prueba. La prueba se realiz6 de siguiente manera:

1) La prueba consto de dos fases de 150 segundos de duracion cada una, con un

intervalo de 30 segundos entre ellas. En la primera fase la jaula de alambre
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estuvo vacia, mientras que en la segunda fase el raton diana fue colocado al

interior de la jaula de alambre en la arena de interaccion (Fig. 17).

a.

b.

Primera fase (raton diana ausente): el raton adolescente derrotado se
colocé en la parte central de la arena, en el lado opuesto a la zona de
interaccion y se le permitid el libre movimiento dentro de la arena
durante 150 segundos.

Al término de esta fase el raton adolescente derrotado fue retirado de
la arena y se dispuso de 30 segundos para introducir al raton diana
dentro de la jaula de alambre en la zona de interaccion.

Segunda fase (ratén diana presente): el raton adolescente derrotado se
colocé nuevamente en la parte central de la arena, en el lado opuesto
a la zona de interaccion y una vez mas se le permitio el libre

movimiento dentro de la arena durante 150 segundos.

2) Después de esta fase se dio por terminada la prueba de interaccion social.

Fig. 17. Fases de la prueba de interaccion social. A) Raton diana ausente. B) Raton diana presente.

3) La prueba fue videograbada para su posterior analisis:

a.

Con el software Top Scan, se midi6 el tiempo que los adolescentes
pasaron en la zona de interaccion cuando el ratdn diana estuvo ausente
y cuando el ratén diana estuvo presente.

Con estos resultados se calcul6 la tasa de interaccion (T1), dividiendo
el tiempo de permanencia en la zona de interaccion cuando el ratén
diana estuvo presente, entre el tiempo de permanencia en la zona de

interaccion cuando el ratén diana estuvo ausente.

A partir del resultado de la TI, se determind si el ratén adolescente desarrolld la

conducta de aislamiento social. Si la tasa de interaccion fue >1 se clasifico como
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con un fenotipo resiliente, y si la tasa de interaccion fue < 1 como un fenotipo

susceptible al desarrollo de la conducta de aislamiento social.
3.4. Actividad locomotora y rota rod

Se realizd la prueba de actividad locomotora espontanea y la prueba en rota rod
para determinar si clobenpropit afecto la actividad locomotora y por lo tanto las
pruebas conductuales. Se utilizé6 un actimetro infrarrojo Panlab, se midi6 la
actividad locomotora espontanea y los movimientos estereotipados del raton dentro
de la arena durante 5 minutos. Ademas, esta prueba se videograbd y se analiz6 con
el software Top Scan para obtener la velocidad promedio y la distancia total

recorrida dentro de la arena.

La prueba de rota rod evalla el equilibrio, asi como la coordinacion motora de los
ratones. Se realizaron dos entrenamientos 24 y 18 horas antes de la prueba final.
Los entrenamientos y la prueba final consistieron en colocar a los ratones sobre el
rotarod, girando a 11 rpm, durante 10 minutos. Independientemente del nimero de
caidas, los animales se volvieron a colocar sobre el rotarod hasta que concluyeron
los 10 minutos de entrenamiento. El dia de la prueba se registra el nimero de caidas
presentadas por cada ratén; a diferencia de los entrenamientos la prueba final tiene

una duracion de 5 minutos.

3.5. Obtencién de muestras para determinar la concentracion tisular de

monoaminas por cromatografia liquida de alta resolucion

Las areas a analizar son la corteza prefrontal y la amigdala. Para extraer estas areas,
los ratones fueron sacrificados por decapitacion. Se extrajeron inmediatamente los
cerebros obteniendo la corteza prefrontal y la amigdala que se colocaron en tubos
Eppendorf con 200 pl de una mezcla de antioxidantes y posteriormente fueron

almacenas a -80 °C hasta su procesamiento.

Las determinaciones de las concentraciones tisulares de 5-HT, NA y DA en la
corteza prefrontal y la amigdala, se realizaron por medio de cromatografia liquida
de alta eficacia (HPLC) (BAS, West Lafayette, IN, USA). Las muestras fueron
homogeneizadas y centrifugadas a 14 000 rpm durante 20 minutos a 4° C. Se extrajo
el sobrenadante y se procedié a su andlisis mediante HPLC. La fase movil de la
HPLC (0.64 mM de sulfato octilo de sodio, 0.52 MM EDTA, 36.83 mM NaH2PO4,
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10 mM NacCl, 130 ml de metanol, pH 4.0) se bombeé a través de una columna de
catecolaminas 3um (Grace Davison Discovery Science, IL, USA) a un flujo de 1

ml/min.
3.6. Disefio experimental

En todos los experimentos que se describen en esta seccion, los ratones adolescentes
fueron alojados durante 3 dias para permitir su habituacion. Las edades se
especifican en cada uno de los experimentos. Todas las pruebas de nado forzado e

interaccion social fueron videograbadas para su posterior analisis.
3.6.1. Experimento 1

Comparar la conducta tipo depresion en ratones adolescentes macho de la cepa
SW durante las etapas pre puberal, puberal y pos puberal en el modelo de

nado forzado.

Se utilizé el modelo de nado forzado para analizar la conducta tipo depresion, en
ratones adolescentes macho de la cepa SW. Con base en las edades descritas por
Holder y Blaustein (Holder and Blaustein 2014) se formaron tres grupos
independientes. EI primer grupo “pre puber” formado por ratones de 31 dias de
edad, el segundo grupo “puber” formado por ratones de 45 dias de edad y el tercer
grupo “pos puber” formado por ratones de 57 dias de edad (Fig. 18). En los DP 31,

45 y 57 cada uno de los grupos, fue sometido a la prueba de nado forzado.

Adult corticosterone levels

4 'l
s [ ]

P21 P28 P35 P42 P43 P56 P63 P70 P77 P84 Pot

Adrenarche Preputial Sperm Peak
separation  production leslosterone

A

Males
Puberty Adulthood

early adolescence I mid-adolescence late adolescence

Fig. 18. Generalizacidn del tiempo aproximado y eventos del desarrollo puberal y la adolescencia,
en roedores macho (Tomado de Holder y Blaustein 2014).

3.6.2. Experimento 2

Analizar el efecto tipo antidepresivo del agonista inverso del HsR, en ratones

adolescentes macho de la cepa SW en el modelo de nado forzado y determinar
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su efecto sobre las concentraciones tisulares de 5-HT, NAy DA en la PFC y
amigdala.

Se utilizd el modelo de nado forzado para analizar el efecto antidepresivo de
clobenpropit en ratones adolescentes macho de la cepa SW (DP45). Para este
objetivo se formaron tres grupos, el primer grupo “control” fue tratado con el
vehiculo; el segundo grupo “control positivo” fue tratado con el antidepresivo
sertralina, un inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina; y el tercer grupo
“clobenpropit” con el agonista inverso del HzR. Utilizamos sertralina como control
positivo, ya que con base en lo propuesto por Akhtar et al, el sistema
serotoninérgico estaria mediando el efecto tipo antidepresivo presentado por un
agonista inverso del HsR (Akhtar, Pillai, and VVohora 2005).

En el DP 45 los grupos fueron inyectados via i.p con:

e Control - vehiculo
e Control positivo = sertralina (2.5, 5y 10 mg/kg)
e Clobenpropit - clobenpropit (0.625, 1.25, 2.5 y 5 mg/kQg)

Las dosis inicial de 5 mg/kg de clobenpropit fue seleccionada con base en lo
descrito previamente en la literatura (Femenia et al. 2015; Ishizuka et al. 2008;
Miyazakia et al. 1997; Pérez-Garcia et al. 1999); a partir de esta dosis se construyo
una curva dosis respuesta. Una hora después de la administracién, se realizo la
prueba de nado forzado. Se videograbé para el posterior analisis de las conductas

de inmovilidad, nado y escalamiento.

Para analizar el efecto de clobenpropit sobre las concentraciones tisulares de
monoaminas en la PFC y la amigdala en ratones adolescentes macho de la cepa SW,
se formaron dos grupos, grupo “control” y grupo ‘“clobenpropit”. En el DP45 el
grupo control recibio el vehiculo y el grupo clobenpropit 5 mg/kg de clobenpropit
por via i.p. Una hora mas tarde los animales se sacrificaron por decapitacion sin

anestesia y se extrajeron las areas cerebrales.

Por ultimo, para analizar el efecto de clobenpropit sobre la actividad locomotora en
ratones adolescentes macho de la cepa SW, se formaron dos grupos, grupo

“control” y grupo “clobenpropit”. En el DP45 el grupo control recibid el vehiculo
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y el grupo clobenpropit 5 mg/kg de clobenpropit por via i.p. Una hora més tarde los

animales fueron colocados en el actimetro e inmediatamente después en el rota rod.
3.6.3. Experimento 3

Determinar la participacion de los sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y
dopaminérgico, en el efecto tipo antidepresivo del agonista inverso del HsR,

con el uso de las neurotoxinas 5,7-DHT, DSP4 y 6-OHDA, respectivamente.

Para determinar la participacion de los sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y
dopaminérgico, en el efecto tipo antidepresivo de clobenpropit en ratones
adolescentes macho de la cepa SW. Se formaron un total de nueve grupos
independientes (Tabla 4). En el DP38 dos grupos fueron inyectados por via i.p con
desipramina (30 mg/kg), otros dos grupos con sertralina (10 mg/kg) y dos grupos
mas con desipramina y sertralina (30 y 10 mg/kg, respectivamente). Treinta minutos
después, los dos grupos tratados con desipramina recibieron 5,7-DHT (75 pg/raton)
por via i.c.v, los dos grupos tratados con sertralina recibieron DSP4 (50 mg/kg) por
via i.p y por altimo los dos grupos tratados con desipramina y sertralina recibieron
6-OHDA (30 pg/ratén) por via i.c.v. Los tres grupos restantes formaron los grupos
control y fueron inyectados con los vehiculos de los farmacos y con los vehiculos
de las neurotoxinas. El tratamiento con sertralina (inhibidor selectivo de la
recaptura de serotonina) y desipramina (inhibidor de la recaptura de noradrenalina)
previo a la administracion de las neurotoxinas, se realizd para prevenir dafios
colaterales en los otros sistemas de neurotransmision. Al término de estos

procedimientos todos los ratones fueron alojados en grupo durante una semana.

Tabla 4. Grupos tratados con las neurotoxinas (DP38).

57-DHT DSP4 6-OHDA
e Control e Control e Control
e 57-HDT + vehiculo e DSP4 + vehiculo e 6-OHDA + vehiculo
o 57-DHT + e DSP4+ e 6-OHDA +
clobenpropit clobenpropit clobenpropit

Nota: Los tratamientos en rojo se administraron en el DP45.

En el DP45 los ratones pre tratados con las neurotoxinas, fueron inyectados via i.p
con clobenpropit (5 mg/kg) o con el vehiculo (solucidén salina a 0.9%); formando
los grupos neurotoxina + clobenpropit y neurotoxina + vehiculo, respectivamente.

Una hora después fueron sometidos a la prueba de nado forzado. Adicionalmente
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un grupo de ratones intactos (DP45), recibio clobenpropit (5 mg/kg) por via i.p,
formando el grupo intacto + clobenpropit, que sirvié como control positivo.

3.6.4. Experimento 4

Montar el modelo de estrés cronico por derrota social en ratones adolescentes

machos de la cepa SW.

Se utilizaron ratones adolescentes macho SW de 25 dias de edad. En el DP28 se
inicié el protocolo de estrés crénico por derrota social (15 dias de duracion). Se
registro el peso de los adolescentes cada tercer dia. Al concluir este periodo, en el
DP43 se dio por terminado el protocolo y los animales fueron alojados
individualmente durante 24 horas. En el DP45 se realizd la prueba de interaccién
social y en el DP46 se realiz6 la de nado forzado. Los animales control fueron
alojados en las mismas condiciones evitando en todo momento el contacto fisico

con el agresor control.
3.6.5. Experimento 5

Analizar los posibles efectos antidepresivos del agonista inverso del HsR, sobre
las conductas de aislamiento social y desesperanza, en el modelo de ECDS.

Se utilizaron ratones adolescentes macho SW de 25 dias de edad. Se sometieron al
protocolo de estrés cronico por derrota social del DP28 al DP43, después de los
cual los animales fueron alojados individualmente durante 24 horas. En el DP 45 se
realizd la prueba de interaccién social, se selecciond a los ratones adolescentes
derrotados susceptibles al desarrollo de la conducta de aislamiento social (TI<1).
Al término de la prueba de interaccion social los ratones fueron alojados
individualmente durante 24 horas. En el DP 46 a estos ratones, se les administrd
clobenpropit via i.p (5 mg/kg) o el vehiculo, y una hora mas tarde se realizd
nuevamente la prueba de interaccion social e inmediatamente después la prueba de

nado forzado.
4. Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media + SEM. La mayoria de nuestros datos no
cumplieron con la normalidad, por lo que utilizamos pruebas no paramétricas.
Anadlisis de varianza por rangos (Kruskal Wallis) seguido de la prueba de Dunn’s,

para comparar las conductas de inmovilidad, nado y escalamiento en el modelo de
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nado forzado. U de Mann Whitney para establecer diferencias en la concentracion
tisular de monoaminas, en el peso corporal de los adolescentes expuestos al ECDS
y para la prueba de interaccion social. Unicamente los datos del actimetro y de rota
rod cumplieron la normalidad, por lo utilizamos la prueba t de student para

analizarlos. Un valor de P <0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

5. Resultados

5.1. Comparar la conducta tipo depresion en ratones adolescentes macho de la
cepa SW, durante las etapas pre puberal, puberal y pos puberal, en el
modelo de nado forzado.

En la figura 19 se comparan las conductas tipo depresion en las etapas pre puberal,
puberal y pos puberal en el modelo de nado forzado.
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Fig. 19. Conductas de inmovilidad, nado y escalamiento, en ratones adolescentes macho en el

modelo de nado forzado. Se presenta la media + SEM del nimero de cuentas de las conductas

presentadas por cada grupo (pre pUber, pUber y pos puber), durante los Gltimos 4 minutos de la
prueba. n=8. Prueba de Dunn’s, ***p<0.001, **p<0.01 y *p<0.05.

En la conducta de inmovilidad, el grupo puber presenté un aumento significativo
comparado con el grupo pre puber (p<0.01) y pos puber (p<0.001). Entre el grupo
pre puber y pos puber no se presentaron diferencias significativas (p = 0.20) (H =
16.418 con 2 g.l, p = <0.001). El grupo puber presenté una disminucion
significativa en la conducta de nado, comparado con el grupo pre puber (p<0.01) y
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pos puber (p<0.05), sin diferencias entre el grupo pre puber y pos puber (p = 0.70)
(H=14.578 con 2 g.1, p = <0.001). Por ultimo, en la conducta de escalamiento, los
grupos pos puber y paber presentaron un aumento significativo comparados con el
grupo pre paber (p<0.01 y <0.05, respectivamente); mientras que entre los grupos
puber y pos puber no se presentaron diferencias significativas (p = 0.20) (H =
10.904 con 2 g.1, p = 0.004).

5.2. Analizar el efecto tipo antidepresivo del agonista inverso del HsR, en
ratones adolescentes macho de la cepa SW en el modelo de nado forzado y
determinar su efecto sobre las concentraciones tisulares de 5-HT, NA y

DA en la PFC y la amigdala.

A continuacién se presentan los efectos de sertralina y clobenpropit en el modelo
de nado forzado (Fig. 20).
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Fig. 20. Efecto de clobenpropit sobre las conductas de inmovilidad, nado y escalamiento, en
ratones adolescentes macho en el modelo de nado forzado. Se presenta la media = SEM del
ntmero de cuentas de las conductas presentadas en los grupos control, control positivo
(sertralina) y clobenpropit, durante los Gltimos 4 minutos de la prueba. n=8. Prueba de
Dunn’s, ***p<0.001 y **p<0.01.
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Comparado con el grupo control, sertralina (5 y 10 mg/kg) disminuyé de manera
dosis dependiente la conducta de inmovilidad (H = 20.022 con 3 g.1, p = <0.001),
incremento de igual manera la conducta de nado (H = 19.383 con 3 g.l, p = <0.001)

y no modifico la conducta de escalamiento.

Comparado con el grupo control, clobenpropit (1.25, 2.5 y 5 mg/kg via i.p)
disminuy6 de manera dosis dependiente la conducta de inmovilidad (H = 30.487
con 4 g.l, p = <0.001) e incremento de igual manera las conductas de nado (H =
22.642 con 4 g.1, p =<0.001) y de escalamiento (H = 25.925 con 4 g.I, p = <0.001).

Por ultimo, las dosis mas bajas tanto de clobenpropit (0.625 mg/kg) como de
sertralina (2.5 mg/kg), carecieron de efecto en el modelo de nado forzado,
comparado con el grupo control.

Posteriormente se determind el efecto de clobenpropit (5 mg/kg), sobre la

concentracion tisular de monoaminas (Fig. 21).

En la corteza prefrontal, en el grupo tratado con clobenpropit se presenté un
incremento significativo en la concentracion tisular de 5-HT (p = 0.002), NA (p =
0.002) y DA (p = 0.002), comparado con el grupo control, mientras que en la
amigdala, en el grupo tratado con clobenpropit se presentd un incremento
significativo sélo en la concentracion tisular de NA (p = 0.002) y DA (p = 0.002),

mientras que 5-HT permanecio sin cambios (p = 0.31).
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Fig. 21. Efecto de clobenpropit (5 mg/kg) sobre las concentraciones tisulares de serotonina,
noradrenalina y dopamina, en la corteza prefrontal y la amigdala. Se presenta la media + SEM de
la concentracion (ng/g de tejido) de cada una de las monoaminas, en el grupo control y el grupo
tratado con clobenpropit. n=6. Prueba U de Mann-Whitney, **p<0.01.
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Por altimo, un incremento en la actividad locomotora de los ratones podria ser
responsable del incremento en las conductas activas (nado y escalamiento) en el
modelo de nado forzado, por tal motivo, medimos el efecto de clobenpropit (5
mg/kg via i.p) sobre la actividad locomotora (Fig. 22) y la coordinacién motriz
(Tabla 5).
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Fig. 22. Efecto de clobenpropit sobre los movimientos, distancia total recorrida y velocidad media,
dentro de la arena del actimetro. Se presenta la media £ SEM del nimero de movimientos
espontaneos y estereotipados, la distancia (mm) y la velocidad (mm/s) en el grupo control y el
grupo tratado con clobenpropit. n=10. Prueba t de student.

Tabla 5. Numero de caidas durante la prueba de rota rod.

Raton Numero de caidas
Control Clobenpropit
1 0 0
2 2 0
3 1 0
4 0 2
5 0 1
6 0 0
7 0 0
8 1 0
9 0 0
10 0 0

Prueba U de Mann Whitney. p=0.69 |
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No se presentaron diferencias significativas en los movimientos espontaneos (p =
0.90), los movimientos estereotipados (p = 0.66), la distancia total recorrida (p =
0.98) y la velocidad media dentro del actimetro (p = 0.98) entre el grupo control y
el grupo tratado con clobenpropit. En el nimero de caidas en el rota rod, tampoco

se encontraron diferencias significativas (p = 0.69).

5.3. Determinar la participacion de los sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico y dopaminérgico, en el efecto tipo antidepresivo del
agonista inverso del HsR, con el uso de las neurotoxinas 5,7-DHT, DSP4 y
6-OHDA, respectivamente.

El efecto de clobenpropit en ratones pre tratados con la neurotoxina 5,7-DHT en el
modelo de nado forzado se presenta en las figuras 23, 24 y 25.
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Fig. 23. Efecto de clobenpropit sobre la conducta de inmovilidad en el modelo de nado forzado, en
ratones adolescentes macho pre tratados con 5,7-DHT. Se presenta la media + SEM del nimero de
cuentas de la conducta de inmovilidad durante los Gltimos 4 minutos de la prueba, en el grupo
control, el grupo 5,7-DHT + vehiculo, el grupo intacto + clobenpropit y el grupo 5,7-DHT +
clobenpropit. n=6-7. Prueba de Dunn’s, vs control ##p<0.01; U de Mann Whitney para control vs
intacto + clobenpropit ***p<0.001, y para intacto + clobenpropit vs 5,7-DHT + clobenpropit
$$$p<0.001.

En la conducta de inmovilidad el grupo intacto + clobenpropit presentd una
disminucion significativa comparado con el grupo control (p<0.001). El grupo 5,7-
DHT + vehiculo presenté un aumento un aumento significativo en la conducta de

inmovilidad comparado con el grupo control; mientras que el grupo 5,7-DHT +
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clobenpropit no presentd diferencia significativa comparado con el grupo control
(H = 10.683 con 2 g.l, p = 0.005). El grupo 5,7-DHT + clobenpropit present6 un
aumento significativo en la conducta de inmovilidad comparado con el grupo

intacto + clobenpropit (p<0.001).
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Fig. 24. Efecto de clobenpropit sobre la conducta de nado en el modelo de nado forzado, en
ratones adolescentes macho pre tratados con 5,7-DHT. Se presenta la media + SEM del nimero de
cuentas de la conducta de nado durante los Gltimos 4 minutos de la prueba, en el grupo control, el

grupo 5,7-DHT + vehiculo, el grupo intacto + clobenpropit y el grupo 5,7-DHT + clobenpropit.
n=6-7. Prueba de Dunn’s, vs control ###p<0.001; U de Mann Whitney para control vs intacto +
clobenpropit ***p<0.001 y para intacto + clobenpropit vs 5,7-DHT + clobenpropit $$$p<0.002.

En la conducta de nado el grupo intacto + clobenpropit presenté un aumento
significativo comparado con el grupo control (p = 0.001). Los grupos 5,7-DHT +
vehiculo y 5,7-DHT + clobenpropit, presentaron una disminucion significativa en
la conducta de nado comparados con el grupo control (H = 13.913 con 2 g.l, p =
<0.001). Ademas, el grupo 5,7-DHT + clobenpropit presentdé una disminucion
significativa en la conducta de nado comparado con el grupo intacto + clobenpropit
(p = <0.001).

Por ultimo, en la conducta de escalamiento el grupo intacto + clobenpropit presentd
un aumento significativo comparado con el grupo control (p = 0.022). El grupo 5,7-
DHT + vehiculo no presenté diferencia significativa comparado con el grupo
control; mientras que el grupo 5,7-DHT + clobenpropit presentd un aumento

significativo en la conducta de escalamiento comparado con el grupo control (H =
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10.618 con 2 g.I, p = 0.005). El grupo 5,7-DHT + clobenpropit no presentd
diferencia significativa en la conducta de escalamiento comparado con el grupo
intacto + clobenpropit (p = 0.534).
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Fig. 25. Efecto de clobenpropit sobre la conducta de escalamiento en el modelo de nado forzado,
en ratones adolescentes macho pre tratados con 5,7-DHT. Se presenta la media + SEM del nimero
de cuentas de la conducta de escalamiento durante los Gltimos 4 minutos de la prueba, en el grupo

control, el grupo 5,7-DHT + vehiculo, el grupo intacto + clobenpropit y el grupo 5,7-DHT +
clobenpropit. n=6-7. Prueba de Dunn’s, vs control ##p<0.01; U de Mann Whitney para control vs
intacto + clobenpropit *p<0.05.

El efecto de clobenpropit en ratones pre tratados con la neurotoxina DSP4 en el

modelo de nado forzado se presenta en las figuras 26, 27 y 28.

En la conducta de inmovilidad el grupo intacto + clobenpropit presentdé una
disminucion significativa comparado con el grupo control (p = 0.001). Los grupos
DSP4 + vehiculo y DSP4 + clobenpropit no presentaron diferencias significativas
en la conducta de inmovilidad comparados con el grupo control (H = 4.406 con 2
g.l, p=0.110). El grupo DSP4 + clobenpropit presentd un aumento significativo en
la conducta de inmovilidad comparado con el grupo intacto + clobenpropit (p =
0.005).

En la conducta de nado el grupo intacto + clobenpropit presentd un aumento
significativo comparado con el grupo control (p = 0.014). El grupo DSP4 + vehiculo
no presentd diferencia significativa comparado con el grupo control, mientras que
el grupo DSP4 + clobenpropit presentd un aumento significativo en la conducta de
nado comparado con el grupo control (H = 11.016 con 2 g.I, p = 0.004). El grupo
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DSP4 + clobenpropit no presento diferencia significativa en la conducta de nado

comparado con el grupo intacto + clobenpropit (p = 0.867).
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Fig. 26. Efecto de clobenpropit sobre la conducta de inmovilidad en el modelo de nado forzado, en
ratones adolescentes macho pre tratados con DSP4. Se presenta la media + SEM del nimero de
cuentas de la conducta de inmovilidad durante los Gltimos 4 minutos de la prueba, en el grupo
control, el grupo DSP4 + vehiculo, el grupo intacto + clobenpropit y el grupo DSP4 +
clobenpropit. n=7-8. Kruskal Wallis. U de Mann Whitney para control vs intacto + clobenpropit
***p<0.001 y para intacto + clobenpropit vs DSP4 + clobenpropit $$p<0.01.
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Fig. 27. Efecto de clobenpropit sobre la conducta de nado en el modelo de nado forzado, en
ratones adolescentes macho pre tratados con DSP4. Se presenta la media + SEM del nimero de
cuentas de la conducta de nado durante los ultimos 4 minutos de la prueba, en el grupo control, el
grupo DSP4 + vehiculo, el grupo intacto + clobenpropit y el grupo DSP4 + clobenpropit. n=7-8.
Prueba de Dunn’s, vs control ##p<0.01; U de Mann Whitney para control vs intacto +

clobenpropit *p<0.05.
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Por ultimo, en la conducta de escalamiento el grupo intacto + clobenpropit presentd
un aumento significativo comparado con el grupo control (p = 0.007). Los grupos
DSP4 + vehiculo y DSP4 + clobenpropit no presentaron diferencias significativas
comparados con el grupo control (H = 0.457 con 2 g.1, p = 0.796). El grupo DSP4
+ clobenpropit presentdé una disminucion significativa en la conducta de
escalamiento comparado con el grupo intacto + clobenpropit (p = 0.003).
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Fig. 28. Efecto de clobenpropit sobre la conducta de escalamiento en el modelo de nado forzado,
en ratones adolescentes macho pre tratados con DSP4. Se presenta la media + SEM del nimero de
cuentas de la conducta de escalamiento durante los Gltimos 4 minutos de la prueba, en el grupo
control, el grupo DSP4 + vehiculo, el grupo intacto + clobenpropit y el grupo DSP4 +
clobenpropit. n=7-8. Kruskal Wallis. U de Mann Whitney para control vs intacto + clobenpropit
**p<0.01 y para intacto + clobenpropit vs DSP4 + clobenpropit $$p<0.01.

El efecto de clobenpropit en ratones pre tratados con la neurotoxina 6-OHDA en el
modelo de nado forzado se presenta en las figuras 29, 30 y 31.

En la conducta de inmovilidad el grupo intacto + clobenpropit presentd una
disminucion significativa comparado con el grupo control (p = <0.001). Los grupos
6-OHDA + vehiculo y 6-OHDA + clobenpropit no presentaron diferencias
significativas en la conducta de inmovilidad comparados con el grupo control (H =
1.314 con 2 g.l, p = 0.518). El grupo 6-OHDA + clobenpropit presenté un aumento
significativo en la conducta de inmovilidad comparado con el grupo intacto +

clobenpropit (p = <0.001).
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Fig. 29. Efecto de clobenpropit sobre la conducta de inmovilidad en el modelo de nado forzado, en
ratones adolescentes macho pre tratados con 6-OHDA. Se presenta la media + SEM del nimero de
cuentas de la conducta de inmovilidad durante los Gltimos 4 minutos de la prueba, en el grupo
control, el grupo 6-OHDA + vehiculo, el grupo intacto + clobenpropit y el grupo 6-OHDA +
clobenpropit. n=6-8. Kruskal Wallis. U de Mann Whitney para control vs intacto + clobenpropit
***p<0.001 y para intacto + clobenpropit vs 6-OHDA + clobenpropit $$$p<0.001.
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Fig. 30. Efecto de clobenpropit sobre la conducta de nado en el modelo de nado forzado, en
ratones adolescentes macho pre tratados con 6-OHDA. Se presenta la media + SEM del nimero de
cuentas de la conducta de nado durante los Ultimos 4 minutos de la prueba, en el grupo control, el

grupo 6-OHDA + vehiculo, el grupo intacto + clobenpropit y el grupo 6-OHDA + clobenpropit.
n=6-8. Kruskal Wallis. U de Mann Whitney para control vs intacto + clobenpropit **p<0.01 y
para intacto + clobenpropit vs 6-OHDA + clobenpropit $$p<0.01.
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En la conducta de nado el grupo intacto + clobenpropit presentd un aumento
significativo comparado con el grupo control (p = 0.002). Los grupos 6-OHDA +
vehiculo y 6-OHDA + clobenpropit no presentaron diferencias significativas
comparados con el grupo control (H = 1.543 con 2 g.l, p = 0.462). El grupo 6-
OHDA + clobenpropit present6 una disminucion significativa en la conducta de
nado comparado con el grupo intacto + clobenpropit (p = 0.003).

Por altimo, en la conducta de escalamiento el grupo intacto + clobenpropit presentd
un aumento significativo comparado con el grupo control (p = 0.017). Los grupos
6-OHDA + vehiculo y 6-OHDA + clobenpropit no presentaron diferencias
significativas comparados con el grupo control (H =0.990 con 2 g.l, p = 0.609). EI
grupo 6-OHDA + clobenpropit presentd una disminucion significativa en la
conducta de escalamiento comparado con el grupo intacto + clobenpropit (p =
0.009).
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Fig. 31. Efecto de clobenpropit sobre la conducta de escalamiento en el modelo de nado forzado,
en ratones adolescentes macho pre tratados con 6-OHDA. Se presenta la media + SEM del nimero
de cuentas de la conducta de escalamiento durante los Gltimos 4 minutos de la prueba, en el grupo

control, el grupo 6-OHDA + vehiculo, el grupo intacto + clobenpropit y el grupo 6-OHDA +
clobenpropit. n=6-8. Kruskal Wallis. U de Mann Whitney para control vs intacto + clobenpropit
*p<0.05 y para intacto + clobenpropit vs 6-OHDA + clobenpropit $$p<0.01.

48



5.4. Montar el modelo de estrés cronico por derrota social en ratones

adolescentes macho de la cepa SW.

Al comparar contra los adolescentes control, los adolescentes derrotados
presentaron una disminucién significativa y persistente en el peso corporal (Fig.
32), a partir del quinto dia de exposicion a la derrota social (p<0.01) y hasta el final
del protocolo de ECDS (p<0.001).
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Fig. 32. Registro de peso de los ratones adolescentes durante el protocolo de ECDS. Se presenta la
media = SEM del peso medido cada tercer dia, en los ratones adolescentes control y los ratones
adolescentes sometidos a la derrota social. n = 10. Prueba U de Mann-Whitney, ***P<0.001,
**p<0.01 y *p<0.05.

En la prueba de interaccion social, el grupo control no mostré diferencias
significativas en el tiempo que los ratones pasan dentro de la zona de interaccion
cuando el ratén diana esta ausente en comparacion con cuando esta presente (p =
0.25). Los ratones adolescentes sometidos al ECDS, pasaron un tiempo
significativamente menor dentro de la zona de interaccion cuando el raton diana
estuvo presente, que cuando estuvo ausente (p<0.001). El tiempo que pasan dentro
de la zona de interaccion los ratones derrotados cuando el raton diana estuvo

presente, también es menor comparado con los ratones control (p<0.001) (Fig. 33).
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Fig. 33. Prueba de interaccion social en los ratones adolescentes expuestos al ECDS. Se presenta
la media = SEM del tiempo que los ratones adolescentes control (CTRL) y los ratones
adolescentes derrotados (DS), permanecen en la zona de interaccion en ausencia (izquierda) o en
presencia (derecha) del raton diana. n = 7-10. Prueba U de Mann Whitney, vs CTRL***p<0.001;
vs DS ### p<0.001.

En cuanto a la tasa de interaccion (TI) encontramos que el 83% de los ratones
adolescentes expuestos al ECDS, fue susceptible al desarrollo de la conducta de
aislamiento social, mientras que el 17% restante fue resiliente al desarrollo de tal

conducta. Los resultados de la TI se presentan en la figura 34.

DISTRIBUCION DE LA TI
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Fig. 34. Desarrollo de la conducta de aislamiento social con base en la tasa de interaccion
presentada en los ratones adolescentes expuestos al ECDS. Resilientes (circulos grises) TI > 1.
Susceptibles (circulos negros) Tl < 1.
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La figura 35 muestra el desempefio de los ratones expuestos al ECDS en el modelo

de nado forzado.
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Fig. 35. Efecto del ECDS sobre las conductas de inmovilidad, nado y escalamiento, en los ratones
que desarrollaron la conducta de aislamiento social. Se presenta la media £ SEM del nimero de
cuentas de las conductas presentadas en el grupo control y el grupo expuesto a ECDS, durante los
Gltimos 4 minutos de la prueba. n = 8. Prueba U de Mann-Whitney, ***p<0.001.

Los ratones adolescentes expuestos al ECDS presentaron un aumento significativo
en la conducta de inmovilidad (p<0.001), asi como una disminucion significativa
en la conducta de nado (p<0.001), al compararlos con el grupo control, mientras

que la conducta de escalamiento no present6 diferencias (p = 0.44).

5.5. Analizar los posibles efectos antidepresivos del agonista inverso del HsR,
en el modelo de ECDS.

En la prueba de interaccion social clasificatoria (DP45) (Fig. 36), los ratones
adolescentes sometidos al ECDS presentaron una disminucion significativa en el
tiempo pasado en la zona de interaccion cuando el raton diana estaba presente

comparado con cuando estaba ausente (p<0.01).

Los ratones susceptibles tratados con clobenpropit presentaron una disminucion
significativa en el tiempo pasado en la zona de interaccion cuando el ratén diana
estuvo presente que cuando ratdn diana estuvo ausente (p<0.05). Tanto en la prueba
de interaccion clasificatoria como en la prueba de interaccion social posterior al
tratamiento con clobenpropit, los tiempos pasados en la zona de interaccién por los

ratones susceptibles cuando el raton diana estuvo presente, no fueron diferentes ( p
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= 0.59). Posteriormente se calcul6 la Tl para cada raton y a continuacion se

presentan los resultados (Fig. 37).
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Fig. 36. Efecto de clobenpropit sobre la prueba de interaccion social en ratones adolescentes con
conducta de aislamiento social. Se presenta la media = SEM del tiempo (s) de permanencia en la
zona de interaccion, durante la 12 (DP45) prueba de interaccidn social (clasificatoria) y durante la
2% (DP46) prueba de interaccién social (ratones susceptibles tratados con clobenpropit), cuando el
raton diana esta ausente (AUS) y presente (PRE). n = 9. Prueba U de Mann-Whitney, vs AUS
**p<0.01 y *p<0.05.
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Fig. 37. Efecto de clobenpropit sobre la TI. Se presenta la tasa de interaccion de los ratones en la
12 (DP45) prueba de interaccion social (circulos negros) y durante la 22 (DP46) prueba de
interaccion social (ratones susceptibles tratados con clobenpropit, circulos verdes). n = 9.

Solo uno de los ratones que desarrollo la conducta de aislamiento social y

posteriormente fue tratado con clobenpropit (5 mg/kg) presentd remision de la
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conducta de evitacion social (tasa de interaccion > 1). En el resto de los ratones

persistio la conducta de evitacion social.

La figura 38 presenta los parametros de nado forzado en los ratones sometidos al
ECDS que desarrollaron la conducta de aislamiento social y fueron tratados con
clobenpropit.
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Fig. 38. Efecto de clobenpropit sobre las conductas de inmovilidad, nado y escalamiento, en
ratones adolescentes con conducta de aislamiento social. Se presenta la media + SEM del nimero
de cuentas de las conductas presentadas en el grupo DS (expuesto a ECDS) y el grupo DS +
clobenpropit (ratones susceptibles tratados con clobenpropit), durante los Gltimos 4 minutos de la
prueba. n = 7-8. Prueba U de Mann-Whitney, ***p<0.001 y *p<0.05.

En el grupo DS + clobenpropit se presentd una disminucion significativa en la
conducta de inmovilidad (p<0.001) comparado con el grupo DS sin tratamiento.
Mientras que en las conductas de nado y escalamiento, en el grupo DS +
clobenpropit se presentd un aumento significativo en estas conductas (p<0.001 y

p<0.05, respectivamente) comparadas con el grupo DS sin tratamiento.

6. Discusion

6.1. Conducta tipo depresion en ratones adolescentes macho

En humanos la edad maxima de inicio de distintos trastornos afectivos, incluida la
depresion es a los1l4 afos, durante la parte final de la pubertad (Holder and
Blaustein 2014; McCormick and Green 2013). Se ha propuesto que la elevada
neuroplasticidad puberal, incrementa la vulnerabilidad al desarrollo de
enfermedades mentales (Holder and Blaustein 2014), sin embargo estos
mecanismos no han sido aclarados por completo. En roedores, la conducta de

inmovilidad en el modelo de nado forzado, es utilizada como medida de
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desesperanza conductual, también denominado conducta tipo depresion (Porsolt et
al. 1978). Con el objetivo de analizar si la conducta tipo depresion variaba
dependiendo de la edad, en nuestro trabajo estudiamos y encontramos que
unicamente los ratones adolescentes macho puberes (DP45) de la cepa SW,
presentan un aumento significativo en la conducta de inmovilidad comparado con
ratones adolescentes macho pre-plberes y pos-puberes, lo que se traduce en una
mayor conducta tipo depresion. Hefner y Holmes (2007) reportaron que en ratones
adolescentes macho de la cepa C57BL/6J, los ratones puberes (DP42) y pos-
puberes (DP56), presentan mayor conducta de inmovilidad en la prueba de nado
forzado, comparado con los ratones pre-pUberes (DP28) (Hefner and Holmes 2007).
Estos resultados nos indican que los ratones macho puberes de las cepas SW y
C57BL/6J presentan de manera espontanea mayor conducta tipo depresion, en el
modelo de nado forzado; y por lo tanto, son sujetos Utiles para el estudio de la
depresion en la adolescencia. Estructuras clave implicadas en la fisiopatologia de
la depresion como el hipocampo, la corteza prefrontal y la amigdala, presentan
diferentes patrones de maduracién. En humanos el hipocampo alcanza la madurez
durante los primeros afios de vida, la corteza prefrontal continda su desarrollo
durante la infancia y logra la madurez en la adolescencia tardia, mientras que la
amigdala es la estructura que presenta el desarrollo méas lento, alcanzando la
madurez durante la vida adulta (Lupien et al. 2009). Dado que durante la pubertad,
la corteza prefrontal y la amigdala no han alcanzado la madurez, es posible pensar
que los procesos cognitivos y emocionales regulados por estas estructuras no
pueden ser llevados a cabo de manera eficiente durante la pubertad y que, al igual
que en el humano, las diferencias en las etapas de maduracion de estas areas (Holder
and Blaustein 2014; Lupien et al. 2009), podrian favorecer la aparicion de
conductas tipo depresion. Estudios futuros que evallen la estructura y funcionalidad
de las conexiones entre la PFC y la amigdala (con imagen por resonancia magnética
funcional, en estado de reposo y/o ante un estimulo sensorial o un desafio
farmacoldgico), a la par del desarrollo de conductas tipo depresiéon en ratones
adolescentes (como la desesperanza en el modelo de nado forzado), son necesarios

para lograr un mejor entendimiento de la asociacion entre adolescencia y depresion.
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6.2 Efecto tipo antidepresivo del agonista inverso del H3R en el modelo de nado

forzado

Con respecto a otros modelos animales de depresion, una ventaja del modelo de
nado forzado es que tiene un gran valor predictivo para probar los efectos
antidepresivos de un nuevo compuesto (Cryan, Valentino, and Lucki 2005).
Ademas, permite diferenciar entre las dos principales clases de antidepresivos: los
inhibidores de la recaptura de NA y DA, que incrementan la conducta de
escalamiento, y los inhibidores de la recaptura de 5-HT, que incrementan la
conducta de nado (Bogdanova et al. 2013; Cryan, Valentino, and Lucki 2005; Detke
and Lucki 1996). En nuestro trabajo observamos que el agonista inverso del HzR
(clobenpropit), disminuyd significativamente la conducta de inmovilidad e

increment6 de manera significativa las conductas de nado y de escalamiento.

La disminucion en la conducta de inmovilidad ya habia sido reportada en trabajos
previos con el uso distintos antagonistas/agonistas inversos del HzR (Akhtar, Pillai,
and Vohora 2005; Bahi, Schwed, and Walter 2014; Femenia et al. 2015; Gao et al.
2013; Lamberti et al. 1998; Pérez-Garcia et al. 1999). En esos trabajos, sin embargo,
no se tomaron en cuenta las conductas activas de nado y escalamiento. Sélo el
trabajo de Akhtar et al (Akhtar, Pillai, and Vohora 2005), al igual que el nuestro,
cuantifico las conductas de inmovilidad, nado y escalamiento y nuestros resultados
son consistentes con lo reportado por este autor. Es importante mencionar que
nuestro trabajo es el primero que encuentra un efecto tipo antidepresivo de un
agonista inverso del HsR en ratones adolescentes puberes (DP45). Por lo tanto, se
puede concluir que los agonistas inversos del H3R tienen un efecto antidepresivo

tanto en animales adultos como en adolescentes puberes.

El trabajo de Akhtar reporta haber encontrado ademas un incremento en la conducta
de nado, con el uso del agonista inverso del H3R tioperamida, en el modelo de nado
forzado. Dado que Akhtar et al., propusieron que el mecanismo por el cual actuaba
la tioperamida era serotoninérgico (Akhtar, Pillai, and VVohora 2005), en nuestro
trabajo decidimos utilizar como control positivo un ISRS, la sertralina. Nuestros
datos muestran que el agonista inverso del HsR clobenpropit, al igual que sertralina,
incrementa significativamente la conducta de nado. Es importante notar que

clobenpropit es mas potente que sertralina, ya que el efecto tipo antidepresivo de
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sertralina se presentd con una dosis de 2.5 mg/kg, mientras que el mismo efecto con
clobenpropit se present6 con una dosis de 1.25 mg/kg. Estos resultados apoyan la
hipdtesis de que el sistema serotoninérgico podria estar mediando el efecto tipo
antidepresivo de los agonistas inversos del HsR, tanto en animales adultos como en

adolescentes puberes.

Por altimo, observamos que el clobenpropit incrementd de manera significativa la
conducta de escalamiento. Nuestro trabajo es el primero que reporta un aumento en
esta conducta, que sugiere la participacién de los sistemas noradrenérgico y
dopaminérgico en la mediacion del efecto tipo antidepresivo del clobenpropit, que
no parece compartir con la tioperamida, otro agonista inverso del HzR. No obstante,
el trabajo de Flik reporta que la tioperamida incrementa las concentraciones
extracelulares de NA y DA en la PFC (Flik et al. 2015). En este trabajo, observamos
que clobenpropit incremento las concentraciones tisulares de 5-HT, NAy DA en la
corteza pre frontal, y de NA y DA en la amigdala, dos estructuras clave implicadas
en la fisiopatologia de la depresion. Estudios in vitro demuestran que histamina y
R-a-metilhistamina, son capaces de inhibir la liberacion de 5-HT, NA 'y DAy que
este efecto fue mediado por el HsR (Fink et al. 1990; Schlicker et al. 1989, 1993).
Ademas, diversos trabajos han determinado el efecto de los antagonistas/agonistas
inversos del HzR, sobre las concentraciones extracelulares de 5-HT, NA y DA,
encontrando que incrementan la tasa de recambio de 5-HT en el estriado (Ligneau,
Perrin, et al. 2007), incrementan la concentracion extracelular de 5-HT, NA y DA
en la corteza prefrontal (Flik et al. 2015; Ligneau, Perrin, et al. 2007) e incrementan
la concentracion extracelular de NA y DA en la corteza cingulada anterior y en los
nacleos tuberomamilares (Flik et al. 2015; Medhurst et al. 2007; Southam et al.
2009). Es importante mencionar que en ninguno de estos trabajos se evalud el efecto
tipo antidepresivo de los compuestos. Nuestro trabajo demostr6 que el efecto tipo
antidepresivo de clobenpropit, se acompafié de un incremento significativo en las
concentraciones tisulares de 5-HT, NA y DA en la PFC, y de NA y DA en la
amigdala, de ratones adolescentes. Lo que sugiere que los sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico y dopaminérgico estarian participando en la mediacion del efecto

tipo antidepresivo de clobenpropit.

Nuestros resultados muestran que el efecto tipo antidepresivo de clobenpropit no

fue secundario a un aumento en la actividad locomotora del raton. Trabajos previos
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que analizaron el efecto tipo antidepresivo de antagonistas/agonistas inversos del
H3R tampoco encontraron alteraciones en la actividad locomotora de los animales
(Bahi, Schwed, and Walter 2014; Lamberti et al. 1998; Pérez-Garcia et al. 1999).

6.3 Los sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminergico participan
en la mediacién del efecto tipo antidepresivo del agonista inverso del H3R

clobenpropit

No es del todo claro el mecanismo a través del cual los antagonistas/agonistas
inversos del HsR ejercen un efecto tipo antidepresivo. Existen algunos factores a
tomar en cuenta al momento de plantear una explicacion; no olvidemos que los
H3R’s presentan una elevada actividad constitutiva y en condiciones fisioldgicas
mantienen un tono inhibitorio sobre la sintesis y liberacién de histamina
(autorreceptores), asi como de la liberaciébn de otros neurotransmisores
(heterorreceptores) (Aquino-Miranda and Arias-Montafio 2012; H. L. Haas,
Sergeeva, and Selbach 2008; Panula et al. 2015; Schlicker and Kathmann 2016).
Por lo tanto, la unién de un agonista inverso al HzR se traducira en un aumento en
la liberacion de neurotransmisores (autorreceptores - histamina; heterorreceptores
- 5-HT, NAy DA) vy, a su vez, estos neurotransmisores ejerceran un efecto sobre
sus respectivos receptores (Ellenbroek and Ghiabi 2014; Sadek et al. 2016). Por lo
tanto, el efecto tipo antidepresivo presentado por el agonista inverso del HzR

clobenpropit podria tener las siguientes dos explicaciones:

Por una parte, existe evidencia de que la activacién de H1R y H2R postsinapticos,
podria mediar el efecto tipo antidepresivo de los agonistas inversos de HsR.
Femenia et al, demostrd que en la rata cuando se administra clobenpropit por via
sistémica y, de manera simultanea, los antagonistas de los HiR y H:R trans-
triprolidina y cimetidina, respectivamente, por via intra-hipocampal, se pierde el
efecto tipo antidepresivo del clobenpropit en el modelo de nado forzado. Este
resultado sugiere que el efecto del clobenpropit estd mediado por la desinhibicion
de la liberacion de histamina (autorreceptores) y la subsecuente activacion de
receptores postsindpticos Hi y H», todo esto especificamente en hipocampo
(Femenia et al. 2015). En otras regiones del SNC, se reportan efectos similares. En
un estudio in vivo con microdialisis se demostro que la administracion de histamina

directamente en el ndcleo accumbens (NAc), aumenta significativamente la
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concentracion extracelular de dopamina. Esta respuesta fue completamente
blogueada por la administracién de un antagonista del H1R (Galosi et al. 2001). Otro
estudio de imagen demostré que en humanos con depresion hay una disminucion
de los HiR’s en la corteza prefrontal y en el giro cingulado, ademas esta
disminucion se asoci6 con la severidad de la depresion (Kano et al. 2004). Estas
evidencias sugieren que los H1R"s postsinapticos podrian participar en la mediacion
del efecto tipo antidepresivo del clobenpropit, sugiriendo la posibilidad de que la
histamina liberada por efecto de este compuesto, favorece la subsecuente activacion

de neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas, a través de H1R’s.

La segunda posible explicacion plantea que como heterorreceptores pre-sinapticos,
los HaR’s regulan la liberacion de otros neurotransmisores como serotonina,
noradrenalina y dopamina. Estas monoaminas son importantes en la neurobiologia
de la depresion y en la mediacion del efecto antidepresivo de los farmacos
actualmente disponibles para el tratamiento de este trastorno. Para comprobar si
estos sistemas participan en la mediacion del efecto tipo antidepresivo del
clobenpropit en la presente tesis ratones adolescentes macho, fueron lesionados con
las neurotoxinas serotoninérgica 5,7-DHT, noradrenérgica DSP4 o dopaminérgica
6-OHDA.

Encontramos que la lesion de las terminales serotoninérgicas con 5,7-DHT revierte
el efecto tipo antidepresivo del clobenpropit. En este caso la pérdida del efecto tipo
antidepresivo fue secundaria a la disminucion en la conducta de nado. Estos
resultados resaltan la participacion del sistema serotoninérgico en la conducta de
nado (Detke and Lucki 1996; Detke, Rickels, and Lucki 1995; Rénéric and Lucki
1998). Diversos trabajos han analizado la interaccion entre los HsR's y el sistema
serotoninérgico encontrando que, la histamina y los agonistas del HsR R-o-
metilhistamina e immepip disminuyen la liberacién de 5-HT en la corteza cerebral
y en la pars reticulada de la sustancia nigra (SNr) de la rata, mientras que el agonista
inverso del HszR tioperamida produce el efecto contrario (Fink et al. 1990;
Schlicker, Betz, and Gdéthert 1988; Threlfell et al. 2004). Ademas, los agonistas
inversos del H3R tioperamida y BF2.649 incrementan la concentracion extracelular
de 5-HT en la corteza prefrontal y la tasa de recambio de 5-HT en el estriado,
respectivamente (Flik et al. 2015; Ligneau, Perrin, et al. 2007).
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Con relacion a la lesion noradrenérgica con DSP4, encontramos que ésta también
bloqued el efecto tipo antidepresivo del clobenpropit. En este caso, la pérdida del
efecto tipo antidepresivo fue secundaria a la disminucion en la conducta de
escalamiento, mientras que la conducta de nado permanecio sin cambios. Estos
resultados resaltan la participacion del sistema noradrenérgico en la conducta de
escalamiento (Detke and Lucki 1996; Detke, Rickels, and Lucki 1995). Trabajos
que han analizado la interaccion entre los HzR’s y el sistema noradrenérgico
encontraron que, la histamina y el agonista del HsR R-a-metilhistamina inhiben la
liberacion de NA en la corteza cerebral e hipocampo de roedores (Di Carlo, Ghi,
and Orsetti 2000; Schlicker et al. 1989, 1992; Timm et al. 1998) y en la corteza
cerebral humana (Schlicker, Werthweina, and Zentnerb 1999), mientras que el
agonista inverso del HsR tioperamida produce el efecto contrario. Los agonistas
inversos del HsR GSK189254, GSK207040 y tioperamida incrementan la
concentracion extracelular de NA en la corteza cingulada anterior, en la corteza
prefrontal y en los nucleos tuberomamilares (Flik et al. 2015; Medhurst et al. 2007;
Southam et al. 2009).

Por ultimo, encontramos que la lesién con 6-OHDA bloquea el efecto tipo
antidepresivo del clobenpropit. La pérdida del efecto tipo antidepresivo fue
secundaria a la disminucion en la conducta de nado y en la conducta de
escalamiento. Estos resultados resaltan la participacion del sistema dopaminérgico
en la conducta de escalamiento (Rénéric and Lucki 1998) y también en la conducta
de nado. Trabajos previos han analizado la interaccion entre los HzR y el sistema
dopaminérgico encontrando que, la histamina y el agonista del Hs3R R-o-
metilhistamina disminuyen la liberacion de DA en el estriado, mientras que el
agonista inverso del H3R tioperamida bloquea este efecto (Schlicker et al. 1993).
Los agonistas inversos del HsR BF2.649, GSK189254, GSK207040 y tioperamida
incrementan la concentracion extracelular de DA en la corteza prefrontal y en la
corteza cingulada anterior (Flik et al. 2015; Ligneau, Perrin, et al. 2007; Medhurst
et al. 2007; Southam et al. 2009). En el NAc, tanto tioperamida como clobenpropit,
potencian el aumento en la concentracién extracelular de DA inducida por
metanfetamina (Munzar et al. 2004). Ademas, tioperamida incrementa la tasa de

disparo de las neuronas dopaminérgicas del NAc (Flik et al. 2015).
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Nuestro trabajo demostrd que el agonista inverso del HsR clobenpropit requiere de
las terminales serotoninérgicas, noradrenérgicas y dopaminérgicas para ejercer un
efecto tipo antidepresivo en el modelo de nado forzado. Ademas, las evidencias
sefialan que la accion de los agonistas inversos del HsR sobre heterorreceptores, se
traduce en una mayor liberacion de los neurotransmisores 5-HT, NA y DA en

regiones como la corteza prefrontal y la corteza cingulada anterior.

El trabajo de Flik et al, es el Unico trabajo hasta la fecha que evalua la interaccion
entre el sistema histaminérgico y los otros sistemas de monoaminas a través de los
H3R’s utilizando el agonista inverso tioperamida (Flik et al. 2015). En este trabajo
tioperamida incremento la concentracion extracelular de 5-HT, NA y DA en la
corteza prefrontal y ademas, incrementdé la tasa de disparo de neuronas
dopaminérgicas del ATV, este efecto fue mimetizado por la histamina. Este autor
concluye que tioperamida estimula la transmision serotoninérgica, noradrenérgica
y dopaminérgica al menos en la PFC (Flik et al. 2015). En el trabajo de Guiard el
at, la lesion selectiva de las terminales dopaminérgicas con 6-OHDA disminuyé la
tasa de disparo de las neuronas serotoninérgicas del DRN (Guiard et al. 2008),
revelando con esto el efecto excitatorio de las proyecciones dopaminérgicas sobre
las neuronas serotoninérgicas. Con base en esto, se ha planteado que la mayor
liberacion de histamina por accion del agonista inverso del HsR tioperamida, es
capaz de estimular la neurotransmisién dopaminérgica a través de HiR’s y que
subsecuentemente DA pueda activar al sistema serotoninérgico (Flik et al. 2015;
Guiard et al. 2008), proponiendo al sistema dopaminérgico como un elemento clave
en la interaccién funcional entre la histamina y los otros sistemas (Flik et al. 2015).
Nuestros resultados apoyan esta hipétesis, encontramos que al lesionar las
terminales dopaminérgicas, se perdio el efecto antidepresivo del clobenpropit. La
pérdida del efecto antidepresivo fue secundaria a una disminucion en la conducta
de escalamiento, pero también se debid a una disminucion en la conducta de nado,
que es mediada por el sistema serotoninérgico. Concluimos que al lesionar las
terminales dopaminérgicas interferimos con el desarrollo de la conducta de
escalamiento (DA). Ademas, es probable que se disminuyera el efecto excitatorio
de las terminales dopaminérgicas sobre las neuronas serotoninérgicas en el DRN,
lo que podria interferir también con el desarrollo de la conducta de nado (5-HT) y
de esta manera bloquear el efecto tipo antidepresivo de clobenpropit. Sin embargo,
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trabajos previos sefialan que la histamina per se activa tanto neuronas del sistema
noradrenérgico como del sistema serotoninérgico, a través de Hi1R"s (Brown et al.
2002; Korotkova et al. 2005). Es importante mencionar que, en el trabajo de Flik et
al, no se evaluo el efecto de la histamina sobre la tasa de disparo de neuronas
noradrenérgicas o serotoninérgicas (debido a que la tasa de disparo de estas
neuronas no fue modificada por tioperamida). Por lo que la nocién del sistema
dopaminérgico como elemento clave en la interaccién entre histamina y los
sistemas serotoninérgico y noradrenérgico, debe ser evaluada a detalle en futuros

estudios.

Con todo lo anterior podemos proponer que el efecto tipo antidepresivo del agonista
inverso del HsR, puede ser explicado de la siguiente manera. En primer lugar, la
accion del farmaco sobre autorreceptores Hs presinapticos localizados en las
terminales histaminérgicas, lo que se traduce en una mayor liberacién de histamina
(Aquino-Miranda and Arias-Montafio 2012; H. L. Haas, Sergeeva, and Selbach
2008; Panula et al. 2015; Schlicker and Kathmann 2016). Esta histamina liberada
activaria posteriormente HiR postsinapticos, localizados en las distintas areas de
proyeccion de las neuronas histaminérgicas, favoreciendo de esta manera la
activacion de neuronas del sistema dopaminérgico, serotoninérgico y
noradrenérgico (Brown et al. 2002; Flik et al. 2015; Korotkova et al. 2005). Y en
segundo lugar, la accion del farmaco sobre heterorreceptores Hs presinépticos
localizados en la terminales de las neuronas monoaminérgicas, que al revertir la
actividad constitutiva del HsR y bloquear la inhibicion que en condiciones
fisiolégicas se mantiene sobre la liberacion del neurotransmisor, favorece una
mayor liberacion de 5-HT, NA y DA (Fink et al. 1990; Flik et al. 2015; Ligneau,
Landais, et al. 2007; Medhurst et al. 2007; Munzar et al. 2004; Southam et al. 2009),
todo esto especificamente en las areas de proyeccion en las que convergen el
sistema histaminérgico y los otros sistemas, como el locus coeruleus, el nucleo

dorsal del rafe, el area tegmental ventral, la corteza prefrontal y la amigdala.

Estos resultados deben ser tomados con reserva, ya que es necesario evaluar el
efecto per se de las neurotoxinas, sobre la actividad locomotora. Evidencias previas
sefialan que el pre tratamiento con las neurotoxinas DSP4 y 6-OHDA, no modifican
la actividad locomotora (Ku et al. 2012; Santiago et al. 2014, 2015; Vega-Rivera,

Lopez-Rubalcava, and Estrada-Camarena 2013; Yan et al. 2016), aungue en esos
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trabajos los animales, las vias de administracion y las dosis de las neurotoxinas, son
diferentes a lo que utilizamos en nuestro trabajo. También serd importante evaluar
el efecto per se de las neurotoxinas, sobre la concentracion tisular de 5-HT, NA 'y
DA en los distintos grupos experimentales, y de esta manera determinar el dafio

selectivo de cada uno de los sistemas de neurotransmision.

6.4 EI modelo de estrés crénico por derrota social en ratones adolescentes

macho SW, induce comportamientos tipo depresion

El bullying, la subordinacion y la elevada competencia, son estresores sociales
etiologicamente relevantes para el desarrollo de psicopatologias y ademas, son
altamente prevalentes entre los adolescentes (Gilbert et al. 2009; Xu et al. 2016).
En roedores, el estrés cronico por derrota social, trata de reflejar tales situaciones
estresantes (Xu et al. 2016). Es un modelo util para estudiar el desarrollo de
comportamientos tipo depresion durante la adolescencia, que induce cambios
conductuales y neurobiologicos duraderos, que pueden persistir hasta la vida adulta
(Berton et al. 2006; Buwalda et al. 2011; Hammels et al. 2015; Hollis and Kabbaj
2014; Iiiiguez et al. 2014; McCormick and Green 2013; Xu et al. 2016). Estos
comportamientos tipo depresion (endofenotipos) son el aislamiento social, la
desesperanza, la anhedonia y alteraciones en el peso corporal (Buwalda et al. 2011,
Ifiiguez et al. 2014, 2016; McCormick and Green 2013). En este trabajo utilizamos
el modelo de ECDS en ratones adolescentes macho de la cepa Swiss Webster,
durante quince dias consecutivos (DP28-43). Nuestros resultados indican que el
ECDS fue capaz de inducir comportamientos tipo depresion, caracterizados por un
incremento en el aislamiento social (en la prueba de interaccién social), aumento
en la conducta tipo desesperanza (en la prueba de nado forzado) y disminucion en

el peso corporal.

Al realizar la prueba de interaccion social, el 83% de los ratones adolescentes
derrotados desarrollaron la conducta de evitacion social, mientras que el 17%
restante fue resiliente al desarrollo de esta conducta. Nuestro porcentaje de
susceptibilidad es mayor a lo reportado en trabajos previos (55-62%), en donde se
utilizan ratones de la cepa C57BL/6 (Golden et al. 2011; Jianhua et al. 2017; Qiao
et al. 2016). Nuestros datos sugieren que la cepa SW parece ser mas susceptible al

desarrollo de la conducta de aislamiento social, que la cepa C57BL/6. El desarrollo
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de la conducta de aislamiento social en ratones sometidos al modelo de ECDS, ya
ha sido reportado previamente en ratones adultos (Berton et al. 2006; Golden et al.
2011; Krishnan et al. 2007), asi como en ratones adolescentes (G.-B. Huang, Zhao,
and Muna 2013; Ifiiguez et al. 2014, 2016), en todos estos casos se utilizo la cepa
C57BL/6 como raton de estudio. Es importante sefialar que en esos casos se
utilizaron ratones de la cepa CD1 como agresores y como ratones diana en la
prueba de interaccion social, el tiempo de exposicion al ECDS en estos trabajos fue
de 10 dias. En nuestro trabajo todos los ratones utilizados (experimentales,
agresores y ratones diana) fueron de la misma cepa (SW). Estudios previos
demuestran que los ratones C57BL/6 derrotados, no desarrollan la conducta de
aislamiento social, cuando se utiliza como ratén diana a un ratén de la misma cepa
(Hammels et al. 2015). Por esta razén, una ventaja de nuestro trabajo es que el
aislamiento social se desarroll6 hacia un individuo de la misma cepa, lo que agrega
mayor valor al estudio del comportamiento social (Hammels et al. 2015),

confiriendo mayor validez al modelo de estrés crénico por derrota social.

En este trabajo, los ratones adolescentes expuestos al ECDS que desarrollaron la
conducta de aislamiento social también presentaron mayor conducta de inmovilidad
y menor conducta de nado durante la prueba de nado forzado comparandolos con
el grupo control (Fig. 35). Estos resultados coinciden con datos reportados en
ratones adultos de la cepas C57BL/6 y NMRI, expuestos a 14 y 21 dias de ECDS,
respectivamente (Keeney et al. 2006; Lehmann and Herkenham 2011) y con datos
reportados en ratones adolescentes de la cepa C57BL/6 expuestos a 10 dias de
ECDS (G.-B. Huang, Zhao, and Muna 2013; Ifiiguez et al. 2014). Otros estudios en
los que se utilizaron ratas como sujetos experimentales, también reportaron que la
exposicion al ECDS induce un aumento en el tiempo de inmovilidad, durante la
prueba de nado forzado (Becker et al. 2008; Hayashida et al. 2010; Hollis and
Kabbaj 2014; Rygula et al. 2005), aunque en estos trabajos la exposicion al ECDS
fue mayor a 28 dias.

Cabe mencionar que existen dos trabajos, que no reportan cambios en la conducta
de inmovilidad ni en la prueba de nado forzado, ni en la prueba de suspensién de la
cola (Kinsey et al. 2007; Krishnan et al. 2007), utilizando ratones adultos C57BL/6
y con un tiempo de exposicion al ECDS de 6-10 dias. Consideramos que este

periodo de exposicion breve, y el hecho de que los ratones adultos son menos
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susceptibles a los efectos del estrés (Eiland and Romeo 2013) podrian explicar la
ausencia de efectos. En nuestro trabajo la exposicion durante 15 dias al ECDS fue
suficiente para incrementar significativamente el tiempo de inmovilidad en la

prueba de nado forzado.

Por altimo, en cuanto al peso corporal la mayoria de los trabajos reportan una
disminucion y/o una menor ganancia de peso, en los ratones expuestos al ECDS,
durante los dias de exposicion y al término de los mismos (Chaouloff 2013; Ifiiguez
et al. 2014, 2016; Jianhua et al. 2017; Krishnan et al. 2007; Venzala et al. 2013).
En este trabajo observamos que los adolescentes expuestos al ECDS presentaron
una menor ganancia de que el grupo control. Esta disminucion fue evidente a partir

del quinto dia de exposicion y se mantuvo hasta finalizar el protocolo de ECDS.

Con todo lo anterior, podemos decir que el modelo de estrés cronico por derrota
social, en ratones adolescentes macho de la cepa SW mimetiza algunos de los
sintomas centrales de la depresion, como el aislamiento social, la desesperanza y
las fluctuaciones en el peso corporal (American Psychiatric Association 2013).
Concluyendo que es un modelo animal Util, para estudiar la neurobiologia de la
depresion en ratones adolescentes, asi como para la seleccion y prueba de farmacos
utiles en el tratamiento de la misma. Ademas encontramos dos ventajas, la primera
le confiere mayor validez al modelo de ECDS ya que se desarrollé la conducta de
aislamiento social hacia un individuo de la misma cepa; y la segunda es con respecto
al cuidado y manejo de los animales de laboratorio, ya que aparentemente los
ratones adolescentes de la cepa SW son mas susceptibles gue los ratones de la cepa
C57BL/6 al desarrollo de la conducta de aislamiento social, lo que representaria el
uso de un menor nimero de animales al realizar el protocolo de ECDS con los

beneficios que esto representa.

Estudios futuros deben estar dirigidos a estandarizar de mejor manera el modelo de
ECDS, teniendo dos objetivos. El primero es tratar de disminuir al minimo
necesario, el tiempo y la cantidad de ataques recibidos por los ratones adolescentes.
Una vez logrado lo anterior, el segundo objetivo seria determinar si las conductas
tipo depresion son capaces de persistir hasta la vida adulta del raton. Otro factor a
tomar en cuenta al momento de medir el desarrollo de la conducta de desesperanza,

es el efecto de la disminucion en la ganancia de peso corporal sobre los resultados
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en las conductas durante la prueba de nado forzado. Bogdanova et al, sugieren que
en ratas el peso corporal es un factor importante a tomar en cuenta durante la prueba
de nado forzado, aunque no especifican en que forma el menor o mayor peso
corporal podrian afectar los resultados en esta prueba (Bogdanova et al. 2013). En
ratones serian necesarios mas estudios para poder descartar que la mayor conducta
de desesperanza, en los ratones sometidos al ECDS, sea un efecto per se de la menor

ganancia de peso corporal.

6.5 En un tratamiento agudo, el agonista inverso del H3sR no revierte la
conducta de aislamiento social, pero si logro revertir la conducta de

desesperanza, en ratones adolescentes expuestos al modelo de ECDS

Planteamos que el agonista inverso del HsR (clobenpropit), que demostrd tener
propiedades antidepresivas en el modelo de nado forzado (que usa estrés fisico y
psicolégico de forma aguda) podria también ser Gtil en la remision de las conductas
de aislamiento social y desesperanza, inducidas por el estrés crénico por derrota

social (que usa estrés fisico y psicolégico de manera cronica).

Para probar esto, ratones adolescentes macho expuestos al ECDS fueron tratados
con una dosis Unica de clobenpropit (DP46). Al realizar la prueba de interaccion
social encontramos que el tratamiento con clobenpropit no fue Gtil para revertir la
conducta de aislamiento social (s6lo revirtio la conducta en uno de los nueve ratones
tratados). Trabajos previos reportan que en ratén, sélo el tratamiento cronico
durante 28 dias con imipramina y/o fluoxetina, produce la remisién de la conducta
de aislamiento social (Berton et al. 2006; Tsankova et al. 2006), por lo que es
posible que también sea necesario un tratamiento cronico con clobenpropit para

observar efectos antidepresivos en el modelo de ECDS.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que una dosis Unica de clobenpropit
redujo la conducta tipo depresion en los ratones sometidos al ECDS. El trabajo de
Rygula, reporté que Unicamente el tratamiento cronico por 28 dias con citalopram,
revierte la conducta de desesperanza en ratas que fueron expuestas al ECDS
(Rygula et al. 2006); otro trabajo documentd que el enriquecimiento ambiental
durante 21 dias, previo al inicio del ECDS, confiere resiliencia para el desarrollo de
las conductas de aislamiento social y desesperanza, en ratones adultos de la cepa

C57BL/6 (Lehmann and Herkenham 2011). Nuestros resultados son el primer
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trabajo en documentar, que un agonista inverso del HsR en dosis Unica, es capaz de
revertir la conducta de desesperanza inducida por el ECDS, en ratones adolescentes

macho de la cepa SW.

Resulta complicado formular una posible explicacion a dos resultados
contradictorios, la remision de la conducta de desesperanza y la falta de remision
de la conducta de aislamiento social, con una sola dosis de clobenpropit en ratones
sometidos al ECDS. Futuros trabajos que evaltuen el efecto de un tratamiento
croénico 0 sub-crénico con un agonista inverso del HsR sobre la conducta de
aislamiento social deberan ser realizados, poniendo especial atencién en el rol de la
corteza prefrontal en la mediacién de los efectos antidepresivos de estos
compuestos. En este trabajo el agonista inverso del HsR clobenpropit incremento la
concentracion extracelular de 5-HT, NA y DA en la corteza pre frontal de ratones
adolescentes macho puberes; proponemos que el incremento de estas monoaminas
indigque una mayor actividad neuronal en esta region y que esta mayor actividad
neuronal pudiera estar relacionada con el efecto antidepresivo del agonista inverso
del HsR. Es evidente que al plantear esta hipétesis, surgen mas preguntas que
respuestas. Por lo tanto, futuros trabajos deben ser dirigidos a responder estas

interrogantes.
7. Conclusiones

Los ratones adolescentes macho puberes de la cepa SW presentan de manera natural
una conducta tipo depresion (desesperanza) mayor comparado con ratones pre y
pos-puberes. Por lo tanto, son individuos Utiles para el estudio de la depresion en la

poblacién adolescente.

El clobenpropit (agonista inverso del HzR) presento un efecto tipo antidepresivo en
el modelo de nado forzado, en ratones adolescentes macho puberes de la cepa SW
e incremento las conductas de nado y de escalamiento, conductas mediadas por el
sistema serotoninérgico y los sistemas noradrenérgico/dopaminérgico,

respectivamente. El clobenpropit no afecto la actividad locomotora de los ratones.

La integridad de los sistemas monoaminérgicos es necesaria para el efecto tipo
antidepresivo del clobenpropit. Es probable que este farmaco actué a dos niveles.
Por un lado, a nivel de autorreceptores Hs, incrementando la sintesis y liberacion

de histamina de las terminales histaminérgicas, en regiones como el LC, DRN y
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ATV. Esta histamina a través de HiR"s postsinapticos favoreceria la activacion de
neuronas dopaminérgicas, serotoninérgicas y noradrenérgicas. Por otro lado, a
nivel de heterorreceptores Hs, incrementando la liberacion de 5-HT, NA y DA en

las terminales neurales correspondientes.

Los ratones adolescentes macho de la cepa SW son susceptibles a desarrollar
conductas de aislamiento social y desesperanza, asi como a presentar alteraciones
en el peso corporal, secundarias a la exposicion el modelo de estrés cronico por
derrota social. Ademas la cepa SW parece ser mas susceptible que la cepa C57BL/6
al desarrollo de la conducta de aislamiento social. Haber utilizado ratones de una
misma cepa, le confiere mayor validez a el modelo de ECDS utilizado en este

trabajo.

El tratamiento agudo con clobenpropit revirtié la conducta de desesperanza en
ratones expuestos al ECDS, pero no revirtié la conducta de aislamiento social. Por
lo tanto, el efecto de un tratamiento sub cronico y/o cronico sobre la conducta de
aislamiento social debe ser evaluado. Ademas, el efecto tipo antidepresivo de los
agonistas inversos del HzR podria estar relacionado con una mejoria funcional en
la corteza prefrontal, por lo que futuros estudios en esa direccion deben ser

realizados.
8. Perspectivas
Realizar la misma metodologia en ratones adolescentes hembra de la cepa SW.

Determinar el grado especifico de interaccién entre histamina y los sistemas
monoaminérgicos, asi como las regiones especificas en donde suceden estas
interacciones. Logrando un mejor entendimiento de estos procesos, en primer lugar

en condiciones fisioldgicas y en segundo lugar en condiciones patoldgicas.

Realizar una curva dosis respuesta con el clobenpropit, determinar las dosis
minimas y maximas a las cuales se afecta la concentracion tisular de 5-HT, NA y

DA en PFC y determinar el comportamiento farmacoldgico del compuesto.

Determinar las concentraciones tisulares de 5-HT, NA y DA en los grupos pre
tratados con las distintas neurotoxinas, para determinar la especificidad de las
lesiones inducidas, asi como evaluar el efecto de las neurotoxinas sobre la actividad

locomotora.
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Estandarizar en el protocolo de estrés cronico por derrota social, para garantizar el
desarrollo de las conductas tipo depresion, disminuyendo en la medida de lo posible
los dias de exposicion, el numero de ataques y la duracion de los mismos. Asi como

determinar si las conductas tipo depresion persisten hasta la vida adulta del raton.

Analizar y evaluar cambios en la expresion y el funcionamiento del HsR, durante

la adolescencia (pre puber, puber y pos puber).

Determinar si la exposicion al ECDS induce modificaciones en la expresion y/o
funcionalidad del HsR.

Evaluar el efecto de un tratamiento sub crdnico y crénico con un agonista inverso
del H3R, sobre la conducta de aislamiento social en ratones adolescentes, realizando

una curva dosis respuesta.

Analizar el efecto de los agonistas inversos del HzR en pruebas que evalien la
funcionalidad de la corteza pre frontal, como un paradigma de flexibilidad

cognitiva.

Analizar la posibilidad de realizar un ensayo clinico con Pitolisant® en
adolescentes o adultos con depresion. Pitolisant® es el Unico agonista inverso del
HsR, disponible Gnicamente en la union europea y autorizado para el tratamiento

de la narcolepsia.
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