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RESUMEN

En un estudio preliminar, el extracto acuoso de Punica granatum (EA-PG) demostré
inducir un efecto tipo antidepresivo a través de los receptores a estrégenos (ERs) en ratas
ovariectomizadas (OVX), lo cual sugiere su potencial como tratamiento para la depresién
en la menopausia. Sin embargo, se requiere mayor evidencia acerca de su mecanismo de
accién, como posibles blancos terapéuticos, para identificar compuestos activos y/o
determinar las condiciones en las que podria utilizarse como tratamiento. El objetivo de
este proyecto fue corroborar los efectos antidepresivos del EA-PG, identificar al menos un
metabolito bioactivo y un posible mecanismo de accién en un modelo animal de
menopausia. Para ello, ratas hembra Wistar OVX se utilizaron en la prueba de nado
forzado (PNF) para evaluar el efecto tipo antidepresivo de compuestos del EA-PG
asociados con los ERs. Primeramente, el efecto del EA-PG (1 y 10 mg/kg) por via
intraperitoneal (i.p.) se evalué en un esquema cronico (14 dias: 1 admon. /dia) en
comparacion con la via oral, y en presencia del antagonista a ERs, tamoxifen (EA-PG: 1
mg/kg; i.p. Tmx:15 mg/kg; s.c.). Ademas, el efecto del EA-PG (1 mg/kg; i.p.) se evalud en
esquema subcronico (3 admon. /24 hrs.) en presencia de los antagonistas selectivos a
ERa (TPBM: 50 ug/rata; s.c.) y a ERB (PHTPP: 25 ug/rata; s.c.) y de la neurotoxina 5,7-
DHT (200 pg/rat; i.c.v.). Adicionalmente, un extracto de granada de cultivo local se obtuvo
mediante extracciones con los solventes organicos: hexano/diclorometano, para aislar e
identificar metabolitos bioactivos. Tanto el extracto (0.01 y 0.1 mg/kg) como los
compuestos puros, punicalagina (0.001, 0.01, 0.1, 1y 10 mg/kg; i.p.) y acido elagico (0.01,
0.1, 1y 10 mg/kg; i.p.), se analizaron por la técnica de UPLC y se evalué su efecto en la
PNF. Los resultados mostraron que el EA-PG indujo efecto tipo antidepresivo en esquema
cronico por la via i.p., el cual fue significativamente mayor en comparacion con la via oral.
Ademas, la administraciéon subcrénica de EA-PG indujo efecto tipo antidepresivo, el cual
fue bloqueado por el PHTPP y por la neurotoxina 5,7-DHT. Por otro lado, el extracto de
cultivo local presentd contenido de acido elagico, pero no de punicalagina y no produjo
efecto significativo a las dosis probadas en la PNF. No obstante, la administraciéon
individual de punicalagina, pero no de acido elagico, indujo un efecto tipo antidepresivo
sugiriendo que su ausencia podria explicar la falta de efecto del extracto local. Ningun
tratamiento afecto la locomocién de los animales. En conclusion, el EA-PG produce efecto

tipo antidepresivo en los esquemas cronico y subcronico, donde participan el ERB y el
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sistema serotoninérgico para producirlas. La punicalagina fue parcialmente responsable

del efecto tipo antidepresivo observado en la PNF con ratas OVX.

ABSTRACT

Recently, an aqueous extract of Punica Granatum (AE-PG) showed an
antidepressant-like effect mediated by estrogen receptors (ERs) in ovariectomized rats
(OVX), suggesting its therapeutic potential in menopause-related depression.
Nevertheless, more evidence about its mechanism of action is required to identify bioactive
compounds and/or possible therapeutic targets and determine the conditions in which it
could be used as a depression treatment. This study was aimed to characterize the
mechanism of action of the antidepressant-like action of the AE-PG in an animal model of
menopause. For this, the antidepressant-like effect of the AE-PG in different conditions
was analyzed in female Wistar OVX rats using the Forced Swimming Test (FST). Firstly,
the effect of the AE-PG (1 and 10 mg/kg) administered by the intraperitoneal route (i.p.) in
comparison with the oral route was analyzed following a chronic scheme (14 days: 1 admin.
/day), and in the presence of the non-selective estrogen receptor antagonist, tamoxifen
(EA-PG: 1 mg/kg; i.p. Tmx:15 mg/kg; s.c.). Moreover, the effect of the AE-PG (1 mg/kg;
i.p.) was analyzed following a subchronic scheme (3 admin. /24 hrs.), in the presence of
specific ER-subtype antagonists (ERa y ERB) (TPBM: 50 ug/rat; s.c./PHTPP: 25 ug/rat;
s.c.) and after treatment with the neurotoxin 5,7-DHT (200 ug/rat; i.c.v.). Additionally, a
locally grown pomegranate extract was obtained, which was analyzed by UPLC and
evaluated in the FST (.01 y 0.1 mg/kg). Finally, the antidepressant-like effect of punicalagin
(0.001, 0.01, 0.1, 1 y 10 mg/kg; i.p.) and ellagic acid (0.01, 0.1, 1 y 10 mg/kg; i.p.) was
evaluated individually in a chronic scheme. Results showed that AE-PG induced an
antidepressant-like effect in a chronic scheme by the i.p. route, which was significantly
greater than by the oral route. Also, the AE-PG induced an antidepressant-like effect in a
subchronic scheme, which was blocked by PHTPP and by treatment with the neurotoxin
5,7-DHT. On the other side, the pomegranate extract (local cultivation) was found to
contain ellagic acid but not punicalagin and did not produce relevant effects in the FST.
Finally, the individual administration of punicalagin, but not ellagic acid, induced
antidepressant-like effects. No treatment affected the animals’ locomotion. In conclusion,
the AE-PG induces antidepressant-like actions with both chronic and subchronic schemes
and requires the participation of the ERB and the serotonergic system to produce these

actions. Punicalagin exerts antidepressant-like effects in the FST in OVX rats.
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SECCION I

INTRODUCCION
La depresion es un trastorno mental que se caracteriza por la presencia de
tristeza, sensacion de vacio, irritabilidad, incapacidad para disfrutar actividades que
antes eran placenteras (anhedonia), que esta acompanado de cambios somaticos,
cognitivos y psicolégicos que empobrecen la calidad de vida del individuo (DSM V,
2013). En su forma mas severa puede conducir al suicidio (Berenzon et al., 2013). Es
una enfermedad psiquiatrica multifactorial, y en su desarrollo intervienen factores
genéticos, bioldgicos, psicologicos y sociales (Gressier et al., 2014). Con relacién a su
etiologia, varias teorias han establecido la participacion de mecanismos
fisiopatoldgicos que incluyen: alteraciones en la neurotransmision, desregulacion del
eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HHA), estrés crénico, procesos inflamatorios,
disminucién de la neuroplasticidad y disfuncion en la red neuronal (cognitivo-
emocional) (Dean y Keshavan, 2017). Los tratamientos farmacolégicos mas utilizados
se enfocan principalmente en el restablecimiento de los sistemas de neurotransmision
monoaminérgica (serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico). En particular, la
disfuncion del sistema serotoninérgico en el sistema nervioso central es considerado
el principal riesgo neurobiolégico para el desarrollo de la depresion, y por ello, el
principal blanco terapéutico (Nestler et al., 2002; Willner et al., 2013). La serotonina (5-
HT) es una monoamina que funciona como neurotransmisor en el sistema nervioso
central (SNC) y como hormona en el sistema gastrointestinal, e interviene en la
regulacion de procesos como procesamiento sensorial, control cognitivo, la conducta
sexual, el control autonémico, de la actividad locomotriz y la regulacion del estado de
animo (Dean & Keshavan, 2017) . De acuerdo con la teoria monoaminérgica de la
depresion, una disminucion en los niveles de 5-HT, noradrenalina (NA) y dopamina
(DA) en el sistema limbico puede promover la aparicién de sintomas depresivos; en
este caso, los ISRS inducen que la 5-HT permanezca mas tiempo disponible para
ejercer su accion. De hecho, los farmacos antidepresivos mas prescritos son los
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS); de éstos,
fluoxetina,sertralina y citalopram son los mas utilizados (Luo et al., 2020). La
13



investigacion en busca de nuevos tratamientos farmacologicos es de suma importancia
con la finalidad de encontrar terapias mas eficaces y seguras. En este sentido, el uso
de modelos animales ha sido de gran utilidad en el proceso de identificacion de
moléculas con utilidad terapéutica y sus posibles mecanismos de accidn

antidepresivos (Razafsha et al., 2013)

Se estima que alrededor de 322 millones de personas (4.4% de la poblacion
mundial) padecen depresion, siendo la region del Pacifico occidental (27%) y la region
del sudeste de Asia (21%) las regiones con mayor prevalencia (WHO, 2017). La
depresion se presenta de dos a tres veces mas frecuentemente en mujeres (5.1%) que
en hombres (3.6%) (WHO, 2017). Algunos grupos de investigacién sugieren que las
fluctuaciones de las hormonas gonadales en las mujeres estan relacionadas con esta
diferencia de prevalencia (Borrow and Cameron, 2014; Deecher et al., 2008; Kessler
et al., 1993). En particular, la fluctuacién hormonal en la perimenopausia (transicién a
la menopausia) y la disminucién de estrégenos y progesterona en la menopausia (cese
de la menstruacion por disfuncion ovarica) representan los periodos de mayor
vulnerabilidad para desarrollar trastornos depresivos (Berent-Spillson et al., 2017;
Borkoles et al., 2015; Borrow y Cameron, 2014b; Deecher et al., 2008; Duval et al.,
2010; Freeman et al., 2004). Esto debido a que los estrogenos participan en muchos
procesos en el SNC, incluyendo una potente funcion reguladora del estado de animo
(Douma et al., 2005).

Los estrogenos son moléculas esteroideas que intervienen en la regulacion de
varios procesos fisiolégicos y celulares como son el metabolismo, la activacion y
regulacion del sistema reproductor y la modulacion del sistema éseo, del sistema
cardiovascular y del SNC. Los estrogenos llevan a cabo sus acciones a través de la
activacion de receptores a estrégenos nucleares (ERs) y de receptores a estrogenos
membranales (GPR30 y mERa) (Hewitt et al., 2016). Con relacion a los ERs, hasta el
momento se conocen dos subtipos: ERa y ERp, los cuales comparten un alto grado
de homologia en su estructura, aunque pueden tener ligandos con distinta afinidad
porque presentan diferencias importantes en la regién de unién a ligando (Krolick et
al., 2018). En este sentido, el ERa y el ERB producen efectos fisioldgicos distintos, e

incluso opuestos, dependiendo del tejido donde se expresen (Dahlman-Wright et al.,
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2006; Heldring et al., 2007). El ERa tiene una mayor densidad de expresion en ovarios,
utero, glandula mamaria, rifidn, hueso, tejido adiposo e higado (Paterni et al., 2014) y
se ha asociado principalmente a procesos de proliferacion celular, al control del apetito
y a la regulacion de la funciéon reproductiva y cardiovascular. Por otro lado, el ERPB se
expresa mayormente en pulmon, tracto gastrointestinal, células hematopoyéticas,
células inmunes y en el SNC (Paterni et al., 2014), y se ha asociado principalmente a
la regulacion del sistema inmune y a la regulacion de procesos de aprendizaje,
memoria y del estado de animo (Horst, 2010; Vargas et al., 2016). La fluctuacion
estrogénica durante la transicion a la menopausia esta relacionada con cambios
importantes en el SNC, particularmente en el sistema serotoninérgico; esto debido a
que existe una relacibn muy estrecha entre la activacién del ERB y el sistema

serotoninérgico (Suzuki et al., 2013)

Los tratamientos de primera linea para la depresion en la menopausia consisten
principalmente en ISRS y en inhibidores de la recaptura de serotonina y de
noradrenalina (ISRN) o antidepresivos duales. Durante esta etapa de vida, los
antidepresivos que mas efectivos son paroxetina, citalopram, escitalopram y los
antidepresivos duales venfalaxina y desvenlafaxina. De acuerdo a estudios clinicos, la
paroxetina, el citalopram y el escitalopram son los que producen menos efectos
adversos, y el citalopram el que menos interaccidén farmacolégica con otros
medicamentos prescritos para otros padecimientos médicos aunados a la edad
durante la menopausia (Handley y Williams, 2015). Por otra parte, debido al papel tan
importante que tienen los estrogenos en la regulacion del estado de animo durante la
vida reproductiva, la terapia de reemplazo hormonal con estrégenos (TRE) es una
estrategia ampliamente utilizada, ya que ha resultado eficaz para disminuir los
sintomas de depresion hasta en un 76% (Ancelin et al., 2007; Beyer et al., 2018;
Soares et al., 2001; Worsley et al.,, 2012). Finalmente, el uso concomitante de
antidepresivos ISRS y de TRE es una estrategia terapéutica efectiva para potenciar el
efecto de los ISRS en mujeres que no responden al tratamiento con antidepresivos

solos (Soares, 2013).

El mecanismo de accién antidepresiva de los compuestos estrogénicos es

complejo. Diversos estudios han sugerido que se debe principalmente a la interaccion
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entre los ERs y los sistemas de neurotransmision monoaminérgicos, en particular con
el sistema serotoninérgico (Bethea et al., 2002; Borrow y Cameron, 2014a; Di Paolo et
al., 1983; Estrada-Camarena et al., 2006; 2004), el cual sigue siendo uno de los
principales objetivos de las acciones terapéuticas en el tratamiento de la depresidn
(Beyer et al., 2018). Por otro lado, de acuerdo con estudios preclinicos, la regulacion
estrogénica del estado de animo se ha asociado principalmente a la activacion del ER[3
(Chhibber et al., 2017; Suzuki et al., 2013; Walf et al., 2004; Walf y Frye, 2007; Yang
et al.,, 2014).

Es importante mencionar que las opciones farmacoldgicas para el tratamiento de
la depresion en la menopausia si bien producen cierta eficacia, éstas presentan
desventajas importantes. Por un lado, los ISRS frecuentemente producen
interacciones farmacolégicas con medicamentos prescritos para el tratamiento de
otros padecimientos médicos asociados a la edad durante la menopausia (Handley y
Williams, 2015). Ademas, existe una poblacion significativa que no responde al
tratamiento con ISRS durante la menopausia (Pinto-Meza et al., 2006). Por otro lado,
el uso de la TRE ha sido sumamente controversial debido a los riesgos que conlleva.
Actualmente la Asociacion Americana de Endocrindlogos Clinicos y el Colegio
Americano de Endocrinologia (ACCE/ACE) respalda las advertencias emitidas por la
Iniciativa de Salud de la Mujer (WHI) y por otros estudios clinicos controlados
aleatorizados respecto al aumento en el riesgo de desarrollo de cancer (endometrial y
mamario) y de enfermedades cardiovasculares como infarto o tromboembolismo
venoso (principalmente durante la postmenopausia y/o al ser utilizado por un periodo
mayor a 5 afos) (Crandall et al., 2017). Por consiguiente, el uso de tratamientos
alternativos ha incrementado considerablemente, y con ello, la necesidad de

determinar como funcionan y las condiciones adecuadas para su administracion.

Los fitoestrégenos son compuestos no esteroideos de origen vegetal que han
sido de especial interés debido a su efecto atenuante de los sintomas asociados a la
menopausia (Davinelli et al., 2017; Hirose et al., 2016). Estos se obtienen de alimentos
como uvas, citricos, brocoli, granada, moras, tomate, manzana, leguminosas y vino
tinto, entre otros; la fuente de fitoestrogenos mas conocida es la soya y sus derivados

(Patisaul y Jefferson, 2010). La principal caracteristica de estos compuestos es que
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presentan una estructura quimica similar al estradiol y, por lo mismo, presentan accion
estrogénica y antiestrogénica por su capacidad de interaccionar con los diferentes
tipos de receptores a estrégenos (ERs), tanto nucleares (ERa, y ERB) como
membranales (mERa, GPR30) (Cederroth y Nef, 2009; Clark et al., 2012; Moreira et
al., 2014). Es por esto que los fitoestrogenos son denominados moduladores selectivos
de los receptores a estrogenos (SERMs), sus efectos son dependientes de factores
como la concentracién, la densidad de ERs en el tejido, el estado de los receptores y
la presencia o ausencia de estradiol endégeno (Moreira et al., 2014b; Setchell et al.,
2003; Sun et al., 2012). No obstante, a diferencia de los estrégenos que se unen y
activan a ambos ERs, los fitoestrogenos tienen mayor afinidad por el ER[3 (Kostelac et
al., 2003; Kuiper et al., 1997; Manas et al., 2004; Zand et al., 2000; Zava et al., 1997a),
lo cual representa una alternativa mas segura que la TRE al reducir significativamente
los efectos secundarios relacionados con la activacion de ERa como la proliferacion
celular. Los fitoestrogenos han sido utilizados principalmente para tratar sintomas
vasomotores relacionados con la menopausia como las olas de calor y la sudoracion
(Lethaby et al., 2013). Se ha determinado que algunos fitoestrogenos como las
isoflavonas tienen acciéon en el SNC mejorando la funcion cognitiva, confiriendo
proteccion ante enfermedades neurodegenerativas y, de interés para este proyecto,

produciendo efectos antidepresivos (Kawabata et al., 2015).

Los fitoestrogenos se pueden encontrar en muchas fuentes vegetales, sin
embargo, el fruto de granada (Punica granatum L.). ha sido de particular interés ya
que, ademas de un alto valor nutricional, este fruto produce varios efectos terapéuticos
que se han asociado con su alto contenido de polifenoles, muchos de ellos con
actividad estrogénica (Choi et al., 2006; Dellafiora et al., 2013; Papoutsi et al., 2005;
Schmitt y Stopper, 2001; Sreeja et al., 2012; van Elswijk et al., 2004) y con actividad
antidepresiva (Pathak et al., 2013). El fruto de la granada contiene principalmente
polifenoles como elagitaninos (compuestos mas abundantes), flavonoides
(antocianinas, flavonoles, catequinas, isoflavonas), esteroles, acidos grasos y acidos
fendlicos (Wu y Tian, 2017). En particular, al ser ingeridos, los elagitaninos como la
punicalagina (a y B) son, en su mayoria, hidrolizados a acido elagico (AE) por el pH
estomacal y, posteriormente, biotransformados a moléculas activas llamadas urolitinas

por la microbiota intestinal (Gaya et al., 2016; Landete, 2011; Seeram et al., 2007,
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2004). Las urolitinas son moléculas con mucho significado biologico (Espin et al., 2013)
y, de acuerdo con estudios in vitro, las urolitinas pueden ejercer acciones en el SNC

(Yuan et al., 2016) y acciones estrogénicas y antiestrogénicas (Larrosa et al., 2006).

El fruto de la granada es considerado un alimento funcional y, desde tiempos
antiguos, todas sus partes han sido utilizadas con fines terapéuticos (Ismail et al.,
2012). Actualmente se sabe que la granada tiene propiedades antioxidantes (Zhang et
al., 2011), antiinflamatorias, antitumorigénicas, antimicrobianas (Lipinska et al., 2014)
y de proteccion contra la obesidad y la diabetes (Al-Muammar y Khan, 2012). En
experimentos previos, se demostré que un extracto acuoso de granada (EA-PG)
administrado por via oral indujo un efecto tipo antidepresivo mediado por ERs
en ratas jovenes OVX, lo que sugiere su potencial para funcionar como alternativa en
el tratamiento de la depresion en la menopausia (Valdés-Sustaita et al., 2017). Sin
embargo, evidencia acerca de sus metabolitos bioactivos y su mecanismo de accion
se requiere para comprender sus posibles ventajas sobre los tratamientos tradicionales
como fitoestrogenos. Por lo tanto, este trabajo se enfocé en continuar con la
caracterizacion del efecto tipo antidepresivo del EA-PG en ratas OVX analizando, por
un lado, los posibles metabolitos bioactivos en el efecto tipo antidepresivo de EA-PG
como punicalagina y acido elagico y el posible mecanismo de accion utilizando
herramientas farmacoldgicas en la PNF como una herramienta de exploracion
farmacologica para identificar efectos similares a aquellos producidos por los
antidepresivos clasicos (efecto tipo antidepresivo) en ratas hembra jovenes de la cepa
Wistar, las cuales fueron OVXy utilizadas como modelo de menopausia. Cabe senalar
que la ovariectomia es uno de los procedimientos quirurgicos mas empleados en
la investigacion preclinica para simular en condiciones de privacion de hormonas

gonadales (Koebele y Bimonte-Nelson, 2016a).
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SECCION II

2. MARCO TEORICO

2.1. Trastorno mental

De acuerdo con la 5ta Edicion del Manual Diagnéstico y Estadistico de los

Trastornos Mentales (DSM V), un trastorno mental se define como:

“Un sindrome caracterizado por una alteracion clinicamente
significativa en la cognicioén, la regulacion de las emociones o el
comportamiento de un individuo que refleja una disfuncion en los
procesos psicologicos, biolégicos o de desarrollo subyacentes al

funcionamiento mental’.

Existen situaciones en las que un individuo puede sentirse fisica, mental y
emocionalmente afectado pero que no necesariamente se consideran un trastorno
mental, por ejemplo: una reaccion exacerbada a un factor estresante, la pérdida de un
ser querido o algun comportamiento socialmente desviado. Un trastorno mental implica
padecer una disfuncion significativa en actividades personales, sociales o laborales
que discapacitan al individuo (DSM V, 2013). El diagnéstico de un trastorno mental
tiene un objetivo meramente clinico en el cual se valora el tipo de tratamiento que el
individuo requiere. Algunos factores que se consideran para el tipo de tratamiento son:
la severidad de los sintomas, el grado de discapacitacién del individuo, la presencia
de ideacidn suicida y los riesgos y beneficios de los tratamientos (DSM V, 2013). En
términos econdmicos, los trastornos mentales conllevan un costo social elevado, ya
que, en su forma mas severa, pueden conducir al individuo a condiciones de
desempleo, falta por enfermedad y, por lo tanto, una baja considerable en la
productividad. Por otro lado, de acuerdo con datos de la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) los costos por atencion a la salud

mental pueden llegar a representar hasta un 4% del PIB.
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2.2. Depresién

La depresion es un trastorno mental caracterizado por la presencia de tristeza,

sensacion de vacio, irritabilidad, anhedonia, y que estda acompafnado de cambios

somaticos, cognitivos y psicologicos que empobrecen la calidad de vida del individuo

(DSM V, 2013). Para facilitar su diagnéstico clinico, el DSM V clasifica la depresion en

varios trastornos depresivos, los cuales comparten como caracteristica principal dichos

sintomas, pero difieren en cuanto a duracion, etiologia y el momento en el que se

presenta el episodio depresivo (Tabla 1). El trastorno de depresion mayor (DM) es el

trastorno mas comun y representa la condicién clasica en este grupo de trastornos

(DSM V, 2013).

Tabla 1. Clasificacion de los Trastornos Depresivos y sus caracteristicas principales de acuerdo con el DSM-V.

Trastorno depresivo

Caracteristicas Principales

Trastorno de Depresion
Mayor

Se presentan cinco o mas de los siguientes sintomas casi todos los dias durante minimo dos
semanas: 1) estados depresivos 2) pérdida de interés o placer 3) cambios en el apetito o el
peso 4) insomnio o hipersomnia 5) agitacion psicomotora 6) disminucion de la energia 7)
sentimientos de inutilidad o de culpa 8) dificultad para pensar, concentrarse o tomar decisiones
9) pensamientos de muertes, ideacion suicida

Trastorno de
Desregulacion Disruptiva
del Estado de Animo

Irritabilidad croénica
Estallidos de mal genio frecuentes (tipicamente en respuesta a la frustracion)

Puede ser verbal o conductual (observable por los demas)
Presencia de sintomas por lo menos 12 meses consecutivos

Trastorno Depresivo
Persistente (Distimia)

Estado de animo deprimido (la mayor parte del dia, la mayor cantidad de dias, durante por lo
menos 2 afnos)

Se pueden presentar dos 0 mas sintomas del Trastorno de Depresion Mayor

Trastorno Disférico
Premenstrual

Labilidad emocional, irritabilidad, disforia y ansiedad que ocurren repetidamente durante la fase
premenstrual y terminan durante la aparicion de la menstruacion o poco después

La persona debe tener un periodo libre de sintomas en la fase folicular después de que
comience el periodo menstrual.

Los sintomas pueden estar estrechamente relacionados con las caracteristicas de fondo social
y cultural de la mujer afectada, perspectivas de la familia, y los factores mas especificos como
las creencias religiosas, la tolerancia social, y las cuestiones de rol de género femenino.

Depresion Inducida por
Sustancias/Medicamentos

Hay presencia de los sintomas del trastorno depresivo mayor, sin embargo, estan asociados
con la ingestiodn, inyeccion o inhalacion de una sustancia (drogas de abuso, toxina, la
medicacion psicotropica u otra medicacion).

Los sintomas depresivos persisten mas alla de la duracion prevista de efectos fisiologicos,
intoxicacion, o periodo de retiro.

El trastorno debe haber sido desarrollado durante o después de 1 mes después del uso de una
sustancia que sea capaz de producir el trastorno depresivo.

Trastorno Depresivo
Especificado

Existen sintomas caracteristicos de un trastorno que provocan malestar clinicamente
significativo o deterioro en la vida social, laboral u otras areas importantes de la actividad
predominante, pero que no cumple con todos los criterios para cualquiera de los trastornos de
la clase de diagnéstico de trastornos depresivos descritos anteriormente.

El clinico elige comunicar la razon especifica del trastorno.
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Existen sintomas caracteristicos de un trastorno que provocan malestar clinicamente
. significativo o deterioro en la vida social, laboral u otras areas importantes de la actividad
Trastorno Depresivo No  redominante pero que no cumple con todos los criterios para cualquiera de los trastornos de la
especificado clase de diagnéstico de trastornos depresivos descritos anteriormente.

El clinico omite la razén especifica

2.3. Etiologia de los trastornos depresivos

La etiologia de los trastornos depresivos se puede abordar desde muchas
perspectivas. Por un lado, estan los factores psicosociales y culturales, los cuales
determinan el ambiente del individuo y la interpretacion de su experiencia; estos
pueden dar pie al desarrollo del trastorno mental con base en un constructo patolégico
que el individuo crea de su entorno y de su interpretacién. Por otro lado, estan también
los factores bioldgicos, los cuales determinan los mecanismos fisiopatoldgicos
subyacentes a la depresidon como son: los factores genéticos, enddécrinos, inflamatorios
y neurobioldgicos. Por lo tanto, estos trastornos se consideran sumamente complejos,
y su etiologia es resultado de las interacciones de dichos factores. En este sentido, al
ser un trastorno tan heterogéneo, la depresion se manifiesta a través de multiples
expresiones fenotipicas de distinta naturaleza fisiopatolégica, -e.g. pensamientos
fatalistas, mala gestion emocional, disfuncion cognitiva, fatiga, alteraciones en el suefio
y en la alimentacion- los cuales, a su vez, se superponen con otras entidades de
diagndstico y dificultan su asociacion con algun mecanismo bioldgico, es entonces que
el enfoque de diagndstico y tratamiento clinico basado en sintomas enfrenta grandes
limitaciones (Dean y Keshavan, 2017; Pitsillou et al., 2020). Con relacion a esto, desde
la segunda mitad del siglo XX se han desarrollado varios modelos para tratar de
explicar las enfermedades mentales, entre ellas la depresiéon. Estos podrian
diferenciarse, por un lado, entre los que explican la enfermedad a través de factores
psicologicos y socioculturales y, por el otro, los que se enfocan en los factores
bioldgicos. No obstante es necesario realizar esfuerzos por integrar los diferentes
abordajes para explicar de manera integral los fendmenos psicopatolégicos, de tal
forma que los mecanismos bioldgicos tengan sentido dentro del contexto social y

cultural de individuo (Kapusta, 2013).

De acuerdo con analisis de estudios epidemioldgicos, los principales factores

psicosociales relacionados positivamente con el desarrollo de sintomas depresivos
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son: el sexo, ya que la tasa de depresién mundial es mayor en mujeres que hombres;
el estado civil, pues la tasa de depresion es mayor en personas divorciadas/separadas;
los problemas de salud fisica, dado que los padecimientos crénicos incrementan el
riesgo de depresion hasta en un 50%; el desempleo y el abuso de drogas. Otros
factores que se han relacionado indirectamente con el desarrollo de sintomas
depresivos, pero que dependen de cada region son: un estatus socioeconémico bajo
y un nivel educativo bajo, los cuales se asocian con el aumento de factores
relacionados con el desarrollo de la depresion como el abuso de drogas y una menor
salud fisica (Gutiérrez-Rojas et al., 2020). Las experiencias traumaticas a lo largo de
la vida pueden ser también un factor de riesgo importante para el desarrollo de la
depresion. En la vida adulta, los mas comunes son situaciones de pérdida -e.g. muerte
de un ser querido o una pérdida material importante-, violencia de pareja o de género.
Por otra parte, las experiencias traumaticas a temprana edad son particularmente
relevantes, ya que pueden afectar el desarrollo del sistema cerebral encargado del
procesamiento de la informacion y de la regulacion de emociones. En consecuencia,
los pensamientos, creencias y actitudes de las personas afectadas tienden a ser

disfuncionales (Gutiérrez-Rojas et al., 2020; Pitsillou et al., 2020)

Cabe mencionar que, a pesar de que dichos factores afectan de manera global,
la interpretacion de los trastornos mentales es dependiente de cada region y va
evolucionando a lo largo del tiempo. En la Edad Media, por ejemplo, la depresién era
considerada como un tipo de locura que se explicaba y se trataba a través de la
supersticion, la magia y la religion (Eguiluz-Uruchurtu, 2010). Hoy en dia, la depresion
es considerada como un trastorno mental a nivel mundial. A pesar de ello, la
percepcion e interpretacion de los sintomas sigue siendo muy distinta entre culturas
occidentales y orientales. Por ejemplo, la somatizacién de los sintomas es mas
frecuente en culturas orientales. Concretamente, en China la prevalencia de los
trastornos depresivos es muy baja, por el contrario, hay una alta prevalencia de
neurastenia, la cual consiste en presentar fatiga extrema, dolor muscular e
incomodidad fisica inespecifica, y se ha sugerido que esta condicion puede

considerarse analoga a la depresion occidental (Pérez-Sales, 2004).
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2.3.1. Factores genéticos y epigenéticos de los trastornos depresivos

Se ha estimado que los trastornos depresivos tienen una heredabilidad del 31-
42% y que alrededor del 80% de los episodios depresivos estan precedidos por algun
evento estresante (Shapero et al., 2014; Sullivan et al., 2000). En este sentido, existen
algunas variantes genéticas asociadas al desarrollo de sintomas depresivos, ya que
se han determinado polimorfismos en genes de sistemas relacionados con su
neurobiologia como son el sistema serotoninérgico (transportador de serotonina: gen
SLC6A4 y 5HTT, enzima TPH2: gen TPH2 enzima MAO-A: gen MAOA y el receptor
5HT2A: gen HTR2A), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF: gen BDNF),
el eje HHA: gen NR3C1 y el sistema opioide (receptor y: gen OPRM1), entre otros
(Chmielewska et al., 2019; Lohoff, 2010; Yu et al., 2005). Es importante mencionar
que, por si mismo, ningun polimorfismo individual confiere un riesgo directo para
desarrollar un trastorno depresivo, ya que el impacto genético de su desarrollo recae
en la actividad de muchos genes distribuidos en todo el genoma. Mas bien, el riesgo
de desarrollo de sintomas depresivos se establece a través de un mecanismo de
evaluacion llamado puntuacion de riesgo poligénico, el cual determina un resultado de
riesgo acumulado que es calculado a partir de la suma de cada variante de un alelo,
ponderado por su impacto en el riesgo de desarrollo del trastorno (Fang et al., 2020).
No obstante, a pesar de poder identificar algunos perfiles genéticos que confieren
cierta susceptibilidad a desarrollar depresion, no se ha determinado ningun marcador

genético que esté relacionado directamente con su desarrollo.

La epigenética estudia la modulacion de la expresion génica que se lleva a cabo
por factores externos como el estrés, la alimentacion y los xenobidticos, entre otros.
Los mecanismos epigenéticos no se refieren a la alteracién directa de la secuencia del
ADN, sino a la modificaciéon de los nucleosomas (ADN e histonas) por medio de
reacciones de metilacion y acetilacion/deacetilacion, las cuales pueden establecer
cambios a largo plazo en la expresion génica y, con ello, aumentar la vulnerabilidad
del desarrollo de ciertas condiciones. La identificacion de modificaciones epigenéticas
en pacientes con trastornos mentales ha sido util tanto para determinar marcadores
biolégicos como para establecer predictores de respuesta a los tratamientos

farmacolégicos (Chmielewska et al.,, 2019). Un elemento importante que ha sido
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identificado para estos fines es el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), ya
que la metilacion de su gen promotor SLC6A4 sirve como un marcador bioldgico
importante de los niveles periféricos de BDNF. Se han encontrado niveles bajos de
BDNF en pacientes depresivos sin tratamiento (Molendijk et al., 2010). Ademas, el
nivel de metilacion de este gen promotor ha sido directamente relacionado con la
respuesta terapéutica a varios antidepresivos -e.g. escitalopram, paroxetina,
fluvoxamina y milnacipram- (Castrén y Kojima, 2017; Lee y Park, 2014; Tadi et al.,
2011). Por otra parte, los procesos de acetilacion de histonas también han tomado un
rol importante en el uso de la epigenética para el tratamiento de trastornos mentales.
En este sentido, se ha sugerido que el uso de inhibidores de deacetilasas de histonas
puede ser un tratamiento novedoso para el tratamiento para los trastornos depresivos,

ya que ha presentado efectos tipo antidepresivos en modelos animales (lii et al., 2009).

2.4. Neurobiologia de los trastornos depresivos

Los trastornos depresivos son entidades muy complejas por lo que es dificil
establecer una etiopatogenia especifica. Hasta el momento, su neurobiologia ha sido
fundamentada en la determinacion de procesos anormales en mecanismos y
estructuras cerebrales asociados a la regulacién de las emociones y del estado de
animo. La DM ha sido el trastorno depresivo mas estudiado y sus hallazgos han servido
como referencia para los demas tipos de trastornos. Al respecto, cambios en el
funcionamiento de las regiones corticales, del sistema limbico y del tallo cerebral se
encuentran involucrados en el desarrollo de DM (Figura 1). El sistema limbico es un
conjunto de estructuras implicadas en la regulacion de la actividad neuroenddcrina, de
funciones autondmicas, de homeostasis metabdlica, de la cognicidn, de las emociones
y del estado de animo. Algunas estructuras descritas como parte del sistema limbico
son el hipocampo, el hipotalamo, la amigdala, el talamo anterior, y la corteza cingulada.
De acuerdo con reportes de imagenologia, el hipocampo, la amigdala, la corteza
prefrontal y la corteza cingulada son las areas con dafio en pacientes con depresion
mayor (Zhang et al., 2018). En este sentido, algunos estudios han reportado
disminucién de la materia gris en el hipocampo y en la corteza prefrontal, lo cual se ha
relacionado con sintomas cognitivos como la falta de memoria y sentimientos de

inutilidad, desesperanza, culpa y suicidio (Nestler et al., 2002). En el caso del

24



hipocampo, esta reduccion puede ser revertida con antidepresivos (Campbell y
MacQueen, 2004). Asimismo, la corteza del cingulo, especificamente la corteza
subgenual, presenta una reduccion significativa tanto en la materia gris como en el
numero de células gliales en pacientes con depresion; esto afecta la capacidad de
integrar la informacion desde las areas de asociacion sensorial para generar la
conducta emocional y afectiva (Drevets et al., 1997). Por el contrario, la amigdala,
estructura relacionada con las respuestas emocionales mas primitivas -e.g. miedo,
agresion y placer-, presenta un incremento en su volumen y actividad provocado, en
parte, por la exposicion a niveles elevados de cortisol (hormona del estrés) que se
encuentran exacerbados por una hiperreactividad del eje HHA (Korgaonkar et al.,
2013; Zorumski et al., 2013). En conjunto, todos estos cambios contribuyen a una
desregulacion global en el procesamiento de las emociones y en el estado de salud

general.
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Figura 1. Desregulacion emocional y control cognitivo en la depresion mayor. Tomada y modificada de Pitsillou et
al., 2020
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Las bases bioldgicas de los trastornos depresivos no han sido completamente
dilucidadas, y a lo largo del tiempo se han ido determinado elementos y mecanismos
patofisioldgicos que contribuyen a su desarrollo, los cuales deben ser comprendidos
como procesos interconectados. A continuacion, se describen brevemente las

principales teorias que constituyen los fundamentos bioldgicos de la DM.

2.4.1. Alteraciones en los sistemas de neurotransmision
241.1. Teoria monoaminérgica

Una de las teorias predominantes en la neurobiologia de la DM es la hipotesis
monoaminérgica, la cual postula que la depresion es causada por una alteracion en
los niveles de monoaminas i.e.- 5-HT, NA, DA. Uno de los principales fundamentos de
esta teoria es el hecho de que los pacientes con depresion presentan niveles
disminuidos de dichos neurotransmisores, y que la administracion de farmacos que los
reestablecen, como son los ISRS, ISRN vy los triciclicos, producen la remisién de la
mayoria de los sintomas de la depresion en aproximadamente el 60% de la poblacion.
A pesar de que a cada neurotransmisor se les ha atribuido funciones especificas es
importante no perder de vista que los tres sistemas de neurotransmision estan
interconectados y que la alteracion de uno de ellos afecta indirectamente a los demas
(ElI Mansari et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Circuito funcional de las neuronas monoaminérgicas. Tomado y modificado de Villas Boas et al., 2019
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La 5-HT es una indolamina sintetizada en las neuronas serotoninérgicas
del SNC y en la células enterocromafines del sistema gastrointestinal, en donde se
encuentra la mayor parte de la 5-HT del organismo (Chavez-Ledén et al., 2008;
McCorvy y Roth, 2015). La 5-HT funciona como neurotransmisor y como hormona en
diversos procesos fisioldgicos como el procesamiento sensorial, control cognitivo,
regulacion emocional, conducta sexual, control autonémico y la actividad locomotriz
entre otros (Andrews et al., 2015a). La 5-HT lleva a cabo su accién a través de la
activacion de los 14 distintos tipos y subtipos de receptores a 5-HT (5-HT1A, 1B, 1D,
1E, 1F; 2A, 2B, 2C, 3, 4, 5A, 5B, 6 y 7), de los cuales todos, excepto el 5-HT3, estan
acoplados a proteinas G. El 5-HT3 es un canal idnico dependiente de voltaje (Olivier,
2015). Como parte de la regulacion de la transmision, las neuronas serotoninérgicas
cuentan con un transportador de 5-HT (SERT) que se encarga de la recaptura de la 5-
HT al interior de la célula presinaptica; esto con el fin de regular su concentraciéon en
la hendidura sinaptica (Hardman et al., 2001). En el cerebro, la mayor densidad de
neuronas serotoninérgicas se encuentra en el nucleo de rafé dorsal, en el tallo cerebral
(Chavez-Ledon et al.,, 2008; Michelsen et al., 2007). Estas neuronas tienen
proyecciones hacia la corteza prefrontal y al hipocampo, donde regulan procesos
integradores de cognicion y memoria; al sistema limbico, para el control del estado
animo; y al tdlamo e hipotalamo, para la regulacion de la homeostasis energética, del
control de la conducta alimentaria y la saciedad, del estrés y de la conducta sexual
(Krolick et al., 2018)

El papel de la 5-HT en el mantenimiento del estado de animo y en la respuesta
a los tratamientos antidepresivos se ha reportado clinicamente. Por ejemplo, el
tratamiento con antidepresivos no tiene efectos en pacientes con privacion de
triptéfano, un aminoacido esencial a partir del cual se sintetiza la 5-HT (Bell et al.,
2001). También, ciertos polimorfismos en el SERT y en el autorreceptor 5SHT1A se han

asociado con una reduccion en los niveles de serotonina (Lohoff, 2010).

Si bien el sistema serotoninérgico ha sido el principal foco de investigacion
debido a la efectividad de los ISRS, la NA y la DA también tienen un rol importante en
la patofisiologia y en el tratamiento de la DM. La noradrenalina y la dopamina son

neurotransmisores catecolaminérgicos con funciones fisioldgicas similares que han
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sido ampliamente relacionados con la regulacion del estado de animo (El Mansari et
al., 2010). Ambos son sintetizados a partir de tirosina, un aminoacido esencial.
Primero, la L-tirosina es transformada en L-DOPA por accion de la enzima tirosina
hidroxilasa. Posteriormente, la L-DOPA es convertida en dopamina por accion de la
enzima DOPA descarboxilasa. En el SNC la noradrenalina es producida por las
neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus (LC), y del area tegmental lateral, y
participa en procesos de respuesta al estrés, miedo, motivacién, regulacion del suefio
y del apetito, la conducta sexual, mecanismos de recompensa, aprendizaje y memoria
a través de sus receptores (a y ), todos ellos acoplados a proteinas G (Tellez-Vargas,
2000). En este sentido, existe evidencia clinica que sefala el rol de la NA en los
trastornos depresivos, por ejemplo, en estudios post-mortem de pacientes con
depresion mayor se determiné una menor densidad del transportador de NA en las
terminales sinapticas de neuronas que provienen del locus coeruleus en respuesta a
una baja disponibilidad del neurotransmisor en la hendidura sinaptica. Asimismo, otro
estudio report6 un aumento en la densidad de receptores a2-adrenérgicos,
autorreceptores encargados de la regulacién negativa de la biosintesis del NE (Klimek
et al., 1997; Ordway et al., 2003).

Por otra parte, la DA es producida en las terminales sinapticas de las neuronas
dopaminérgicas que provienen del area tegmental ventral (VTA) y de la sustancia
nigra. La DA participa en la locomocién, en los mecanismos de recompensa y
motivacion, en la afectividad, en la regulacion neuroenddcrina y en la alimentacion,
entre otros, a través de sus receptores del tipo D1 y D2, acoplados a proteinas G
(Bahena-Trujillo et al.,, 1998). Con relacion a este neurotransmisor, se sabe que
alteraciones en la via mesolimbica, principal via de regulacidon de los procesos de
recompensa y de motivacion, forman parte importante de la patofisiologia de la
depresion. En particular, los sintomas de anhedonia y falta de motivacion, letargo y
suicidio han sido relacionados con el malfuncionamiento de esta via (Pettorruso et al.,
2020). Similar a lo que ocurre con la serotonina, el uso de antidepresivos que
aumentan los niveles de noradrenalina y dopamina como los antidepresivos triciclicos,
los inhibidores de las monoaminooxidasas (iIMAQOs) y el inhibidor del DAT, bupropion,

reducen en gran medida los sintomas depresivos (Willner et al., 2013).
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A pesar de que ya existen opciones de farmacos con otros mecanismos de
accion, los farmacos que regulan la neurotransmision de monoaminas siguen siendo
el tratamiento de primera linea en la clinica. Cabe mencionar que estos tratamientos
tienen un largo periodo de latencia y un porcentaje de respuesta de alrededor del 30-
40%, ademas de estar asociados a varias reacciones adversas, por lo que
frecuentemente se prescriben dosis menores a las dosis efectivas para disminuir su

incidencia (Pandarakalam, 2018).

2.4.1.1. Teorias GABAérgica y Glutamatérgica

El acido y-aminobutirico (GABA) y el glutamato son los principales
neurotransmisores inhibitorio y excitatorio, respectivamente, del SNC. De hecho, el
funcionamiento 6ptimo del cerebro requiere de un balance especifico de estos dos
neurotransmisores. Las neuronas que sintetizan glutamato son mucho mas
abundantes y se encuentran practicamente en todo el SNC, a diferencia de las
interneuronas que sintetizan GABA que se encuentran en mucho menor proporcion y
en areas mas localizadas como el hipocampo, el talamo, los ganglios basales, el
hipotalamo y el tallo cerebral (Ochoa-de la Paz et al., 2020). En un cerebro adulto, la
proporcion de neuronas GABAérgicas/glutamatérgicas es de 1/5 (Sahara et al., 2012).
El glutamato es una aminoacido no esencial que, ademas de funcionar como
neurotransmisor, funciona como precursor para la biosintesis de GABA por accion de
la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) en las interneuronas. Por lo tanto, los
procesos de excitacién e inhibicion que llevan a cabo son interdependientes (Duman
et al., 2019). El glutamato lleva a cabo sus acciones excitatorias a través de tres tipos
principales de receptores ionotropicos (NMDA, AMPA y Kainato) y ocho receptores
metabotropicos (MGIUR1-mGIuR8). La sobreestimulacidon de estos receptores puede
facilmente provocar dafo neuronal (excitotoxicidad), por lo que existen mecanismos
para regular su actividad. El principal mecanismo para evitar la excitotoxicidad es a
través de la accion de los astrocitos, los cuales se encargan de transformar el
glutamato en glutamina a través de la via glutamina sintetasa. Posteriormente, la
glutamina es recapturada por las neuronas glutamatérgicas para ser reutilizada y

reconvertida en glutamato (Niciu et al., 2014). Por su parte, el GABA es un aminoacido
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no proteico cuyas funciones son llevadas a cabo a través de sus receptores de tipo
ionico (GABA A) y de tipo metabotrépico (GABA B).

Con relacion al papel de los sistemas GABAérgicos y glutamatérgicos en el
desarrollo de trastornos depresivos, se ha sugerido que el malfuncionamiento de los
sistemas de excitacion e inhibicién cerebral puede contribuir a establecer patrones de
conectividad neuronal aberrantes (Duman et al., 2019; Lener et al., 2017; Niciu et al.,
2014). Por ejemplo, existe evidencia clinica que ha encontrado alteraciones en la
actividad de los sistemas glutamatérgico y GABAérgico en pacientes con DM a través
de estudios de resonancia magnética funcional, electroencefalografia y
magnetoencefalografia (Duman et al., 2019). De hecho, dos de los tratamientos para
la depresion mas novedosos, eficaces y con menos efectos adversos de la ultima
década son la ketamina, un antagonista de los receptores a glutamato NMDA, y la
alopregnanolona, un modulador alostérico positivo del receptor GABA A (Duman et al.,
2019)

2.4.2. Inflamacién crénica (Teoria neuroinmune)

La inflamacion es una respuesta inmune constituida por fendmenos
moleculares, celulares y vasculares que tienen como principal objetivo reparar el dano
producido por agentes fisicos, quimicos y biolégicos. Un proceso inflamatorio es
inmediato, focalizado y especifico y, a grandes rasgos, esta conformado por cinco
etapas principales: 1) liberacion de mediadores inflamatorios; moléculas de origen
celular y plasmatico que son liberadas ante estimulos especificos como citocinas,
factor de necrosis tumoral (TNF)-a, eicosanoides, histamina, 5-HT y éxido nitrico, entre
otros. 2) accion de mediadores inflamatorios; alteraciones vasculares que favorecen la
llegada de células inmunes al foco inflamatorio. 3) llegada y accion de células inmunes
como macrofagos, linfocitos, células plasmaticas, mastocitos, neutréfilos y eosindfilos.
4) regulacion del proceso inflamatorio; mecanismos inhibidores que regulan, finalizan
o equilibran el proceso. 5) reparacion del tejido; fase en la cual se lleva a cabo la
reparacion total o parcial de los tejidos dafados. Normalmente los procesos
inflamatorios se desencadenan ante eventos aislados -e.g.-traumatismos, infecciones,
guemaduras o intoxicaciones- aunque existen condiciones especificas que pueden

provocar estados inflamatorios cronicos como el estrés crénico, el estrés oxidativo, la
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obesidad y algunas enfermedades metabdlicas, autoinmunes y alérgicas. En la
inflamacion crénica, los procesos de dafo y reparacion tisular pueden coexistir durante
tiempos indeterminados, no sélo manteniendo y exacerbando el dafio sino ampliando

la respuesta inflamatoria a otros tejidos (Froldi et al., 1990)

De acuerdo con la hipétesis neuroinmune de la DM, algunos procesos
inflamatorios, principalmente cronicos, pueden tener un fuerte impacto en la estructura
y funcion neurobioldgica que conlleva al desarrollo de sintomas depresivos como
anhedonia, fatiga y cognicion deteriorada. La primera asociacion entre sintomas
conductuales y procesos de inflamacion fue establecida en 1988 por Hart, la cual
describe que dichos sintomas depresivos se presentan como una estrategia adaptativa
para favorecer un proceso inflamatorio a través de la conservacion de energia, es
decir, a menor gasto de energia mayor puede ser el grado de recuperacion de algun
dafio o infeccion (Rosenblat et al., 2014). No obstante, esta teoria se limita a procesos
inflamatorios agudos, ya que en un proceso inflamatorio crénico esta estrategia

resultaria contraproducente.

Hasta el momento, la relacion mas directa entre la inflamacion y la depresion se
ha establecido a través de las citocinas proinflamatorias ya que se han encontrado
niveles altos de IL-1B, IL-2 e IL-6, TNFa y proteina C reactiva en pacientes con
depresion mayor, lo cual también se asocia con una menor respuesta a tratamientos
con antidepresivos (Majd et al., 2019). Las citocinas proinflamatorias tienen varias
funciones, por un lado, su liberacion activa la via de factor nuclear kappa beta (NF-k(3),
el cual activa agentes inflamatorios como ciclooxigenasa-2 (COX-2) que intensifican
aun mas la respuesta inflamatoria (Pitsillou et al., 2020). Por otro lado, en condiciones
patolégicas, estos mediadores proinflamatorios periféricos pueden modificar la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica y filtrarse al cerebro, en donde pueden
modificar los niveles de serotonina y producir la desregulacion del eje HHA
aumentando los niveles de cortisol, lo cual estd estrechamente relacionado con el
desarrollo de la depresion (Rosenblat et al., 2014). Ademas, las citocinas
proinflamatorias activan la microglia y los astrocitos, células inmunes en cerebro
(Figura 3). Por ejemplo, se ha sugerido que la activacién prolongada de la microglia,

esta relacionada con apoptosis, con una disminucién en la plasticidad sinaptica y la
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neurogénesis y con la destruccion de vias neuronales funcionales, fendmenos que
participan en la generacion de algunas conductas comunes en pacientes con
trastornos psiquiatricos como la dificultad para adaptarse a su ambiente (Almutairi et
al., 2016).

BHE

' Cerebro

Neurogénesis
’ Plasticidad sindptica

K

Figura 3. Filtracion de mediadores inflamatorios a través de la barrera hematoencefalica (BHE) que sobreactivan
a la microglia y a los astrocitos y generan dafios estructurales y funcionales. Tomado y modificado de Pitsillou et
al., 2020

2.4.3. Desregulacién del eje HHA (Teoria neuroendécrina)

El eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal es una via del sistema neuroendocrino que
regula las respuestas al estrés y participa en la modulacion de otros procesos del
organismo -e.g. la inflamacion, la digestion, las emociones, el metabolismo energético-
(Tsigos & Chrousos, 2002). En esta via, el nucleo paraventricular del hipotalamo
secreta el factor liberador de corticotropina (CRH) hacia la adenohipéfisis para inducir
la liberacion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) la cual, a su vez, estimula le

secrecion de corticosteroides desde la corteza adrenal al torrente sanguineo. La
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regulacion negativa del eje HHA esta dada principalmente por los corticosteroides en
el hipotadlamo, a través de los receptores a glucocorticoides (GC), sin embargo, otros
circuitos cerebrales también pueden modular su actividad. Por ejemplo, areas del
sistema limbico como la amigdala y el hipocampo pueden disminuir 0 aumentar,
respectivamente, la actividad del eje HHA (Jankord & Herman, 2008). Es importante
mencionar que el estrés es un proceso natural y necesario para el bienestar de
cualquier organismo, sin embargo, la exposicion sostenida al estrés puede producir
cambios irreversibles en la homeostasis de varios sistemas, lo cual puede contribuir
en gran medida al desarrollo de trastornos depresivos. Algunas de las respuestas del
organismo ante la exposicion al estrés crénico son: aumento en la presién sanguinea,
alteraciones en el metabolismo de la insulina, cambios en la percepcion del dolor,
cambios en la calidad del suefo y disminucion del volumen cerebral, atrofia
hipocampal y dafio en el entorno celular en regiones implicadas en la depresién como

el area subgenual del cingulo anterior (Thase ,2018).

De acuerdo con la teoria neuroenddécrina de la DM, la desregulacién de este eje
contribuye significativamente a su desarrollo. En primer lugar, la disfuncion del circuito
limbico generada por una hiperreactividad de la amigdala provocada por eventos
traumaticos a edades tempranas, puede resultar en la sobreestimulaciéon del eje HHA
en la etapa adulta (Nestler et al., 2002). Por otra parte, se ha reportado que, en
pacientes con depresion, el eje HHA presenta una hiperactividad relacionada con
varias causas como hiperactivacion de las neuronas que liberan CRH y aumento en la
expresion de los GC en el hipotalamo, lo cual puede conducir al aumento de cortisol
en sangre y a dafios en procesos cerebrales importantes como la neurogénesis en el
hipocampo (Bao et al., 2008). El hipocampo, a su vez, ejerce un control inhibitorio
sobre la actividad del eje HHA, por lo que su alteracién conduce a incrementar aun

mas la activacion del eje (Willner et al., 2013).

Adicionalmente, se ha demostrado que el sistema neuroenddcrino esta
estrechamente relacionado con otros sistemas importantes como los sistemas de
neurotransmision y el sistema inmunolégico. En general, el estrés crénico puede
alterar de manera indirecta todos estos sistemas; por ejemplo, conduce a un aumento

en la actividad de la tirosina hidroxilasa, la enzima involucrada en la sintesis de NE, en
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las terminales de neuronas del locus coeruleus. El estrés también estimula la
produccion y liberacion de NE al provocar un aumento en la secrecion de la CRH del
hipotalamo, que a su vez desencadena la liberacion de ACTH de la hipdfisis y
posteriormente estimula la glandula suprarrenal para liberar NE y cortisol. El aumento
de los niveles de cortisol y NE aumenta la actividad del sistema nervioso simpatico y
la liberacion de citocinas, cuyos efectos se retroalimentan mutuamente (Pitsillou et al.,
2020). Finalmente, el estrés cronico también tiene efectos sobre los sistemas
glutamatérgico y GABAérgico de la corteza prefrontal. Por un lado, altera el
metabolismo del glutamato y por otro, disminuye los niveles de GABA (Duman et al.,
2019).

2.4.4. Alteraciones en la expresion de BDNF (Teoria neurotrofica)

Las neurotrofinas son proteinas que participan en el crecimiento, diferenciacion,
supervivencia celular, en la neurogenésis y en la plasticidad neuronal. El factor
neurotrofico mas expresado en el SNC es el BDNF, aunque también se han
identificado otras neurotrofinas importantes como las neurotrofinas 3, 4 y 5y el factor
de crecimiento nervioso. EL BDNF se sintetiza a partir de su precursor pro-BDNF, tanto
en el SNC como el SNP en condiciones normales, de inflamacién y en respuesta a la

administracion de antidepresivos (Castrén y Kojima, 2017).

Las areas del SNC con mayor expresion de BDNF en humanos son aquellas
que participan en la funcion emocional y cognitiva, por ejemplo: el hipocampo, la
corteza frontal, parietal y entorrinal, etc. Los somas de las las neuronas
serotoninérgicas del nucleo del rafé y las noradrenérgicas del locus coeruleous que no
sintetizan BDNF, y que son capaces de transportarlo desde sus proyecciones axonicas
en otras areas por mecanismo retrogrado (Castrén y Kojima, 2017). EI BDNF y el pro-
BDNF producen efectos fisiologicos distintos y hasta opuestos, a través de los
receptores TrkB y los receptores de neurotrofinas, respectivamente. Por un lado, la
activacion de los receptores TrkB incrementa la supervivencia y diferenciacion
neuronal, la arborizacion dendritica y la potenciacion a largo plazo. Por el contrario, los
receptores de neurotrofinas activados por el pro-BDNF reducen la complejidad y
densidad de las espinas dendriticas, promueven la muerte celular e inducen depresion
a largo plazo (LTD) (Phillips, 2017) .
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El BDNF ha sido estrechamente relacionado con la patofisiologia de los
trastornos, principalmente debido a que se han encontrado niveles periféricos de
BDNF disminuidos en personas con DM (Lee y Park, 2014; Molendijk et al., 2010). De
hecho, existe una correlacion entre el aumento en las concentraciones séricas de
BDNF y la disminucion de sintomas depresivos por accion de farmacos antidepresivos,
(Tadi et al., 2011). Asimismo, en estudios post-mortem de personas con depresion,
también se han determinado niveles reducidos de BDNF en el hipocampo; estructura
ampliamente relacionada con la neurobiologia de la depresion. En este sentido,
también se sabe que la administracién de farmacos antidepresivos promueve la
neurogénesis en el hipocampo. Por otro lado, la evidencia preclinica ha demostrado
que los sintomas tipo-depresivos estan relacionados con la disminucion de la sintesis
de BDNF y de la actividad del receptor TrkB en el hipocampo y en la corteza prefrontal.
De hecho, la administracion directa de BDNF en el hipocampo y en el mesencéfalo
produce efectos tipo antidepresivos. En conjunto, estos datos sugieren que la
disminucién de la actividad del BDNF en ciertas regiones puede dar lugar a cambios

importantes en los circuitos neurales implicados en la depresion.

2.4.5. Alteracion de la microbiota intestinal

La microbiota es una comunidad compleja de microorganismos (bacterias,
hongos, protozoarios, y otros microbios) que habitan simbiéticamente en un ambiente
especifico, como el tracto gastrointestinal (TGI). En el humano, la microbiota esta
determinada principalmente por la leche materna, al nacer, y por la dieta. No obstante,
otros factores como la edad, la region y el uso de medicamentos también pueden influir
en ella. Los principales microorganismos que habitan el TGl humano pertenecen al
orden de las bacterias, entre las que predominan las Firmicutes y Bacteroidetes (70-
75%), y en menor medida, otras poblaciones como Prevotella, Bacteroides o
Ruminoccus (Quigley, 2017). Se sabe que, para una buena salud, debe existir cierto
equilibrio microbiolégico, ya que se han determinado algunas condiciones patoldgicas

asociadas a desequilibrios en la microbiota.

La microbiota intestinal, en particular, tiene funciones importantes como
constituir una barrera intestinal, estimular la regeneracion celular del epitelio intestinal

y la producciéon de moco, proporcionar nutrientes a la mucosa intestinal, asi como
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activar al sistema inmune. Ademas de sus funciones locales, la microbiota intestinal es
parte de una compleja red de comunicacion con el SNC, las evidencias de esta relacion
han dado pie al modelo llamado eje microbiota-TGl-cerebro. De hecho, se ha
propuesto que las alteraciones en la microbiota intestinal contribuyen al desarrollo de
la depresion, debido a que dichas alteraciones pueden desregular indirectamente
funciones cerebrales alterando los sistemas de neurotransmision, el eje HHA vy los
sistemas neurotroficos (Foster y McVey Neufeld, 2013). Lo anterior a través de
cambios en la permeabilidad de la barrera epitelial y de la activacion de la inflamacion
y las respuestas inmunes. Algunos estudios también han determinado la relacién entre
la disminucion de ciertas familias de bacterias como Lachnospiraceae 'y

Ruminococcaceae con una funcién cognitiva disminuida y depresion (Du et al., 2020).

Teoria Unificada de la Depresion

Etiologia Patofisiologia Fenotipos clinicos
Genética Fisicos Psicologicos
Epigenética
i Fatiga Anhedonia
Camhios Tristeza

Ambiente de peso Irritabilidad
Alteraciones Impulsividad

Cultura U s Pensamientos
Alteraciones suicidas

Estids digestivas

Eventos
traumaticos

Alimentacion

Figura 4. Factores genéticos, epigenéticos, psicosociales y culturales que interactuan para dar lugar a
mecanismos patofisiolégicos que causan la expresion fenotipica de la depresién. Tomada y modificada de Dean y
Keshavan, 2017
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2.5. Modelos animales para el estudio de los trastornos depresivos

El estudio de mecanismos especificos de la patofisiologia de las enfermedades
en humanos es limitado. En este sentido, el uso de modelos animales ha sido de gran
utilidad para expandir el entendimiento tanto de la fisiologia natural del organismo
como de condiciones patoldgicas, incluyendo las enfermedades psiquiatricas. Los
modelos animales son herramientas de estudio que permiten profundizar en la
investigacion de procesos genéticos, moleculares, celulares y conductuales de las
entidades nosoldgicas (Valvassori et al., 2013). Esto, a través de intentar mimetizar el
mayor numero posible de cambios fisioldgicos observados comunmente en una
enfermedad. En el caso del estudio de los trastornos mentales, los modelos animales
han permitido el desarrollo de varias teorias conductuales y psicofarmacoldgicas
(Razafsha et al., 2013). No obstante, una de las principales limitantes del uso de
modelos animales en la neuropsiquiatria es la imposibilidad de mimetizar por completo
las caracteristicas biopsicosociales del trastorno mental, por lo que se han establecido
criterios de validacion que avalan el grado de confiabilidad de los modelos para
sustentar las teorias, de la evidencia y de la interpretacion del modelo (Tabla 2). En la
neuropsiquiatria los modelos animales tienen dos principales objetivos; 1) la
determinacién de los mecanismos que subyacen a los trastornos psiquiatricos y; 2) la
evaluacion precisa de los tratamientos farmacolégicos y conductuales en el modelo

animal (Razafsha et al., 2013).

Tabla 2. Criterios de validaciéon de los modelos animales de trastornos psiquiatricos
Criterio Caracteristicas Principales

Grado en el que el modelo animal refleja la sintomatologia de

Validez de apariencia g
la enfermedad en cuestion.

Grado en el que la prueba o el modelo animal mide lo que se

Validez de constructo
pretende evaluar.

Grado de respuesta que se obtiene de los farmacos utilizados
Validez predictiva para el tratamiento de la enfermedad en cuestién en el modelo
animal.

Evalua si el modelo animal esta considerando todos los

Velletez vl otz factores del trastorno que se pretende estudiar.

Razafsha et al., 2013
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2.5.1. La prueba de nado forzado

El estudio de los trastornos depresivos en modelos animales no esta enfocado
en modelar la depresion como tal, sino en mimetizar algun aspecto central de su
sintomatologia y en evaluar los efectos antidepresivos de farmacos. Para ello, se
utilizan pruebas conductuales que generen fenotipos de comportamientos que se
asemejen al trastorno (Razafsha et al., 2013). Una de las conductas mas utilizados en
el estudio de la depresion es la desesperanza aprendida, cuyo fundamento se basa en
que los animales dejan de “luchar por su vida” en condiciones donde no hay escape.
La prueba conductual mas representativa de la desesperanza aprendida es la prueba
de nado forzado (PNF). Esta prueba, desarrollada originalmente por Porsolt en 1977,
consiste en analizar el comportamiento del animal al ser introducido en un cilindro con
agua templada durante un determinado tiempo. Normalmente, al inicio presenta un
comportamiento de escape intenso, lo cual incluye conductas activas de nado y
escalamiento. Llega un momento en el que muestran un comportamiento pasivo
conocido como conducta de inmovilidad, la cual se asocia a una conducta de
desesperanza. Se piensa que la conducta de inmovilidad refleja alguna alteracion en
el comportamiento natural de escape o el desarrollo de un comportamiento pasivo que
desasocia al animal de la conducta activa de escape (Castagné, Moser, Roux y
Porsolt, 2010). Lo relevante de esta prueba es que, sistematicamente, la
administracion de farmacos antidepresivos clasicos (moduladores de la
neurotransmision monoaminérgica) disminuye significativamente la conducta de
inmovilidad, a lo que se le conoce como efecto tipo antidepresivo. La efectividad de los
farmacos antidepresivos correlaciona con su potencia en la clinica (Borsini y Meli,
1988).

Inicialmente, la prueba de Porsolt sélo se enfocaba en evaluar el tiempo de la
conducta de inmovilidad, sin embargo, tiempo después, se observd que los
antidepresivos catecolaminérgicos incrementan el comportamiento de escalamiento,
mientras que los antidepresivos serotoninérgicos incrementan el nado (Detke et al.,
1995). Por esta razon, se implementaron modificaciones a la PNF que permitieron
subclasificar la conducta activa en “conducta de nado” y “conducta de escalamiento”

con el objetivo de caracterizar el sistema de neurotransmision en la accién de los
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compuestos antidepresivos. La PNF ha sido utilizada tanto en esquemas de
administracion aguda como cronica y, si bien esta prueba no es un buen modelo de
depresion debido a que no refleja algun sintoma de la enfermedad como tal , es una
excelente herramienta para identificar compuestos con posible actividad antidepresiva
por su capacidad de identificarla entre otros compuestos con actividad en el SNC, lo

que sustenta su validez predictiva (Borsini y Meli, 1988).

Inmovilidad Nado Escalamiento

Figura 5. Prueba de nado forzado. Tomada y modificada de Cryan et al., 2002

2.6. Tratamientos para los trastornos depresivos

Los tratamientos actuales para los trastornos depresivos son variados y
dependen principalmente de la severidad de los sintomas depresivos. Al ser un
trastorno mental, la atencién psicoldgica es clave ante cualquier tipo de depresion. No
obstante, ante una depresién moderada o severa, existen opciones farmacolégicas y
no farmacoldgicas que, en conjunto con la psicoterapia y las medidas generales de
salud (ejercicio regular, alimentacion balanceada, suefio adecuado), han demostrado
ser eficaces para tratarla (Gartlehner et al., 2017).
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2.6.1. Tratamientos farmacolégicos

Los farmacos antidepresivos mas utilizados actuan mediante la modulacion de
los sistemas de neurotransmision serotoninérgica, noradrenérgica y dopaminérgica y
se clasifican en inhibidores selectivos de la monoaminooxidasa (iMAOs),
antidepresivos ftriciclicos (TCAs), inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina
(ISRS) y de noradrenalina (ISRN), inhibidores duales de la recaptura de serotonina y
noradrenalina (5-HT/NA) y los antidepresivos atipicos, como por ejemplo, el
bupropion, inhibidor de la recaptura de DA y, en menor grado, de NA y de acetilcolina,
indicado en pacientes que no responden a tratamiento con los antidepresivos clasicos
(Contreras, 2010).

Los iIMAOs son medicamentos antidepresivos que inhiben la accion de las
enzimas monoaminoxidasas, las cuales se encargan de la oxidacion de las aminas de
la serotonina, la noradrenalina, y en menor grado, la dopamina. Estas enzimas se
encuentran localizadas en la membrana externa de las mitocondrias de varios tipos de
células. Existen 2 subtipos principales de enzimas monoaminoxidasas: MAO-A, la cual
tiene como principal sustrato la serotonina, la noradrenalina y la adrenalina, y la MAO-
B, que tiene accién en moléculas como dopamina, tiramina, feniletilamina, feniletanol
amina y benzilamina (Chockalingam et al., 2019). En el cerebro la isoenzima que
predomina es la MAO-B (70-95%). La accion terapéutica de los iIMAOs se debe a tres
posibles mecanismos principales: la inhibicion del metabolismo de las monoaminas, el
incremento de la liberacion de los neurotransmisores y el bloqueo de otras enzimas
involucradas en la produccion de otros neurotransmisores (Tobergte y Curtis, 2013).
Los IMAOS se pueden clasificar dependiendo de su estructura (hidracinas o no
hidracinas), mecanismo de accion (reversible irreversible) y de su selectividad por las
isoenzimas MAO-A y MAO-B (Youdim et al., 2006). Los iMAOs son prescritos con muy
poca frecuencia debido a que producen un flujo noradrenérgico muy prominente y
pueden provocar efectos adversos muy peligrosos como agitacion, convulsiones,
sudoracion, hiperventilacion, movimientos anormales, rigidez muscular, taquicardia,

hipertension arterial, etc. (Willner et al., 2013).
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Los TCAs fueron denominados asi debido a que son moléculas conformadas
por tres anillos, dos de ellos bencénicos y el anillo central con estructura variable. Los
sustituyentes de la estructura pueden ser aminas terciarias 0 aminas secundarias y
éstas les confieren actividades distintas. Los antidepresivos ftriciclicos con cadenas
laterales amina secundaria -e.g. desipramina, amoxapina y maprotilina-, y los
metabolitos N-demetilados (nor) con porciones de amina terciaria como la
norclomipramina, nordoxepina y nortriptilina actuan principalmente a través de la
inhibicion del transporte de noradrenalina. Por otro lado, los triciclicos con amina
terciaria como imipramina, amitriptilina y doxepina, ademas de inhibir el transporte de
noradrenalina, inhiben también la recaptacion de serotonina (Hardman et al., 2001;
Tobergte y Curtis, 2013). Los TCAs pueden interaccionar también con receptores a1y
a2 adrenérgicos y, en mucho menor medida, con receptores [ adrenérgicos. Estas
interacciones también contribuyen al mejoramiento del estado de animo (Cottingham
et al., 2014).

Los ISRS son los antidepresivos mas utilizados en la actualidad debido a que
son mejor tolerados, producen menos efectos colaterales y tienen un esquema de
dosificacion mas sencillo que los demas tipos de antidepresivos (Chavez-Leon et al.,
2008; Luo et al., 2020). Como su nombre lo dice, los ISRS son farmacos con una alta
selectividad por el SERT localizado en las terminales sinapticas de las neuronas
serotoninérgicas que proyectan del nucleo del rafé. Su accion antidepresiva es a través
de la inducciéon de cambios tanto a corto como a largo plazo. Uno de los principales
cambios a corto plazo es que, al comienzo de su administracion, producen una
inhibiciéon inmediata de la recaptura de serotonina mediante el bloqueo del SERT, lo
cual, en respuesta al incremento de 5-HT en la sinapsis, promueve la activacién del
autorreceptor presinaptico a serotonina 5HT1A. Este receptor se encarga de la
regulacion de la actividad general del sistema serotoninérgico a través de la regulacién
negativa de la sintesis de serotonina (Ohno, 2012). Por lo tanto, las concentraciones
sinapticas de 5-HT se mantiene bajas durante las primeras dos semanas de
tratamiento con los ISRS, lo cual explica la latencia del efecto antidepresivo de estos
farmacos. Después de 2-3 semanas de administracion, se produce la desensibilizacion
del receptor SHT1A, promoviendo la desinhibicion de la neurona serotoninérgica y

estableciendo su activacién ténica (Figura 6) (Chavez-Ledn et al., 2008; Ohno, 2012).
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Los ISRS pueden llevar a cabo otros mecanismos que contribuyen a su accion
antidepresiva como la estimulacion de la neurogénesis a través de la fosforilacion de
CREB para la induccién de los genes que codifican para el BDNF y su receptor (Banasr
y cols.,2004); la estimulacion de la sintesis del neuroesteroide alopregnanolona, que
promueve la actividad GABAérgica (Pinna y cols., 2009) y la normalizacion de la
actividad de los receptores a glucocorticoides al estimular la liberacion de CRH a través
de la activaciéon de los receptores 5HT2, 5HT1A y 5HT1C (Tobergte y Curtis, 2013).
Los farmacos antidepresivos mas utilizados son fluoxetina, citalopram, escitalopram,
paroxetina, fluvoxamina y setralina, de los cuales, el escitalopram es el compuesto con

mayor selectividad por el SERT.
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Figura 6. Mecanismo de accién de los ISRS. Tomada y modificada de Ohno, 2010

Los antidepresivos duales (5-HT/NA) tienen afinidad tanto por el SERT como

por el transportador de NA (NET). Ejemplos de estos compuestos son venlafaxina,
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duloxetina, desvenlafaxina, milnacipram vy levomilnacipram, de los cuales la
venlafaxina es el mas utilizado. Asimismo, existen otros antidepresivos con otros
mecanismos de accién como la mirtazapina, inhibidor de los autorreceptores alfa 2 a
NA, y el bupropion, inhibidor de la recaptura de NA y DA, el cual normalmente se utiliza

en casos de sintomas depresivos en el trastorno bipolar (Dear y Bateman, 2016).

Dado que los trastornos depresivos no se limitan a la disfuncion de los sistemas
monoaminérgicos, actualmente existen farmacos dirigidos a otros blancos terapéuticos
como el sistema glutamatégico y GABAérgico, el sistema opioide y el sistema inmune.
En primer lugar, se encuentra el receptor a glutamato NMDA, el cual se considera
como el receptor blanco de la segunda década del siglo XXI y cuyo principal farmaco
antidepresivo es la ketamina. La ketamina es un antagonista de receptores NMDA que
se utiliza normalmente como anestésico, tiene propiedades psicotomiméticas
significativas y ha demostrado ser un potente farmaco antidepresivo (Lener et al.,
2017). El sistema GABAérgico ha sido uno de los blancos terapéuticos mas novedosos
para el tratamiento de la depresién. La alopregnanolona es un modulador alostérico
positivos del receptor GABA A, y es ahora un tratamiento para la depresion posparto
(Meltzer-Brody y Kanes, 2020). Por otra parte, existe una alta comorbilidad entre
depresion y dependencia a compuestos opioides y, dado que el sistema opioide
endogeno es un modulador del estado de animo y del sistema de recompensa,
agonistas de receptores a opioides delta como la buprenorfina han demostrado inducir
acciones antidepresivas en pacientes resistentes a tratamiento y con ideacién suicida
(Serafini et al., 2018). Finalmente, la inflamacion forma parte importante de la
patofisiologia de la depresion, por lo tanto, en pacientes con procesos inflamatorios,
algunos agentes antiinflamatorios como lo inhibidores de citocinas proinflamatorias

han demostrado ser eficaces para disminuir sintomas depresivos (Adzic et al., 2017).

2.6.2. Tratamientos no farmacolégicos

Los tratamientos no farmacoldgicos consisten en la estimulacion cerebral o
somatica y se aplican, generalmente, en casos de resistencia a los tratamientos
farmacolégicos y a la psicoterapia. Un ejemplo muy representativo de este tipo de
tratamientos es la terapia de neuroestimulacion, la cual consiste en el suministro

personalizado de energia eléctrica/electromagnética al cerebro con el objetivo de
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alterar la actividad neuronal con fines terapéuticos en trastornos mentales incluyendo
el trastorno de depresion mayor resistente a tratamiento. Este tipo de terapia puede
ser de manera no invasiva -e.g. estimulacibn magnética transcraneal y terapia
electroconvulsiva, o de manera invasiva -e.g. estimulacion cerebral profunda y
estimulacion del nervio vago (Malhi y Mann, 2018). Mas recientemente, se ha utilizado
la estimulacién transcraneal “Theta-Burst”, en la cual se induce la plasticidad cortical
con mayor precision que la técnica convencional mediante la emisidén de frecuencias
“Theta” muy similares a aquellas producidas por el cerebro (Voineskos et al., 2020).
Para llevar a cabo este tipo de terapias, es fundamental comprender y clarificar ciertos
puntos importantes como; la elegibilidad del paciente, tipo de terapia de
neuroestimulacion, las ventajas de utilizar esta terapia sobre otros tipos de
tratamientos, en qué region cerebral aplicar la terapia, el tipo de estimulacién cerebral
(incremento/disminucion de la actividad cerebral), como llevar a cabo la estimulacion

(continua, intermitente, etc.).

2.7. Prevalencia de la depresién en hombres y mujeres

Debido a su alta prevalencia a nivel mundial, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) considera a los trastornos depresivos como trastornos mentales
‘comunes”, ya que se estima que alrededor del 4.4% de la poblacion (322 millones de
personas) padece algun trastorno depresivo. Se estima que entre el 2005y el 2015, la
depresion tuvo un incremento global del 18.4%. De acuerdo con las Estimaciones
Mundiales y Regionales de Prevalencia de la OMS (2017), los principales factores
sociales asociados con el desarrollo de esta enfermedad son: pobreza, desempleo,
eventos adversos, enfermedad y problemas relacionados con el consumo de alcohol

y drogas.

Como en varias otras patologias, las diferencias por sexo (hormonas gonadales,
carga genética y otros factores bioldgicos) y por género (roles sociales y normas
culturales) son importantes, ya que intervienen en la predisposicidon que tiene un
individuo para desarrollar determinado trastorno, en los sintomas manifestados, e
incluso, en los sintomas reconocibles por el mismo (DSM V, 2013). En este caso, a
pesar de que el riesgo de desarrollar algun trastorno incrementa con la edad para

ambos sexos, los trastornos depresivos se presentan de 2 a 3 veces mas
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frecuentemente en mujeres que en hombres. La prevalencia a nivel mundial de la

depresion en mujeres es de 5.1%, mientras que en hombres es de 3.6% (Figura 7).

Prevalencia de trastornos depresivos por region (% de poblacion)
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Figura 7. Prevalencia a nivel mundial de los trastornos depresivos por region (OMS,2017).

En México, el estudio epidemioldgico mas extenso y representativo de los
trastornos mentales fue un trabajo realizado por la Encuesta Nacional de Comorbilidad
en México, en el cual fueron evaluados los principales trastornos mentales (trastornos
de ansiedad, depresion y de control de impulsos, uso de sustancias y otros trastornos)
en poblacién mexicana (18-65 afios) de ambos sexos (Medina-Mora et al., 2009). Este
estudio determiné que, a principios del afno 2000, la prevalencia de los trastornos
depresivos en México era del 11.1%, siendo el trastorno de depresiéon mayor (8.7%) y
el trastorno depresivo por uso de sustancias (7.3%) los mas frecuentes. Con relacion
a las diferencias por sexo, al igual que en la escala mundial, en México las mujeres
también presentan trastornos depresivos mas frecuentemente que los hombres (3.7%
vs 1.6% respectivamente). Los hombres en cambio padecen mayor cantidad de
trastornos por abuso de sustancias. En las mujeres, el rango de edad en el cual existe
una mayor vulnerabilidad para presentar episodios depresivos es de los 45 a los 50
afnos (Rafful et al., 2012). La diferencia en la prevalencia de la depresién entre hombres
y mujeres ha sido explicada a través de varios factores. Por un lado, las cuestiones de
diferencia por género que incluyen: roles sociales, normas culturales, violencia de
género y la desigualdad de carga de trabajo en las labores domésticas y familiares

(Rafful et al., 2012). Por otro lado, existen también las cuestiones asociadas al sexo,
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las cuales estan determinadas por factores biolégicos como la carga genética o el

estado hormonal.

2.8. Trastornos depresivos en la menopausia

El ciclo reproductivo femenino involucra un complejo sistema de
retroalimentacion entre el cerebro, la hipdfisis y el tracto reproductivo y se ve reflejado
en los ciclos menstruales. El inicio de los ciclos menstruales se da en la pubertad como
resultado de la maduracion del eje Hipotalamico-Hipofisis-Gonadal (HHG), cuyo
principal objetivo es inducir la ovulacion regular que permita, en un momento dado, la
concepcion para la creacion de un nuevo organismo. El ciclo reproductivo de la mujer
implica cambios morfolégicos, bioquimicos y funcionales en los érganos que lo
componen. De esta manera, la funcién del eje HHG comienza en el nucleo
paraventricular del hipotalamo, el cual secreta la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) en el sistema portal de la adenohipdfisis. Dependiendo de la
amplitud y frecuencia de los pulsos que genere la GnRH, la adenohipdfisis sintetiza y
libera a la circulacién sistémica las hormonas gonadotrépicas, foliculo estimulante
(FSH)- por pulsos lentos, o luteinizante (LH)- por pulsos rapidos. La FSH estimula a la
maduracion del évulo/secrecidn de estradiol (fase folicular), y la LH estimula la
ovulacion/ formacion del cuerpo Iuteo/secrecion de progesterona y estradiol/
engrosamiento del endometrio (fase lutea); ambas a nivel ovarico. El aumento en los
niveles de estradiol durante la fase folicular estimula la secrecién de LH y con ello se
da la ovulacion. La funcion de la FSH esta regulada por el complejo proteico activina
e inhibina; las cuales, como su nombre lo indica, activan e inhiben la sintesis y
secrecion de FSH, respectivamente. Al final de la fase lutea, sino se produce un
embarazo, el endometrio de descama como menstruacion, reiniciando entonces un

nuevo ciclo menstrual (Henriet et al., 2012) (Figura).

La menopausia se define como el cese permanente de la menstruacion, y se
determina a partir de presentar amenorrea durante por lo menos 12 meses sin alguna
causa aparente (Gyllstrom et al.,, 2007). Esta etapa marca el término de la etapa
reproductiva de la mujer y conlleva varios cambios somaticos y psicolégicos que
afectan en gran medida la calidad de vida de las mujeres. Dentro de estos cambios,

se destaca un aumento considerable en el riesgo de padecer episodios depresivos
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(Borrow y Cameron, 2014b; Gyllstrom et al., 2007; Rajewska y Rybakowski, 2003;
Sassarini, 2016). El proceso de la menopausia estd conformado por: la
perimenopausia, periodo de transicion a la menopausia que se divide en
perimenopausia temprana (ciclos irregulares) y en perimenopausia tardia (amenorrea);
y por la postmenopausia, que comprende el primer afio siguiente al ultimo periodo
menstrual. En general, la perimenopausia se considera el periodo con la mayor carga
de sintomas abrumadores como bochornos, sudoraciones, insomnio y cambios en el
estado de animo, los cuales son una manifestacion de disfuncién ovarica. En particular,
el periodo de mayor vulnerabilidad para padecer depresion es la perimenopausia tardia
y la postmenopausia (Bromberger y Epperson, 2018; Maki et al., 2018; Monteleone et
al., 2018). La postmenopausia se caracteriza por sintomas derivados de la privacion
definitiva de estrégenos como atrofia urogenital, envejecimiento de la piel,
osteoporosis, redistribucion de la grasa corporal hacia la regidén central y alteraciones

metabdlicas (Monteleone et al., 2018)

La prevalencia de la depresion en la perimenopausia es de alrededor del 40%
(Maki et al., 2018). Algunos grupos de investigacion han sugerido que esto se debe
principalmente a las fluctuaciones de las hormonas gonadales a las que las mujeres
estan expuestas a lo largo de su vida (Borrow y Cameron, 2014b; Deecher et al., 2008;
Freeman et al., 2006; Gordon, Eisenlohr, et al., 2016; Kessler, McGonagle, Swartz,
Blazer, 1993). En la mayoria de los casos, la prevalencia de depresiéon en mujeres
coincide con las fases reproductivas asociadas a una fluctuacion en los niveles de
estradiol; por ejemplo, el trastorno disférico premenstrual durante los ciclos
menstruales, depresidon postparto al finalizar el embarazo y distimia y episodios de
depresion mayor durante la perimenopausia (Borrow y Cameron, 2014; Cameron et
al., 2014; Douma et al., 2005; Duval et al., 2010) (Figura 8). Cabe destacar que el
haber padecido episodios depresivos durante la etapa reproductiva es un factor de

riesgo alto para desarrollar depresion durante la perimenopausia (Soares, 2014).
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Figura 8. Prevalencia de la depresién en la vida reproductiva de la mujer y su relacion con los niveles de estradiol.
Tomada y modificada de Borrow y Cameron, 2014b

Fisiolégicamente, la perimenopausia comienza con una disminucion de inhibina
B, proteina que regula negativamente a la FSH, lo cual provoca un aumento en los
niveles séricos de FSH (marcador comun en la clinica para determinar la
perimenopausia; FSH >10 mUl/ml). En consecuencia, se producen periodos
menstruales de duracion muy variable, fluctuaciones en las concentraciones de
estradiol y una disminucion en las concentraciones de progesterona debido a que la
fase folicular comienza a superponerse con la fase lutea. Asimismo, la disminucion de
inhibina B y de progesterona produce una desregulacion de la retroalimentacion
negativa por el aumento sostenido de FSH (>25-40 mUI/ml) desde la hipdfisis. De esta
manera, el ovario pierde sensibilidad a la estimulacion de dichas gonadotropinas y la
produccion de estradiol disminuye. Por ende, la estimulaciéon de la LH resulta
insuficiente para inducir la ovulacion. La anovulacién disminuye aun mas la produccion
de progesterona y el ovario, por su parte, continda la secrecién de testosterona, cuyas
concentraciones aumentan considerablemente durante la postmenopausia (Bocchino
Castro, 2006; Hale et al., 2014; Monteleone et al., 2018).
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2.8.1. Fluctuacion estrogénica y desarrollo de trastornos depresivos

La fluctuacion estrogénica que ocurre durante la perimenopausia y su relacion
con el desarrollo de sintomas depresivos ha sido objeto de investigacion desde hace
décadas. En este sentido, estudios clinicos y preclinicos han evaluado este fendmeno
con el objetivo de identificar marcadores bioldgicos que sumen a la intervencion tanto
preventiva como terapéutica de los trastornos depresivos en esta etapa (Avis et al.,
2001; Bromberger et al., 2007; Freeman et al., 2004, 2006; Gordon et al., 2015;
Gordon, Eisenlohr, et al., 2016; Gordon, Rubinow, et al., 2016; Okada et al., 1997,
Rachman et al., 1998). Los estrogenos son compuestos esteroideos -e.g. estradiol,
estriol, estrona- secretados por los ovarios, la placenta (durante el embarazo), las
glandulas adrenales (en muy baja proporcion) y por el sistema nervioso central (SNC).
El estradiol es el estrogeno mas potente y el predominante durante el periodo
reproductivo de las mujeres, mientras que el estriol y la estrona se incrementan durante

el embrazo y la menopausia, respectivamente (Fuentes y Silveyra, 2019).

Estradiol Estrona

Estriol Estretrol

Figura 9. Estructura quimica de los estrégenos.

Los estrégenos intervienen en la regulacion de varios procesos fisioldgicos y
celulares como el metabolismo, activacion y regulacion del sistema reproductor,
modulacion del sistema déseo, cardiovascular y del SNC. Estas acciones se llevan a
cabo a través de la activacion de receptores nucleares (ERs) y de receptores

membranales a estrogenos (GPR30; mERa), los cuales al ser activados dan lugar a
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las vias gendmicas y no gendémicas. La via no gendmica involucra principalmente a los
receptores a estrogenos membranales, los cuales inducen una cascada de
sefalizacion de segundos mensajeros y proteinas intracelulares como fosfolipasa C
(PLC), proteina cinasa A (PKA), proteina cinasa C (PKC), fosfoinositol-3 cinasa (P3IK),
RAS vy proteinas cinasas activadas por mitogeno (MAPK). Estas cascadas de
sefalizacion ocurren en segundos o minutos después de la activacién de los
receptores membranales, por lo que esta via ha sido asociada con los efectos rapidos
de los estrogenos (Hewitt et al., 2016). Por otro lado, la via gendmica se lleva a cabo
a través de los ERSs, los cuales se encuentran en el citosol en forma de homodimeros
y, ante la union del estrégeno, forman el complejo estrégeno-ER el cual se trasloca al
nucleo celular y funciona como factor de transcripcion al unirse a elementos de
respuesta a hormona en el ADN induciendo cambios en la expresion génica. Debido a
esto, la via gendmica ha sido asociada con los efectos a largo plazo de los estrogenos
(Hewitt et al., 2016).

Hasta el momento se han descrito dos subtipos de ERs -i.e. ERa y ERp. Estos
receptores se consideran homologos ya que ambos presentan una estructura proteica
compuesta por 5 dominios: 1) dominio N-terminal, 2) dominio de unién al ADN, 3)
dominio de bisagra, 4) dominio de unién a ligando y 5) dominio C-terminal. A pesar de
dicha similitud, los ERa y ER[P pueden tener ligandos diferentes debido a que
presentan diferencias importantes en el dominio de unién a ligando (Figura 10), y por
consiguiente, producen efectos fisioldgicos distintos (Krolick et al., 2018). Por ejemplo,
en tejidos como mama y utero, el ERB generalmente contrarresta el efecto
hiperproliferativo del ERa (Dahlman-Wright et al., 2006; Heldring et al., 2007; Paterni
et al., 2014). Los ERs (a y B) se expresan en tejidos diferentes y su efecto esta
determinado por su densidad de expresion. EI ERa presenta mayor densidad de
expresion en ovarios, utero, glandula mamaria, rindn, hueso, tejido adiposo, higado y
en el SNC. Mientras que el ERB se expresa mayormente en pulmoén, tracto
gastrointestinal, células hematopoyéticas, células inmunes y en el SNC (Paterni et al.,
2014). Es por esto que el ERa tiene un rol predominante en la regulacién de la funcion
ovarica y uterina, en la preservacion de la homeostasis del esqueleto, en la regulacion
del metabolismo, y de algunas conductas como la conducta sexual, mientras que el

ERP tiene mayor efecto en procesos relacionados con el sistema inmune y en el SNC.
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Figura 10. Estructura proteica de los subtipos de ERs (a y B). El grado de homologia en el sitio de unién al ADN
es del 95%, mientras que en el sitio de unién al ligando es solo del 60%.

En el SNC, los estrogenos también participan en muchos procesos como son la
regulacion del eje hipotalamico gonadal, la plasticidad neuronal, la neurogénesis
hipocampal, el control del apetito y en la modulacion de los sistemas de
neurotransmision (Willner et al., 2010). Dichos procesos son modulados, en su
mayoria, a través de la activacion de los ERs que se expresan particularmente en la
corteza prefrontal y en estructuras subcorticales del sistema limbico (hipotalamo,
hipocampo, la amigdala, tallo cerebral y el giro cingulado). Al igual que en el resto del
organismo, en el SNC se expresan tanto el ERa como el ERB pero con perfiles de
expresion independientes (Warfvinge et al., 2020) y presentan ciertas diferencias en
su distribucion (Tabla 3). Asimismo, la regulacién de la expresion de los ERs es
especifica en cada area cerebral y depende de las condiciones enddcrinas (fase del
ciclo, menopausia natural o inducida), de los niveles endégenos de estradiol de la
presencia de compuestos estrogénicos exdégenos (Shima et al., 2003). Con relacion a
esto, se ha determinado que los ERa y ER regulan diferentes procesos en el cerebro,
el ERa ha sido principalmente asociado a la regulacién de la funcion reproductiva,
control del apetito y funcién cardiovascular. Por otra parte, el ERB ha sido mas
asociado a la regulacion de procesos de aprendizaje, memoria, ansiedad, depresion y
regulacion del estado de animo (ter Horst, 2010; Vargas et al., 2016). La regulacion
del estado de animo por estrogenos se lleva a cabo a través de la modulacion de los
sistemas de neurotransmisiéon serotoninérgico, noradrenérgico, dopaminérgico,
glutamatérgico y GABAérgico y a través de modular procesos de neurogénesis en el

hipocampo (Borrow y Cameron, 2014b; ter Horst, 2010).

51



Tabla 3. Distribuciéon de los ERs en el SNC.
Colocalizacion del ERa y del ERB

Nucleo de la base
de la estria terminal
Amigdala (medial y

cortical)
Area predptica
Habénula lateral
Sustancia gris

periacueductal
Locus coeruleus
Hipocampo
Corteza
ERa ERB
Nucleo hipotalamico: Hipocampo
Ventromedial Corteza

Organo subfornical Bulbos olfatorios
Nucleo arcuato Area tegmental ventral

Zona Incerta

Cerebelo

Glandula pineal

Nucleos hipotalamicos:
Supradptico
Paraventricular
Supraquiasmatico
Tuberal

ter Horst, 2010; Warfvinge et al., 2020

El sistema serotoninérgico es uno de los sistemas neuronales que recibe mayor
impacto por la fluctuacion estrogénica durante la menopausia. Se sabe, por ejemplo,
que la disminucion de hormonas gonadales se relaciona con cambios en la afinidad
del receptor 5SHT1A presinaptico y postsinaptico en los nucleos del rafé y en el
hipocampo, respectivamente (Stein et al., 2014). Por otra parte, en estudios
preclinicos, se ha determinado que la deplecion de estrégenos por ovariectomia en
roedores produce una disminucién de las neuronas serotoninérgicas, asi como una
menor expresidn de genes relacionados con la serotonina (Bethea et al., 2002).
Asimismo, en ratas periestropausicas, se encontré un numero reducido de células TPH
positivas en el hipocampo y la amigdala, que fue restaurada por la terapia con
estrégenos (Pestana-Oliveira et al., 2018) (Pestana-Oliveira et al., 2017). Se ha
propuesto que la disminucién de actividad del sistema serotoninérgico se debe a los

cambios en la activacion del ERB que ocurren durante la perimenopausia y que
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afectan el funcionamiento del sistema serotoninérgico y, por ende, el estado de animo
(Suzuki et al., 2013).

2.9. Modelos animales para el estudio de la menopausia

Existen muchas condiciones en las que es dificil evaluar la menopausia en
humanos, por lo que es comun recurrir también a modelos animales para explorar de
una manera mas sistematica todos sus procesos y érganos involucrados. En particular,
el uso de roedores en el estudio de la menopausia ha sido la practica mas comun y
fructifera, a pesar de las diferencias enddcrinas inter-especies. En primera instancia,

los roedores tienen tractos reproductivos distintos (Figura 11).

Tracto reproductivo humano Tracto reproductivo en roedor

Trompas de Falopio Oviductos

P e /\

\ Ovario Ovario

Ovario / Ovario

Utero \ Cuerno
uterino
bifurcado

b Cérvix =" ™~ Vagina

Figura 11. Tractos reproductivos femeninos de humano y de roedor. Tomado y modificado de Dellafiora et al.,
2013

Por otra parte, los roedores tienen un ciclo estral que difiere en varios sentidos de un
ciclo menstrual humano, por ejemplo; en el ciclo estral no hay descamacién del
endometrio (menstruacion), ocurre cada 4-5 dias y consiste en 4 fases (proestro, estro,
metaestro y diestro). Mas aun, alrededor de los 9-12 meses de edad, los roedores
presentan ciclos estrales irregulares que indican la senescencia reproductiva. A
diferencia de la menopausia en humanos, los roedores experimentan un estado de
estro persistente caracterizado por niveles altos de estradiol y niveles moderados de
progesterona, LH y FSH (estropausia) (Figura 12). A pesar de dichas diferencias, los
roedores se han utilizado como modelo de estudio de la menopausia para evaluar los
cambios enddécrinos en el cerebro y los cambios ovaricos por la edad. Esto debido a
que, de forma similar a lo que ocurre en mujeres, los roedores también experimentan

ciclos reproductivos regulares, fluctuaciones hormonales en el ciclo estral durante la
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adultez y desregulaciones del eje HHG, cambios ovaricos y fluctuaciones hormonales
durante el envejecimiento. No obstante, a través de técnicas quirurgicas como la
ovariectomia, también es posible modelar con precision un estado de privacion de

hormonas gonadales, similar al de la menopausia en humanos.

Humane- etapa de la postmenopausia

Estradiol
s = Progesterona

Transicion a la post-menopausia >

Roedor- fase de estropausia persistente

— ——— Estradiol

Transicion a la estropausia -

Figura 12. Comparacion de niveles hormonales en roedores y humanos durante la senescencia reproductiva.
Tomado y modificado de Koebele y Bimonte-Nelson, 2016b

La ovariectomia es el modelo animal de menopausia por excelencia y consiste en
remover los ovarios, oviductos y parte de los cuernos uterinos de la cavidad peritoneal. Se
ha determinado que la ovariectomia en ratas jovenes permite inducir cambios similares a
los que se producen en la menopausia, como el aumento de temperatura y peso corporal,
la osteopenia y, principalmente, la privaciéon de hormonas gonadales (Okada et al., 1997).
Ademas, la ovariectomia también induce efectos prodepresivos (Okada y cols., 1997) y
ansiogeénicos (Picazo et al., 2006). Al momento de llevar a cabo un estudio farmacolégico
en un modelo de menopausia, es importante considerar la edad del animal, ya que las
condiciones fisiolégicas pueden diferir mucho entre ratas jovenes y viejas, y con ello, el
efecto farmacolégico (Récamier-Carballo et al., 2012). Es necesario determinar si en el
objetivo del estudio se pretende considerar las variables del envejecimiento en la
respuesta al farmaco, o si unicamente se pretende conocer el efecto farmacolédgico en

condiciones de privacion hormonal (Koebele y Bimonte-Nelson, 2016a).
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2.10. Tratamientos de los trastornos depresivos en la menopausia

El tratamiento de la depresidon durante la menopausia depende de la severidad
de los episodios depresivos. Para depresion leve o moderada, la terapia alternativa
como las practicas de reduccion del estrés basadas en atencion consciente, hipnosis
clinica, respiracion de ritmo y terapia cognitivo conductual resultan muy utiles (Al-Safi
y Santoro, 2014; Green, Key, y McCabe, 2015). Cuando los cuadros depresivos son
mas severos se utiliza el tratamiento farmacoldgico, el cual consiste en el uso de
farmacos antidepresivos, principalmente ISRS debido a que producen menos efectos
adversos que otro tipo de antidepresivos como los triciclicos o los iIMAO (Gyllstrom y
cols., 2007). Los ISRS mas comunmente utilizados en la menopausia son paroxetina,
citalopram y escitalopram no obstante, se ha reportado que el citalopram es el
antidepresivo con menos interacciones farmacoldgicas con otros medicamentos
prescritos para otros padecimientos médicos (Handley y Williams, 2015). También, los
antidepresivos duales, ISRN, como desvenlafaxina y venlafaxina son farmacos muy
eficaces, especialmente en casos donde no existen complicaciones con

comorbilidades médicas (Kornstein et al., 2014; Zanardi et al., 2007)

Por otra parte, en varios estudios se ha determinado que la terapia de
reemplazo hormonal (TRH) para tratar los sintomas de la menopausia también
contribuye a disminuir el desarrollo de los trastornos depresivos (Soares et al.,2001;
Soares, 2013; Tam y Parry, 2003). La TRH esta principalmente indicada para el
tratamiento de los sintomas vasomotores que se producen durante la menopausia y
consiste en la administracion de estrogenos y progestagenos en diferentes
preparaciones. De acuerdo con resultados obtenidos de estudios clinicos realizados
para analizar el efecto de la terapia de reemplazo hormonal en el estado de animo, la
tasa de depresion disminuye un 76% en mujeres con tratamiento de reemplazo
hormonal, aun considerando las diferencias metodoldgicas y limitaciones que pudieran
existir entre los estudios (Ancelin, Scali y Ritchie, 2007). Ademas, la terapia hormonal
ha sido utilizada como estrategia para potenciar el efecto de los ISRS en mujeres que
no responden al tratamiento con antidepresivos (Soares, 2013). En el area preclinica
se han realizado estudios que sustentan el efecto tipo-antidepresivo de los estrogenos

en ratas OVX (Estrada-Camarena, Fernandez-Guasti y Lépez-Rubalcava, 2002) y el
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efecto sinérgico de la administracion de estradiol con antidepresivos (Récamier-
Carballo et al., 2012).

A pesar de su eficacia, tanto el uso de ISRS como de la TRH presentan muchas
desventajas. Por un lado, los ISRS tienen un largo periodo de latencia, lo cual se asocia
a la principal causa de abandono del tratamiento. Ademas, alrededor del 10% de los
pacientes no tolera los efectos secundarios como insomnio o ciertos grados de
ansiedad. Finalmente, alrededor del 30% de los pacientes son resistentes a
tratamiento (Thase, 2018). Por otro lado, el uso de la TRH ha sido sumamente
controversial debido a los riesgos que conlleva. Actualmente la Asociacién Americana
de Endocrinélogos Clinicos y el Colegio Americano de Endocrinologia (ACCE/ACE)
respalda las advertencias emitidas por la Iniciativa de salud de la mujer (WHI) y por
otros estudios clinicos controlados aleatorizados, respecto al aumento en el riesgo de
desarrollo de cancer (endometrial y mamario) y de enfermedades cardiovasculares
(infarto o tromboembolismo venoso), principalmente al utilizar esta terapia durante la
postmenopausia y/o al ser utilizado por un periodo mayor a 5 afios (Crandall et al.,
2017). Debido a esto, el uso de alternativas para el tratamiento de la depresion en la
menopausia ha aumentado considerablemente y, con ello, la necesidad de determinar

cémo funcionan y las condiciones adecuadas para su administracion.

2.11. Tratamientos alternativos para la depresion en la menopausia

Las plantas han sido ampliamente utilizadas para el tratamiento de muchas
enfermedades desde tiempos antiguos. Actualmente, alrededor del 25% de los
medicamentos prescritos en el mundo son de origen vegetal (Pandey et al, 2011). Por
ello, la investigacion cientifica ha retomado interés en el estudio de los mecanismos
de accion de las plantas medicinales, ya sea a través de la evaluacion de extractos o
a través de la identificacion y aislamiento de fitocompuestos de interés terapéutico
(Mohamed et al, 2012).

Los fitoestrogenos son compuestos no esteroideos de origen vegetal que han
sido de especial interés debido a su efecto atenuante de los sintomas asociados a la
menopausia. (Moreira et al., 2014). Estos se obtienen de alimentos como uvas,

citricos, broécoli, granada, moras, tomate, manzana, leguminosas y vino tinto entre
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otros. La fuente de fitoestrégenos mas conocida es la soya y sus derivados (Patisaul
y Jefferson, 2010). La principal caracteristica de estos compuestos es que presentan
una estructura quimica similar al estradiol y, por lo mismo, presentan accion
estrogénica y antiestrogénica por su capacidad de interaccionar con los diferentes
tipos de receptores a estrégenos (ERs), tanto nucleares (ERa, y ERP) como
membranales (mMERa, GPR30) (Cederroth y Nef, 2009; Clark et al., 2012; Moreira et
al., 2014). Es por esto que los fitoestrogenos son denominados moduladores selectivos
de los receptores a estrégenos (SERMs). Cabe resaltar que los fitoestrogenos tienen
mayor afinidad por el ERB que por ERa (Kostelac et al., 2003; Kuiper et al., 1997;
Manas et al., 2004; Zand et al., 2000; Zava et al., 1997a) Por otra parte, se sabe que
algunos fitoestrégenos son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica y que
incluso confieren proteccién al SNC en enfermedades como Alzheimer, Parkinson y
depresion (Kawabata et al., 2015). De hecho, algunos ensayos clinicos y preclinicos
han determinado que, ademas de reducir las olas de calor y la sudoracion en mujeres
menopausicas (Lethaby et al., 2013), también disminuyen su estado depresivo. La
administracion del fitoestrégeno genisteina a mujeres postmenopausicas produjo una

disminucién de su estado depresivo (Atteritano et al., 2014).

2.12. Elfruto de la granada como antidepresivo en la menopausia

A pesar de que existen diversas fuentes de obtencién de fitoestrogenos, el fruto
de la granada (Punica granatum L.) ha resultado de particular interés puesto que tiene
un alto contenido de compuestos polifendlicos (elagitaninos y flavonoides) con actividad
estrogénica (Choi et al., 2006; Schmitt y Stopper, 2001; Elswijk, et al., 2004).

La granada es considerada como un alimento funcional y, desde tiempos
antiguos, todas sus partes han sido utilizadas con fines terapéuticos (Ismail et al., 2012).
Originalmente es nativa del norte de la India, pero actualmente es cultivada en muchas
partes alrededor del mundo. Se sabe que la granada tiene propiedades antioxidantes
(Zhang et al, 2011), antiinflamatorias (Gonzalez-Trujano et al., 2015),
antitumorigénicas, antimicrobianas (Lipinska et al., 2014) y de proteccién contra la
obesidad y la diabetes (Al-Muammar y Khan, 2012); éstos beneficios han sido

asociados con su alto contenido de polifenoles (Gonzalez-Trujano et al., 2015).
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Los polifenoles son compuestos antioxidantes muy potentes producidos por los
organismos vegetales como proteccion contra el estrés oxidativo debido a su alta
capacidad de neutralizar especies reactivas de oxigeno (ROS). Esta capacidad esta
dada principalmente por sus multiples grupos hidroxilo que funcionan como aceptores
de radicales libres, evitando asi la oxidacion dafiina de la maquinaria celular (Tsao,
2010). De manera general, los polifenoles se clasifican en compuestos flavonoides y
compuestos no flavonoides. Ambos tipos de polifenoles cuentan con grupos hidroxilo,
en el caso de los compuestos flavonoides se caracterizan por tener el nucleo flavano
(C6-C3-C6) en su estructura quimica, mientras que los no flavonoides pueden
presentar estructuras quimicas diversas (Figura 13). Es relevante mencionar que,
muchos polifenoles han sido propuestos como posible terapia adyuvante en el
tratamiento de la depresion mayor debido a su actividad antidepresiva en estudios
preclinicos; cuyo principal mecanismo de accion es a través de la modulacion de los

sistemas neurotransmision y el BDNF (Pathak et al., 2013) (Figura 14).
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Figura 13. Clasificacion general de los polifenoles. Tomado y modificado de Erika Estrada-Camarena et al., 2017
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Figura 14. Mecanismos de accién antidepresiva de algunos polifenoles. Tomado y modificado de Pathak et al.,
2013

El fruto de la granada es rico en fitoquimicos bioactivos que pueden variar en
cantidad dependiendo de factores como la region de cultivo, la practica de cultivo, la
madurez del fruto, el clima y circunstancias de almacenamiento (Fadavi et al., 2005).
Los estudios fitoquimicos se han dedicado a caracterizar su composiciéon quimica
especifica, los cuales han reportado la presencia de diferentes compuestos en las
diferentes partes del fruto de la granada. Por ejemplo, en la cascara de granada (50%
del peso total de la fruta) se encuentran principalmente elagitaninos como punicalagina
(a y B) y acido elagico, acidos fendlicos, flavonoides como quercetina,
kaempferol, rutina, hesperidina, acacetina, luteolina, compuestos de pro-
antocianindina, minerales y polisacaridos complejos (Akhtar et al., 2015; El-Hadary y
Taha, 2020). Con respecto a la parte comestible de la fruta de granada, en los arilos
se pueden encontrar agua, azucares (fructosa y sacarosa), acidos organicos como
acido citrico, acido ascoérbico y acido malico, flavonoides (principalmente

antocianinas), mientras que, en las semillas se pueden encontrar aceites como acido
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punico (70-76% de todo el aceite de semilla), tocoferoles, acidos grasos, esteroles y
esteroides (Sharma y Maity, 2010; Sreekumar et al., 2014; Viladomiu et al., 2013).

Parte no

Punicalagina
Acido elagico
Acidos fenslicos
Flavonoides
Proantocinanidinas

Cascara
49.55% (peso total)
Fruto completo \ Parte comestible / Semillas
& Ay

Agua

Aceites (Ac. panico- 710-76%)
Tocoferoles

Acidos grasos

Esteroles

Esteroides

Azacares (fructosa y sacarosa)
Acidos organicos [Ac. ascorbico, Ac. malico, Ac. citrico)

Flavonoides (antocinanidinas)

Arilos e

(Comestible)
45-52% (peso total)

Jugo

Figura 15. Principales compuestos del fruto de la granada.

Los elagitaninos son compuestos polifendlicos de alto peso molecular
pertenecientes al grupo de los taninos hidrolizables ya que pueden ser fraccionados
en subcomponentes en presencia agua, acidos y bases. Los elagitaninos se
caracterizan por la presencia de uno o mas grupos hexahidroxidifenol (HHDP)
esterificados a algun azucar (Khanbabaee y Ree, 2001). La granada contiene varios
tipos de elagitaninos, los predominantes son la punicalagina (a 'y B) y el acido elagico
(AE) (Gonzalez-Trujano et al., 2015). La punicalagina y el AE son de gran relevancia
debido a que son los responsables principales de la potente actividad antioxidante de
la granada (Middha et al., 2013). No obstante, la capacidad antioxidante de la
punicalagina es hasta quince veces mayor que la del AE (Packova et al., 2014).
Adicionalmente, se les ha atribuido otras propiedades terapéuticas -e.g. acciones
antiinflamatorias, antiproliferativas, antimicrobianas, metabdlicas y neuroprotectoras
(Garcia-Mufoz y Vaillant, 2014; Sharma y Maity, 2010).
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De acuerdo con estudios de farmacocinética de la mayoria de los fitoquimicos,
incluyendo los polifenoles, la via de administracion oral se considera como principal
via utilizada para su estudio, ya que éstos son ingeridos principalmente a través de la
dieta. La biodisponibilidad de los fitoquimicos esta determinada por varios factores
tales como: su liberacién de la matriz alimentaria; su estabilidad durante el proceso
digestivo y su capacidad para traspasar el epitelio intestinal (Bohn, 2014). Como
cualquier sustancia, una vez en el torrente de sanguineo, pueden llegar a algun sitio
de accion y producir efectos bioldgicos, ser metabolizados en el higado o ser
depurados directamente. La estabilidad de los polifenoles en el organismo esta en
funcién de su estructura quimica, y debido a que existen muchos tipos de polifenoles,
no es posible generalizar su comportamiento a través de las diferentes etapas de la

digestion.

En la granada, muchos de los polifenoles tienen actividad estrogénica (Tabla 4),
algunos requieren ser biotransformados por la microbiota para llevar a cabo sus efectos
estrogénicos. Por ejemplo, los elagitaninos como la punicalagina (compuesto
predominante en la granada), son moléculas altamente hidrolizables que, al ser ingeridos
a través de la dieta, pueden ser transformados en acido elagico (AE) por el pH estomacal
y por actividad enzimatica. Debido a su estructura quimica altamente polar, el AE tienen
una biodisponibiliad muy baja (Garcia-Munoz y Vaillant, 2014); no obstante, algunos
estudios lo consideran altamente bioactivo (Derosa et al., 2016). Una vez en el intestino
delgado, el AE es transformado en acido galico, pirogaliol, resorcinol y/o en moléculas
activas llamadas urolitinas (Figura 16) (Landete, 2011; Romo-Vaquero et al., 2015;
Seeram et al.,, 2004). La transformacion de AE a urolitinas se lleva a cabo por la
microbiota intestinal, la cual se encuentra en varios mamiferos. Se sabe que la familia de

bacterias productoras de urolitinas son la Gordonibacter (Romo-Vaquero et al., 2015).
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Tabla 4. Polifenoles de la granada con actividad estrogénica.
Parte de la

Compuesto Referencia
granada
Estrona semilla seca Heftmann et al., 1966
Don Woon Choi et al., 2006
Coumestrol semillas Moneam et al., 1988
Estriol semillas Abd El Wahab et al., 1998

Antocianidinas fruto completo Schmitt y Stopper, 2001

Campestrol aceite de semilla Kim et al., 2002

Kim et al., 2002

17B-estradiol  aceite de semilla Don Woon Choi et al.,2006

Quercetina cascara y van Elswik et al., 2004
semillas Moneam et al., 1988
Luteolin cascara van Elswik et al., 2004
Kaempferol
Gerpstema semillas Pande et al., 2009
Daidzeina
Acido elégico cascaray jugo Papoutsi et al., 2005

Las urolitinas son moléculas conformadas por una estructura dibenzopiran-6-
ona que se producen por la eliminacion consecutiva de los grupos hidroxilo en
diferentes fases del metabolismo (Larrosa et al., 2006). Su grado de hidroxilacién
esta en funcion del tiempo de exposicion y la composicion de la microbiota y del tipo
de hidroxilasa involucrada (Gonzalez-Barrio et al., 2011). En estudios clinicos se ha
identificado urolitinas en orina y en heces de humanos (Seeram et al., 2004), y en
tejido intestinal, colon y préstata de ratones después del consumo de alimentos o
extractos enriquecidos con elagitaninos (Seeram et al., 2007). De acuerdo con estudios
in vitro, las urolitinas producen efectos biolégicos debido a su capacidad de modular los
ERs, lo cual es de interés y relevancia para este estudio. Larrosa et al. en el 2006
demostraron la capacidad de estas moléculas para unirse a los ERa y ERp a través de

un ensayo de unién competitiva.

62



r

"
A < H = T I HOC,
Punicalagina Acido hexahidroxifenico Acido elagico m/f J I
- e
0 on
oA j-:{
e o v
o g Hidrélisis ™ 2 Lactonizacian m?

2 Urolitina A Urolitina B Urolitina C Urolitina D Urolitina M-5
ﬁw &
N ¢
2\ 0, (o 5
w0 G c/o\\/-roV’" — m\é"%} g - H“Q N R o ﬂ\f
= o 8 d Iy IL 3
‘\H‘//G_‘ i o b . .‘\,1[? |
o Vg '3:([% MQ\@ no’""j:Tj \O/Q»] W ipar
" wfﬁm . - L ¥ T o
Isouroliting A Isourolitina B 8-O-metilurolitina A Urolitina A 3-O- glucoronida
pH estom imas microbiota

Figura 16. Metabolismo de la punicalagina en el TGI.

La granada contiene flavonoides en alta proporcion, entre los mas abundantes se
encuentran: antocianidinas, flavonoles (quercetina y kaempferol), isoflavonas
(genisteinas y daidzeina) y cumestanos (coumestrol), entre otros. A diferencia de los
elagitaninos, al ser ingeridos no requieren ser biotransformados para llevar a cabo sus
efectos estrogénicos. Son poco solubles tanto en solventes organicos como en acuosos,
y por lo general se encuentran en los alimentos en forma de glicosidos (unidos a un
azucar). Su biodisponibilidad varia dependiendo de la estructura quimica de cada
flavonoide, generalmente son resistentes al ambiente acido del acido del estbmago y
pueden ser absorbidos en el intestino solo en su forma agliconada (sin la molécula de
azucar); para ello se requiere de enzimas capaces de hidrolizar el enlace [3- glicosédico
como las glicosidasas microbianas o humanas. Se considera que unicamente alrededor
del 1% de los flavonoides que ingresan pueden ser absorbidos (Hollman y Katan, 1997).
Las agliconas absorbidas son metabolizada en el higado (metabolismo de primer paso)
y forman conjugados glucoronidos y sulfatados, los cuales pueden ser reabsorbidos en
el ciclo enterohepatico y excretados por la bilis para posteriormente pasar al colon, donde
las enzimas microbianas pueden hidrolizar dichos conjugados, lo que permite la
reabsorcion de las agliconas que llevaran a cabo el efecto biolégico (Hollman y Katan,
1997).

Los efectos medicinales de la granada han sido estudiados utilizando el extracto
y compuestos aislados de interés terapéutico. Los componentes de la granada pueden
variar en funcion de factores tanto intrinsecos como extrinsecos del fruto, como pueden
ser: el grado de maduracion del fruto al tiempo de recoleccién, las condiciones climaticas,

el lugar de cosecha y las condiciones de almacenamiento (Wang et al., 2013). A través
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de un proceso de extraccion es posible separar compuestos de interés utilizando
solventes con naturaleza quimica similar. Se ha reportado que al utilizar solventes de
polaridad alta-mediana en una extraccion como el agua, metanol, etanol o acetato de
etilo, permite obtener principalmente polifenoles como los elagitaninos, antocianinas y
algunos flavonoides, mientras que al utilizar solventes de baja polaridad como acetona,
cloroformo o éter, se obtiene mayor cantidad de terpenoides, alcaloides y acidos grasos
(Masci et al., 2016). El extracto completo puede ser estandarizado para realizar estudios
preclinicos y clinicos o continuar con estudios fitoquimicos de elucidacion quimica,
identificacion, purificacion y aislamiento de compuestos. Por ejemplo, de acuerdo con
estudios preclinicos, algunos extractos metandlicos de la granada (semilla, jugo vy
cascara) han probado ser efectivos para producir efectos tipo antidepresivo con ratones
macho (Abdul et al., 2015). Asimismo, un extracto de granada administrado a ratones
hembra ovariectomizados (modelo animal de menopausia) indujo una disminucion del
estado tipo depresivo e incrementd la densidad mineral ésea de los animales (Mori-
Okamoto et al., 2004). Con base en lo anterior, nuestro equipo de trabajo determiné el
efecto tipo antidepresivo de un extracto acuoso de granada (EA-PG) en ratas OVX
utilizando la prueba de nado forzado. De manera interesante, nuestros resultados
confirmaron que el EA-PG administrado por via oral en un esquema cronico (14 dias)
produce un efecto tipo antidepresivo a través de la participaciéon de los ERs. Mas aun, en
ese proyecto también se determind que al administrar el extracto en combinaciéon con un
ISRS (citalopram) se produce una sumacion de la accion antidepresiva individual de

ambos compuestos (Valdés-Sustaita et al., 2017).
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SECCION III

3.1. JUSTIFICACION

Los tratamientos farmacoldgicos actuales para la depresién en la menopausia
(ISRS y TRE) producen efectos adversos importantes, por lo que el uso de
tratamientos alternativos mas eficaces y seguros se ha incrementado; por ejemplo, el
uso de compuestos de origen natural con propiedades antidepresivas. El fruto de la
granada tiene un alto contenido de polifenoles vy fitoestrogenos que han demostrado
inducir acciones antidepresivas en un modelo animal de menopausia, lo cual sugiere
su potencial para funcionar como alternativa a la TRE. Debido a su alto valor
nutricional y a sus multiples beneficios terapéuticos, el fruto de la granada podria
ofrecer ventajas adicionales sobre los tratamientos tradicionales con fitoestrogenos.
Sin embargo, mayor evidencia se requiere acerca de los compuestos bioactivos y los
mecanismos de accién como posibles blancos terapéuticos, asi como también, para
determinar las condiciones en las que podria utilizarse en la terapéutica de la

depresion.

3.2. HIPOTESIS
Debido al alto contenido de polifenoles, muchos de ellos con actividad antidepresiva y
con actividad estrogénica, el EA-PG no requerira del metabolismo de la microbiota

intestinal para producir un efecto tipo antidepresivo en ratas Wistar OVX.

El efecto antidepresivo de EA-PG estara mediado por el ERB y por el sistema

serotoninérgico.

La administracion individual de punicalagina y de acido elagico, principales

compuestos del EA-PG, producira un efecto tipo antidepresivo.

3.3. OBJETIVO GENERAL
Caracterizar posibles metabolitos bioactivos del EA-PG y su mecanismo de

accion en el efecto tipo antidepresivo producido por el EA-PG en ratas OVX.
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3.3.1. OBJETIVOS PARTICULARES

En un modelo animal de menopausia (ratas OVX)
1) Determinar el efecto tipo antidepresivo del EA-PG por via i.p. en la PNF.

2) Comparar cuantitativamente el efecto tipo antidepresivo del EA-PG por via oral

y por via i.p. en la PNF.

3) Determinar la participacion de los ERs en el efecto tipo antidepresivo del EA-

PG por via i.p. en la PNF.

4) Determinar la participacién de ERa y ERp en el efecto tipo antidepresivo del EA-

PG por via i.p. en la PNF.

5) Determinar el rol del sistema serotoninérgico en el efecto tipo antidepresivo del
EA-PG en la PNF.

6) Determinar el efecto tipo antidepresivo de un extracto acuoso de granada de un

cultivo local en la PNF

7) Analizar el efecto tipo antidepresivo de punicalagina y de acido elagico como

posibles metabolitos bioactivos del EA-PG, en la PNF.
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Objetivos particulares

Eje 1 Eje 2
Analisis del efecto tipo Analisis del efecto tipo
antidepresivo del EA-PG: antidepresivo del EA-PG:
extracto completo compuestos individuales
Participacion ) ) )
Objetivo 1 EA-PG por viai.p. Objetivo 4 de los Objetivo 6 Efect_q tipo antidepresivo de
ERay ERPB fraccion acuosa de extracto
l de granada de un cultivo local
l (CDMX)
Analisis Evaluacion del ) ) .
Objetivo 2 comparativo vs Objetivo 5 gjstema 5-HT en el Objetivo 7 Efecto tipo antldepres!vo de
via oral efecto tipo los compuestos méas
antidepresivo abundantes en el EA-PG
l -Punicalagina
o Participacion de los -Acido elagico
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s
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Figura 17. Objetivos particulares. El eje 1 incluye objetivos dirigidos al estudio del extracto completo mientras que
el eje 2 incluye objetivos para el estudio de fracciones del extracto y sus compuestos individuales.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.5. Sujetos Experimentales

Ratas Wistar hembra OVX (12-16 semanas de edad) proporcionadas por el
bioterio del "Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiz (INPRFM)"
(Ciudad de México, México). Las ratas se alojaron en grupos de cinco en jaulas de
policarbonato con comida y agua ad libitum en un cuarto con temperatura regulada
(23-25 ° C) y con un ciclo de luz / oscuridad invertida de 12/12 h (luces encendidas a
las 10 h) en el Departamento de Farmacobiologia del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN). Las pruebas
conductuales se llevaron a cabo entre las 10.00 h y las 15.00 h en una habitacién con
temperatura regulada (23-25 °C). Cada sujeto experimental se evalué una sola vez en

un disefio de grupos independientes. Después de completar los experimentos, todos
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los animales fueron sacrificados por exposicién al CO2 en camaras herméticas. Todos
los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con la guia de los Institutos
Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Publicacion
NIH No. 8023, revisada en 1978) y la norma oficial mexicana (NOM-062-Z00-1999) y
fueron aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL)—del CINVESTAV-IPN No. 397-07. Se hicieron todos los

esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los animales y reducir el nUmero de sujetos.

3.6. Farmacos

El EA-PG (donado por Nutracitrus SL. -Alicante, Espafia) se disolvié en solucion
salina al 0.9% y se administré por via oral e i.p. El antagonista no selectivo del receptor
de estrogenos, citrato de tamoxifeno (Sigma-Aldrich-Toluca, México) se disolvié en
aceite de maiz y se administrd por via subcutanea. El antagonista selectivo para ERa,
(teofilina, 8 [(benciltio) metil] - (7ClI, 8CIl) (TPBM) (Sigma-Aldrich-Toluca, México) y el
antagonista selectivo para ER B, 4- [2-Fenil-5,7-bis (trifluorometil) pirazolo [1,5-a]
pirimidin-3-il] fenol, PHTPP (Sigma-Aldrich -Toluca, México) se disolvieron en DMSO
al 5% y se administraron por via subcutanea (Santollo et al., 2010). La neurotoxina de
neuronas serotoninérgicas, 5, 7-Dihidroxitriptamina (5, 7 - DHT) (Sigma-Aldrich -
Toluca, México) se disolvio en 10 pl de solucidn salina al 0.9%, que contenia 0.1% de
acido ascérbico y se administré en el ventriculo cerebral derecho (i.c.v.) (Furmaga et
al., 2011; Vega-Rivera et al., 2013). El bloqueador de la recaptacion de noradrenalina,
desipramina (Sigma-Aldrich -Toluca, México) se disolvioé en solucién salina 0.9% y se
administré por via i.p. EI compuesto punicalagina (Phytolab -Baviera, Alemania) se
disolvié en Tween 80 al 2% y se administré por via i.p. El anestésico 2,2,2-Tribromo-
etanol (Sigma-Aldrich -Toluca, México) se prepar6é al 2% (para 25 ml; 0,5 g de
Tribromo-etanol se disuelven en 2 ml de etanol y 23 ml de solucién salina afadida
lentamente mientras se agita) y se administré por via i.p. La ketamina (PiSA -CDMX,
México) y la xilazina (PiSA -CDMX,México) se disolvieron en solucion salina al 0.9% y

se administraron por via i.p.
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3.7. Procedimientos quirurgicos

3.7.1. Ovariectomia (Modelo de menopausia)

Todos los animales utilizados en este estudio fueron OVX bajo anestesia con
2,2,2-Tribromo-etanol al 2% (0.2 mg/kg). Los ovarios se extirparon después de hacer
una incisién en la cavidad abdominal media baja que se sutur6 y desinfectd
adecuadamente con cloruro de benzalconio al 50%. Los animales permanecieron en
recuperacion durante tres semanas antes de llevar a cabo los experimentos (Estrada-

Camarena et al., 2006)

3.7.2. Cirugia estereotaxica

Tres semanas después de la ovariectomia, el grupo de ratas destinadas para
este experimento se anestesiaron con una mezcla de ketamina i.p. (0,45 ml / kg) y
xilazina (0,2 mil/kg) y se colocaron en un instrumento estereotaxico. Se inyecto 5,7-
DHT (200 ug en un volumen de 10 pl de vehiculo) directamente al ventriculo cerebral
derecho usando una canula unida a una bomba de microinyeccién con un flujo de 1 pl
/ min. Las coordenadas para la inyeccion fueron: AP = -0.8 mm de Bregma, L = 1.4
mm de la linea media y H = -4.0 de la superficie del craneo (Paxinos y Watson, 1998).
Una vez administrado el farmaco, se retird la canula, se cubrid el trépano con cera
Osea y se suturd y desinfectdé suavemente la piel con cloruro de benzalconio al 50%.
Las pruebas conductuales se realizaron una semana después de la cirugia
estereotaxica. La neurotoxina 5,7-DHT (200 u g / rata, icv) se administré una vez una
semana antes del esquema de administracién subcrénica de la AE-PG (1 mg / kg; ip).
Con el fin de proteger las neuronas noradrenérgicas de la neurotoxina, a los animales
se les inyectd intraperitonealmente el inhibidor de la recaptacién de noradrenalina,
desipramina (25 mg / kg), 30 minutos antes de la administracion de 5,7-DHT (Furmaga
et al.,, 2011; Vega-Rivera et al., 2013).

3.8. Pruebas conductuales

3.8.1. Prueba de nado forzado (Determinacion del efecto tipo antidepresivo)

Para determinar si los tratamientos producen un efecto tipo antidepresivo, los
animales se colocaron individualmente en cilindros acrilicos (45 cm de altura x 20 cm
de diametro) con agua a 2511 °C y con una profundidad de 30 cm. La PNF se realiz6

69



en dos sesiones; una sesion de preprueba de 15 minutos (sesion que induce
desesperanza conductual) y una sesion de prueba (sesion que evalua el efecto de los
tratamientos), la cual fue videograbada durante los primeros 5 minutos. En este
estudio, se utilizaron dos diferentes esquemas de administracion entre la sesién de
preprueba y la sesion de prueba: un esquema subcronico (24 horas- 3
administraciones por dia) y un esquema crénico (14 dias- 1 administraciéon por dia).
Varios estudios demuestran que los cambios inducidos por la sesion de preprueba
permanecen hasta por 21 dias (Contreras et al., 2001; Mostalac-Preciado et al., 2011;
Vega-Rivera et al., 2013), por lo tanto, los tratamientos se administraron
inmediatamente después de la sesidn de preprueba. Después de cada sesion de nado,
las ratas se secaron con toallas de papel, se calentaron y regresaron a sus jaulas

limpias (Estrada-Camarena et al., 2003; Porsolt et al., 1977).

3.8.1.1. Registro conductual

El analisis de la PNF se realizé por la técnica de muestreo de tiempo de 5
segundos. En cada periodo de 5 segundos, las conductas de inmovilidad, nado y
escalamiento se registraron. La rata presenta inmovilidad cuando permanece flotando
o realiza solo los movimientos necesarios para mantener la cabeza fuera del agua. La
conducta de nado es aquella en la que la rata realiza movimientos moderados,
desplazandose alrededor del cilindro o bucea. Finalmente, la conducta de
escalamiento se contabiliza cuando el animal presenta movimientos vigorosos con las
patas dentro y fuera del agua, usualmente contra las paredes del cilindro (Detke et al.,
1995; Porsolt et al., 1977).

3.8.2. Prueba de locomocion en campo abierto

Dado que las alteraciones en la actividad locomotora por los tratamientos
pueden influir en el perfil conductual de la PNF, en todos los experimentos, los
animales fueron sometidos individualmente a una prueba de campo abierto
videograbada durante 5 minutos justo antes de la sesion de prueba de la PNF. Para
esto, las ratas se colocaron delicadamente en una de las esquinas de una jaula acrilica
rectangular (43x33x20 cm) con una cuadricula dibujada en el piso (12 cuadrados de

11x11 cm). Se evalud el numero de veces que el animal cruzoé cualquier cuadrado con
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sus cuatro patas (cruce). La jaula se limpi6 perfectamente después de cada sesion de

prueba con una solucién limpiadora (Estrada-Camarena et al., 2003)

3.9. Analisis estadistico

Las diferencias entre dos grupos experimentales se analizaron mediante una
prueba t-student para grupos independientes. Las diferencias entre grupos
experimentales se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via
para grupos independientes, seguida de un post hoc de Tukey (comparaciones
multiples) y de Dunnet (comparaciones con el grupo control).Para establecer la
interaccion de los factores de tratamiento y via de administracion en el efecto tipo
antidepresivo del EA-PG se realizé una prueba de ANOVA de dos vias. Los valores
de p<0.05 se consideraron significativos. Todos los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el software Sigma Plot 12.0 Systat (San José, CA, EE. UU.).
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SECCION IV

En esta seccion se presenta el disefio experimental detallado y los resultados

obtenidos por cada objetivo del proyecto.

4. DISENO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

4.1. Objetivo 1. Determinar el efecto tipo antidepresivo del EA-PG por via

i.p. en la PNF.

De acuerdo con reportes previos de nuestro laboratorio, la administracion del
EA-PG por via oral en ratas OVX produce un efecto tipo antidepresivo con la
participacion de los ERs (Valdés-Sustaita et al., 2017). Dado que los componentes
mas abundantes en la granada -i.e. elagitaninos- pueden ser biotransformados por la
microbiota intestinal en metabolitos activos con actividad estrogénica (urolitinas), el
objetivo de este primer experimento fue determinar si el EA-PG contiene compuestos
que produzcan un efecto tipo antidepresivo sin la participaciéon de la microbiota
intestinal. Para ello, se evalud si el EA-PG produce un efecto tipo antidepresivo por via

i.p. en esquema croénico (14 dias; 1/dia).

En este primer experimento, una curva dosis respuesta se construy6é con 3
dosis del EA-PG (0.1, 1.0 y 10 mg/kg), las cuales fueron evaluadas utilizando la PNF.
Un total de 40 ratas hembra OVX de la cepa Wistar de 12 semanas se utilizaron
divididas en 4 grupos de 10 animales cada uno. El Grupo 1 (grupo control) fue tratado
con solucion salina, mientras que los grupos 2,3 y 4 recibieron las dosis de 0.1, 1.0 y
10 mg/kg del EA-PG, respectivamente. Tres semanas después de la OVX, los
animales se sometieron a la sesién de preprueba de la PNF y, 24 horas después, se
inicié la administracion crénica (1 admon./dia x 14 dias) por via i.p. Después de la
ultima administracion, las pruebas de campo abierto y la sesion de prueba del nado
forzado se realizaron, las cuales fueron videograbadas para su posterior analisis
(Figura 18).
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Figura 18. Esquema del disefio experimental del objetivo 1.

4.1.1. Resultados del objetivo 1

La administracion cronica del EA-PG en las dosis de 1 mg/kg y 10 mg/kg por
via i.p. en ratas OVX evaluadas en la PNF produjo una disminucion significativa en la
conducta de inmovilidad en los grupos administrados con las dosis de 1 mg/kg y 10
mg/kg en comparacion con el grupo control. Asimismo, las mismas dosis indujeron un
aumento significativo en la conducta de nado, sin provocar modificaciones en la
conducta de escalamiento (Figura 19). La administracion crénica del EA-PG, i.p., no

produjo cambios en la locomocién de los animales (Tabla 5)

Los resultados de los ANOVASs de una via para cada una de las conductas fueron;
Inmovilidad: Fsz3s = 12.484; p < 0.001; Nado: Fs3s = 19.905; p < 0.001 y Escalamiento:
F3,36 = 0.966; p= NS.
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Figura 19. Efecto de la administracion cronica del EA-PG (0.1, 1y 10 mg/kg; i.p.) en la PNF. Se muestra la media
del niumero de cuentas + ES (n= 10 animales por grupo). Prueba de Dunnet: *p<0.05; ***p<0.001 contra el grupo

control.

Tabla 5. Efecto de la administracion crénica del EA-PG por via i.p. en la prueba de locomocién en

campo abierto.

Dosis

One Way

Tratamiento (mglkg) n Mean £ SEM Anova (F) P
Sol. Salina 10 60.1+ 2.401
.01 63.1 £ 2.041
10 Fa5 =
EA-PG 1‘ 51>0 NS
1 57.6 £ 2.093 )
10
10 10 58.6 + 0.957

Los datos se presentan como media * error estandar de cruces en una sesién de prueba de 5 minutos. Valor F de One
Way Anova y prueba de Tukey posthoc para comparaciones multiples.
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4.2. Objetivo 2: Comparar cuantitativamente el efecto tipo antidepresivo

del EA-PG por via oral y por via i.p. en la PNF.

Contrario a lo que se esperaba, en el experimento anterior se determiné que el
EA-PG produce un efecto tipo antidepresivo al ser administrado por la via i.p., lo cual
demuestra que el EA-PG contiene compuestos con actividad antidepresiva que no
requieren ser metabolizados por la microbiota intestinal. Ademas, de manera
interesante, el EA-PG no solo produjo un efecto tipo antidepresivo por la via i.p. sino
que lo produjo con una potencia aparentemente mayor al obtenido por la via oral en
nuestros reportes previos (Valdés-Sustaita et al., 2017). Esto es relevante debido a
que abre la posibilidad de explorar el mecanismo de accién antidepresivo por la via i.p.
Por lo tanto, con el objetivo de determinar si administrar el EA-PG por via i.p. produce
un efecto tipo antidepresivo mayor que por la via oral, en este experimento se compardé
cuantitativamente el efecto tipo antidepresivo del EA-PG administrado por ambas vias

(oral e i.p.).

Para esto, un total de 30 ratas hembra OVX de la cepa Wistar de 12 semanas,
las cuales después de tres semanas de recuperacion post-ovariectomia, fueron
aleatoriamente divididas en dos grandes grupos (Grupo: Via oral y Grupo: Via i.p.)
conformados de tres subgrupos cada uno- Control (Solucion salina 0.9%), 1 mg/kg y
10 mg/kg. Los animales se sometieron a la preprueba de la PNF y, 24 horas después,
la administracion crénica (1 admoén./dia x 14 dias) se inicid por via oral y por via i.p.,
de acuerdo con el grupo en cuestidon. Después de la ultima administracion, se
realizaron la prueba de campo abierto y la sesién de prueba de la PNF, las cuales
fueron videograbadas para su posterior analisis (Figura 20). Una vez obtenidos los
perfiles conductuales, se llevd a cabo un ANOVA de dos vias y un analisis de
porcentaje de cambio de las conductas evaluadas en ambos grupos con el objetivo de

determinar el efecto de la via de administracion sobre el tratamiento.
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Figura 20. Esquema del disefio experimental del objetivo 2.

4.2.1. Resultados del objetivo 2

En la Figura 21 se muestran los resultados de los perfiles conductuales de los
grupos administrados crénicamente con el EA-PG por via oral y por via i.p. en la PNF.
De acuerdo con el ANOVA de dos vias, tanto en la conducta de inmovilidad (Tabla 6)
como en la conducta de nado (Tabla 7) existe una interaccién significativa entre los
factores de tratamiento y la de via de administracion. De acuerdo con la prueba post
hoc de comparaciones multiples por pares (Prueba de Tukey), las dosis de 1y de 10
mg/kg en el grupo experimental Via i.p, produjeron una disminucién significativa en la
conducta de inmovilidad y aumentaron significativamente la conducta de nado. De
igual manera, en el grupo Via oral, ambas dosis (1 y 10 mg/kg) disminuyeron la
conducta de inmovilidad y aumentaron la conducta de nado (Figura 21). La Tabla 8
muestra los resultados de la prueba en campo abierto; ninguna dosis por ninguna via

produjo cambios en la locomocién de los animales.
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Figura 21. Efecto de la administracion cronica del EA-PG (0.1, 1y 10 mg/kg) por via oral y por via i.p. en la PNF.
Se muestra la media del niumero de cuentas + ES (n= 10 animales por grupo). ANOVA de dos vias y prueba post

*kk

hoc de Tukey:

grupos control Via i.p. y Via oral.

Tabla 6. ANOVA de dos vias del nimero de cuentas de la conducta de inmovilidad de

los grupos Via oral y Via i.p.

DF SS MS F P
Via de administracion 1 0.06 0.066 0.0013 0.971
Tratamiento 2 2539.03 1269.51 25.81 <0.001
\T"a de administracion x 2 55423  277.11 563  0.006
ratamiento
Residual 54 2655.4 49.17
Total 59 5748.73 97.43

Tabla 7. ANOVA de dos vias del nimero de cuentas de la conducta de nado de los

grupos Via oral y Via i.p.

DF SS MS F P
Via de administracion 1 0.15 0.15 0.00336 0.954
Tratamiento 2 2156.133 1078.067 24.129 <0.001
Via de administracion x 2 389.2 1946 4355 0018
Tratamiento
Residual 54 24127 44.68
Total 59 4958.183 84.037

p<0.001 contra el grupo control Via i.p., ¥p<0.05 contra el grupo control Via oral, #p<0.05 entre
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Tabla 8. Efecto de la administracion crénica del EA-PG por via oral y por via i.p. en la prueba de
locomocion en campo abierto.

. Dosis . One Way
Tratamiento (mglkg) n Mediat ES Anova (F) P
Sol. Salina 10 59.9 + 4.736
EA-PG 1 10 69.4 +5.175 Fan = NS
Via oral 1.255
10 10 61.2 +3.768
Sol. Salina 10 45.5 + 6.585
EA-PG Feon =
Via i.p. 1 10 50.7 £ 4.134 0.296 NS
10 10 49.8 +4.234

Los datos se presentan como media +* error estandar de cruces en una sesion de prueba de 5 minutos. Valor F de One
Way Anova y prueba de Tukey posthoc para comparaciones multiples.

Los grupos control de los grupos experimentales (Via oral y Via i.p.) fueron
significativamente diferentes. Esto se observa tanto en la conducta de inmovilidad
como en la conducta de nado. Por lo tanto, el porcentaje de cambio que producen las
dosis de 1 y 10 mg/kg se analizé en cada conducta con respecto al grupo control
normalizado de cada via de administracion. Finalmente, un ANOVA de dos vias se
llevo acabo con los valores de porcentaje de cambio de ambas conductas (Tablas 9 y
10).

De acuerdo con el analisis del porcentaje de cambio de las conductas de
inmovilidad y de nado, las dosis de 1 y 10 mg/kg del EA-PG produjeron cambios
significativamente mayores en el grupo Via i.p. en comparacién con el grupo Via oral,
en ambas conductas (Tabla 9). Por otra parte, el ANOVA de dos vias mostré que existe
una interaccion significativa entre los factores de tratamiento y de via de administracion
tanto en la conducta de inmovilidad como en la de nado (Tabla 10). Asimismo, de
acuerdo con el analisis post hoc (Prueba de Tukey), las diferencias significativas (valor
de p) de los % de cambio de las conductas de inmovilidad y nado son mayores en el

grupo Viai.p. (p<0.001) que en el grupo Via oral (p<0.05) Figura 22
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Tabla 9. Porcentaje de cambio y valor de p (Tukey posthoc) de las conductas de
inmovilidad y de nado de los grupos Via oral y Via i.p. en la PNF.

Grupo

Comparacion vs

% disminucion

exberimental control normalizado (conducta de P
P (100%) inmovilidad)
1 mg/kg 27.273 <0.05
Via oral
10 mg/kg 21.591 <0.05
1 mg/kg 35.646 <0.001
Viai.p.
10 mg/kg 53.349 <0.001
Grupo ‘- % aumento
experimental CEMEEE T (conducta de nado) p
1 mg/kg 43.784 <0.05
Via oral
10 mg/kg 42.703 <0.05
1 mg/kg 102.344 <0.001
Viai.p.
10 mg/kg 158.594 <0.001

Tabla 10. ANOVA de dos vias del porcentaje de cambio de las conductas de
inmovilidad y de nado de los grupos Via oral y Via i.p.

Conducta de inmovilidad

DF SS MS F P
Viade 1 2684.239  2684.239  11.301 0.001
administracion
Tratamiento 2 16198.846  8099.423 34 1 <0.001
Via de admén. x 2 2709.285 1354.642 5703 0.006
Tratamiento
Residual 54 12826238  237.523
Total 59 34418.607  583.366

Conducta de nado

DF SS MS F P
Viade 1 50721.927 50721.927  32.733 <0.001
administracion
Tratamiento 2 10819521 54097.606  34.912 <0.001
Via de admon. x 2 33578.096 16789.048  10.835 <0.001
Tratamiento
Residual 54 83675.688  1549.55
Total 59 276170.92  4680.863
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Figura 22. Porcentaje de cambio de las conductas de inmovilidad y de nado de los grupos Via oral y Viai.p. (1y
10 mg/kg) en la PNF. ANOVA de dos vias (Via de administracion x tratamiento), prueba de Tukey *p< 0.05;
***p<0.001 comparaciones contra el control normalizado.

Nota. Debido a que en los experimentos anteriores se determind que el EA-PG
administrado por la via i.p. produjo un efecto tipo antidepresivo mayor que por la via

oral, los objetivos restantes fueron realizados con la administracion del EA-PG por via

i.p.

4.3. Objetivo 3: Determinar la participacion de los ERs en el efecto tipo

antidepresivo del EA-PG por via i.p. en la PNF.

Con el objetivo de estudiar la participacion del sistema serotoninérgico en el
efecto tipo antidepresivo producido por la administracion intraperitoneal del EA-PG, un
antagonista no selectivo de los ERs, citrato de tamoxifen (Tmx, 14 mg/kg) se administro
previo a la administracién del EA-PG. En este experimento se utilizaron 40 ratas Wistar
hembra de 3 meses de edad, las cuales fueron OVX y, después de 3 semanas de
recuperacion, se dividieron en los siguientes 4 grupos experimentales: 1) Vehiculo +
Vehiculo, 2) Tmx + Vehiculo 2, 3) Vehiculo 1 + EA-PG y 4) Tmx + EA-PG. Los animales
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se sometieron a la preprueba de la PNF (15 minutos) y 24 horas después,
administraron los tratamientos. Estos consistieron en administrar el Tmx (s.c.) o su
vehiculo (vehiculo 1: aceite de maiz), 30-40 minutos antes de la administracion i.p. del
EA-PG o su vehiculo (vehiculo 2: solucion salina). Los tratamientos se administraron
en esquema crénico (1 administracion de ambos farmacos/dia x 14 dias) y 24 horas
después de la ultima administracion se llevaron a cabo las pruebas conductuales de
campo abierto (5 min) y la sesion de prueba de la PNF (5 min), las cuales fueron

videograbadas para su posterior analisis (Figura 23).

*Cada administracion:
Antagonista ERs: Tamoxifen (14 mg/kg; s.c.) 40 min EA-PG (1 mglkg; i.p.) *
_Hmn 6

(]
Vehiculo 1: Aceite de maiz (s.c.) Vehiculo 2; Solucion salina 0.9% (i.p.)

n=9
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+
Vehiculo 2

n=9
—
Tmx

+

—te Vehiculo 2
(d‘/- /\ Recuperacion e 'tlwllvlivvvtl
@, = oo I > = I::> TTTTITTTTITII ]

. 1 2 a 123456 78 91011121314
Ra:]as \tlslar Semanas Vehiculo 1 Dias
embra
(3 meses) EATPG Preprueba (PNF) -Campo abierto
ovX 15 min -Prueba (PNF)
5 min

Administracion cronica

n=10
)
Tmx

+

EA-PG

Grupos experimentales
independientes

Figura 23. Esquema del disefio experimental del objetivo 3.

4.3.1. Resultados del objetivo 3

En la Figura 24 se muestran el efecto de un antagonista no selectivo de los ER
administrado de 30 a 40 minutos antes del EA-PG en esquema crénico en la PNF. De
acuerdo con el analisis post hoc (Prueba de Tukey) del ANOVA de dos vias, el grupo
administrado con Tmx + Veh 2 no produjo cambios en ninguna conducta en
comparacion con el control. Por el contrario, el extracto solo (grupo Veh 1 + EA-PG),
produjo una disminucion significativa en la conducta de inmovilidad y un aumento en
la conducta de nado con respecto al grupo control (Veh 1 + Veh 2). Asimismo, se puede

observar que la administracion del antagonista a ER previo a la administracion del EA-
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PG (grupo Tmx + EA-PG) bloqued totalmente el efecto tipo antidepresivo producido
por el EA-PG solo (grupo Veh 1 + EA-PG) al aumentar la conducta de inmovilidad y

reducir significativamente la conducta de nado con respecto al grupo Veh 1 + EA-PG.

La conducta de escalamiento no fue modificada por ninguno de los tratamientos. Los

valores del ANOVA de dos vias se muestran en la Tabla 11. Ningun tratamiento

produjo cambios significativos en la locomocién de los animales (Tabla 12).

Antagonista ERs + EA-PG

40 -

30 A

20 -

# cuentas / 5 min

10 A

PTETA AP TETES
BT ETIPP TSN ST P EILFd

AT I LS

—1Veh1+Veh2
=N Tmx +Veh 2
E=3 Veh 1 + EA-PG
EEE Tmx + EA-PG

Inmovilidad

Escalamiento

Figura 24. Efecto de la administracion crénica de Tmx (14 mg/kg; s.c.) + EA-PG (1 mg/kg; i.p.) en la PNF. Se
muestra la media del nimero de cuentas + ES (n= 10 animales por grupo). Prueba de Tukey ***p<0.001 contra el
grupo control (Veh 1 + Veh 2), ## p<0.001 contra el grupo Veh 1 + EA-PG.
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Tabla 11. ANOVA de dos vias del tratamiento con el antagonista ERs (Tmx)y con el EA-PG

en la PNF.
Conducta de inmovilidad

DF SS MS F P
Antagonista ERs 1 213210  213.210 2275 0.390
Tratamiento EA-PG 1 392.867 392.867 14.930 <0.001
fr;‘::g]‘i’:r':fET;é 1 698.781  698.781  26.556 <0.001
Residual 29 763.007  26.314
Total 32 2044970  63.905

Conducta de nado

DF ss MS F P
Antagonista ERs 1 202129  292.129 2.759 0.230
Tratamiento EA-PG 1 160.514  160.514 7.142 0.012
ﬁggr%?::j;ag‘_; x 1 921657 921657  41.010 <0.001
Residual 29 651750  22.474
Total 32 2023515  63.235

Conducta de escalamiento

DF ss MS F P
Antagonista ERs 1 0.768 0.768 0.0213 0.885
Tratamiento EA-PG 1 89.911 89.911 2491 0.125
ﬁ,;‘::g“i’:r':;alz'ﬁ;é 1 26.825 26.825 0.743 0.396
Residual 29 1046.889  36.100
Total 32 1168.242  36.508

Tabla 12. ANOVA de dos vias del tratamiento con el antagonista a ERs (Tmx) y con el EA-PG en la
prueba de locomocién en campo abierto.

Antagonista a ERs (Tmx)

DF SS MS F P
Antagonista ERs 1 541.359 541.359  3.407 0.075
Tratamiento EA-PG 1 238.959 238.959 1.504 0.230
Antagonista ERs x tratamiento EA-PG 1 45.873 45.873 0.289 0.595
Residual 29 4.608.556 158.916
Total 32 5.418.061 169.314
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4.4. Evaluacion del efecto tipo antidepresivo del EA-PG en esquema

subcronico

De manera suplementaria, este experimento se llevo a cabo con el objetivo de
evaluar si el EA-PG produce un efecto tipo antidepresivo a corto plazo. Para esto, el
AE-PG (1 mg/kg) y la solucion salina al 0.9% (grupo control) se administraron por via
i.p. siguiendo un esquema subcroénico entre la sesidén de preprueba (15 min) y la sesion
de prueba (5 min) de la PNF. Por lo tanto, tres inyecciones 23.5, 5y 1 h se
administraron antes de comenzar la sesion de prueba. La dosis de 1 mg/kg del EA-PG
se utilizé seleccionada a partir de los experimentos anteriores. De igual manera, todos
los animales fueron evaluados en la prueba de campo abierto (5 min) antes de la
sesion de prueba de la PNF. Estas dos ultimas sesiones fueron videograbadas para

su posterior analisis (Figura 25).

EA-PG (i.p.) @

n=10 Administracion subcronica
S
Sol. Salina l l l
—n
J Qﬁ Recuperacion — ) '23|-5 h 'slh -1 |h
sl T T — n=10 I:> 1 24h l
Ratas Wistar ! Sem;nas 3 ( \
hembra 1 mglkg Preprueba (PNF) -Campo abierto
(3 meses) 15 min -Prueba (PNF)
ovX e 5min

Grupos experimentales
independientes

Figura 25. Esquema del disefio experimental del experimento para evaluar el EA-PG en esquema subcroénico.

4.4.1. Resultados

Con este experimento se determin6 que el EA-PG (1 mg/kg) administrado por
via i.p. en esquema subcronico también produce un efecto tipo antidepresivo en la
PNF. Esto se observa al producir una disminuciéon significativa de la conducta de
inmovilidad y un aumento significativo de la conducta de nado sin producir cambios
significativos en la conducta de escalamiento (Figura 26). El tratamiento no modificd
significativamente la locomocion de los animales (Tabla 13). Con base en estos

resultados, y con el objetivo de disminuir la exposicion de los animales a multiples
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administraciones, los experimentos siguientes fueron realizados bajo un régimen de

administracion subcroénico.

Los resultados de las pruebas t-Student de una cola y con 18 g.l. fueron:
Inmovilidad: p<0.001; Nado: p<0.001; Escalamiento; p = NS.

EA-PG (subcrénico)

[ Sol. salina
E=3 1 mg/kg
40 -
30 T
E
el | [T
] N
o § T
: 10 § i
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\ \
o N N

Inmovilidad Nado Escalamiento

Figura 26. Efecto de la administracion subcrénica del EA-PG (1mg/kg) por via i.p. en la PNF. Se muestra la media
del numero de cuentas + ES (n= 8 animales por grupo). Prueba de t-student ***p<0.001 contra el grupo control
(Sol. Salina).

Tabla 13. Efecto de la administracion crénica del EA-PG por via i.p. en esquema
subcronico en la prueba de locomocién en campo abierto.

P
Dosis t-Student
Tratamiento (mg/kg) n Mean = SEM a una cola
gkg (g.1.=18)
Sol. Salina 10 39.4 + 1.694
EA-PG _
(subcrénico) P=0.144 NS
1 10 36.8 + 1.665

Los datos se presentan como media * error estandar de cruces en una sesion de prueba de 5 minutos.
Valor P de la prueba t de dos colas para dos grupos de comparacion independientes.
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Nota. Con base en los resultados anteriores, los siguientes experimentos fueron
realizados siguiendo un esquema subcroénico. Esto con el objetivo de estudiar una
opcion de tratamiento mas corto, asi como también, desde el punto de vista
experimental, minimizar en lo posible el tiempo de exposicion de los animales a los

tratamientos.

4.5. Objetivo 4. Determinar la participacion de ERa y ERB en el efecto tipo
antidepresivo del EA-PG por via i.p. en la PNF.

Con el objetivo de determinar si el efecto tipo antidepresivo del EA-PG (i.p.) esta
mediado por algun subtipo de ER (a y 8) de manera especifica, el efecto del EA-PG (1
mg/kg; i.p.) se evalud junto con la administracion previa de un antagonista selectivo
al ERa (TPBM; 50 pg/rata; s.c.) o al ERB (PHTPP; 25 ug/rata; s.c.). Las dosis fueron
seleccionadas de acuerdo a experimentos previos en la literatura (Santollo et al.,
2010). Los antagonistas se administraron 30-40 minutos antes de cada administracion
del EA-PG, siguiendo un esquema subcronico. En este experimento, ratas Wistar (3
meses) OVX se utilizaron con 3 semanas de recuperacion post-ovariectomia, las
cuales se dividieron aleatoriamente en los siguientes cuatro grupos independientes
para cada subtipo de antagonista selectivo a ERa 6 ERp (n = 8-10 animales por grupo):
(1) DMSO 5% + solucion salina; (2) ER- a o - antagonista + solucion salina; (3) DMSO
5% + AE-PG y (4) ER -a o - antagonista + AE-PG; posteriormente, los animales se
sometieron individualmente a la preprueba de la PNF (15 minutos).Inmediatamente
después de salir de la preprueba, la administracion de los tratamientos en esquema
subcronico se comenzo, el cual consistio en tres inyecciones 23.5, 5y 1 h antes de
comenzar la prueba de locomocion en campo abierto y de la sesidon de prueba de la

PNF, las cuales fueron videograbadas para su posterior analisis (Figura 27).
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Figura 27. Esquema del disefio experimental del objetivo 4.

4.5.1. Resultados del objetivo 4

La Figura 28 muestra el efecto de los antagonistas selectivos a ERa y ERf
administrados 30-40 antes del EA-PG en esquema subcronico en la PNF. Con
respecto a los resultados del antagonista de ERa (TPBM; 50 pg/rata), la administracion
del EA-PG solo (grupo Veh 1 + EA-PG) y en combinacion con TPBM (grupo TPBM +
Veh 2) produjo una disminucién en la conducta de inmovilidad y un aumento en la
conducta de nado en comparacion con el grupo control (Veh 1 + Veh 2), lo que indica
que el antagonista de ERa no bloqued el efecto tipo antidepresivo producido por el EA-
PG solo. No se determinaron diferencias significativas en la conducta de escalamiento
entre grupos (Figura 28; Panel A). De acuerdo con el ANOVA de dos vias de los
resultados con el antagonista del ERa de las conductas de inmovilidad y de nado, no
existe interaccion entre los factores del antagonista a ERa vy el factor del tratamiento
con el EA-PG. De hecho, se puede observar que el unico factor que produjo diferencias
significativas entre los grupos experimentales es el factor del tratamiento con el EA-
PG (Tabla 14).
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Del mismo modo, en el experimento con el antagonista de ERB (PHTPP; 25
Mg/rata), el EA-PG solo produce un efecto tipo antidepresivo (disminucién de la
inmovilidad) con un aumento en la conducta de nado al ser comparado con el grupo
control (Veh 1 + Veh 2). No obstante, en este caso, el antagonista de ER[3, (PHTPP)
en combinacion con el EA-PG bloqued el efecto antidepresivo del EA-PG, aumentando
significativamente la conducta de inmovilidad y disminuyendo la conducta de nado en
comparacién con el grupo tratado solamente con el EA-PG. En este caso, la conducta
de escalamiento tampoco fue modificada por ninguno de los tratamientos (Figura 28;
Panel B). De acuerdo con el ANOVA de dos vias, tanto en la conducta de inmovilidad
como en la conducta de nado, existe una interaccion significativa entre el factor del
antagonista a ERB y del tratamiento con el EA-PG (Tabla 15). Ninguno de los
tratamientos en este experimento modificd la actividad locomotora de los animales
(Tabla 16).
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Figura 28. Efecto de la administracion subcrénica de TPBM (50 pg/kg; s.c.) + EA-PG (1 mg/kg; i.p.) (Panel A) y de
PHTPP (25 pg/kg; s.c.) + EA-PG (1 mg/kg; i.p.) (Panel B) en la PNF. Se muestra la media del nimero de cuentas
+ ES (n=9-10 animales por grupo). ANOVA de dos vias y prueba de Tukey; *p<0.05; ***p<0.001 contra el grupo

control (Veh 1 + Veh 2), ## p<0.001 contra el grupo Veh 1 + EA-PG.
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Tabla 14. ANOVA de dos vias del tratamiento con el antagonista ERa y con el EA-PG en la

PNF.

Conducta de inmovilidad

DF ss MS F P
Antagonista ERa 1 12.992 12.992 0.176 0.678
Tratamiento EA-PG 1 1364.992 1364992  18.448 <0.001
fr;‘::g]‘i’:r"ﬁlalzﬁgé 1 33.1 33.1 0.447 0.508
Residual 35 2589.689  73.991
Total 38 3999.692  105.255

Conducta de nado

DF ss MS F P
Antagonista ERa 1 3.438 3.438 0.0598 0.808
Tratamiento EA-PG 1 1115114 1115114  19.408 <0.001
ﬁ:::r%‘i’::‘ﬁalz'igé 1 0.844 0.844 0.0147 0.904
Residual 35 2010.989  57.457
Total 38 3136769  82.547

Conducta de escalamiento

DF ss MS F P
Antagonista ERa 1 1.308 1.308 0.101 0.752
Tratamiento EA-PG 1 32703 32703 2526 0.121
ﬁ?f:%?:ﬁ?lae'ﬁé 1 32.703 32.703 2526 0.121
Residual 35 453.2 12.949
Total 38 518.974  13.657

90



Tabla 15. ANOVA de dos vias del tratamiento con el antagonista ERb y con el EA-PG en la

PNF.
Conducta de inmovilidad

DF SS MS F P
Antagonista Erb 1 200.948 200.948 3.093 0.088
Tratamiento EA-PG 1 189.481 189.481 2.916 0.097
Antagonista Erb x
tratamiento EA-PG 1 683.579 683.579 10.52 0.003
Residual 34 2209.256 64.978
Total 37 3324.842 89.861

Conducta de nado

DF SS MS F P
Antagonista Erb 1 69.633 69.633 1.631 0.21
Tratamiento EA-PG 1 455.411 455.411 10.668 0.002
Antagonista Erb x
trata|g1iento EA-PG 1 682.685 682.685 15.993 <0.001
Residual 34 1451.378 42.688
Total 37 2684.211 72.546

Conducta de escalamiento

DF SS MS F P
Antagonista Erb 1 47.724 47.724 1.688 0.203
Tratamiento EA-PG 1 42.222 42.222 1.493 0.23
Antagonista Erb x
tratamiento EA-PG 1 1.198 1.198 0.0424 0.838
Residual 34 961.422 28.277
Total 37 1053.5 28.473

Tabla 16. ANOVA de dos vias del tratamiento con los antagonistas a ER (ERa y ERb) y con el EA-PG
en la prueba de locomocién en campo abierto.

Antagonista a ERa (TPBM)

DF ss MS F P
Antagonista ERa 1 26.847 26.847 0639 0429
Tratamiento EA-PG 1 109.917 109917 2618  0.115
Antagonista ERa x tratamiento 1 143.388 143388 3415 0073
EA-PG
Residual 35 1.469.656 41.990
Total 38 1.757.231 46.243

Antagonista a ERb (PHTPP)

DF ss MS F P
Antagonista ERb 1 44.702 44.702 0.187 0.668
Tratamiento EA-PG 1 280.246 280.246 1174  0.286
Antagonista ERb x tratamiento 1 172.913 172913 0724  0.401
EA-PG
Residual 34 8.117.789 238758
Total 37 8.606.974 232621
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4.6. Objetivo 5. Determinar el rol del sistema serotoninérgico en el efecto tipo
antidepresivo del EA-PG en la PNF.

En resultados previos, tanto aquellos realizados en 2017 (Valdés-Sustaita et al.,
2017) como en el presente trabajo, el perfil conductual en la PNF inducido por el EA-
PF ha mostrado un aumento en conducta de nado. De acuerdo a Detke et al., (1995)
el incremento de la conducta de nado sugiere que el efecto tipo antidepresivo esta
mediado principalmente por el sistema de neurotransmisidén serotoninérgico, por lo que
este experimento se llevd a cabo con el objetivo de confirmar su participacion en el
efecto tipo antidepresivo del EA-PG. Para ello, se administré por via i.c.v. una
neurotoxina de las neuronas serotoninérgicas que inhibe la actividad general del

sistema serotoninérgico (5,7-DHT).

En el experimento, 40 ratas Wistar hembra OVX se utilizaron después de
permanecer 3 semanas en recuperacion. Los animales se dividieron aleatoriamente
entre los siguientes grupos experimentales (n = 7-8 animales por grupo): (1) Veh 1 +
Veh 2; (2) 5,7- DHT + Veh 2; (3) Veh 1 + EA-PG y (4) 5,7-DHT + EA-PG. La neurotoxina
5,7-DHT causa una degeneracion de los botones sinapticos de las neuronas
serotoninérgicas y, en menor medida, de los de las neuronas noradrenérgicas. Para
evitar dafo a las neuronas noradrenérgicas, se utilizo el inhibidor del transportador a
NA (desipramina), fue administrado 40 minutos antes de la neurotoxina (Bjorklund et
al., 1975). Todos los animales se sometieron a cirugia estereotaxica con el objetivo de
recibir la neurotoxina 5,7-DHT o su vehiculo (Ac. Ascorbico 1%) y permanecieron en
recuperacion durante una semana. Una vez recuperados, se llevé a cabo la preprueba
de la PNF (15 minutos), e inmediatamente después, se comenzo la administracion del
EA-PG (1 mg/kg) en esquema subcronico, es decir, tres inyecciones 23.5, 5y 1 h antes
de comenzar la prueba de locomocion en campo abierto (5 min) y de la sesion de
prueba de la PNF (5 min), las cuales fueron video grabadas para su posterior analisis
(Figura 29).
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Figura 29. Esquema del disefio experimental del objetivo 5.

4.6.1. Resultados del objetivo 5

El efecto de la neurotoxina 5,7-DHT sobre el efecto tipo antidepresivo del EA-
PG se muestra en la Figura 30. En este caso, la administracion del EA-PG solo (grupo
Veh 1 + EA-PG) produjo el efecto tipo antidepresivo al disminuir la conducta de
inmovilidad y aumentar la conducta de nado de manera significativa. Ademas, se
puede observar que el 5,7-DHT solo (grupo 5,7-DHT + Veh 2) produjo un bloqueo
parcial del efecto antidepresivo del EA-PG solo (Veh 1 + EA-PG), ya que al combinarlo
con el EA-PG (grupo 5,7-DHT + EA-PG), produjo un perfil conductual similar al del
grupo control (Veh 1 + Veh 2) sin mostrar diferencias significativas con el grupo del
EA-PG solo (grupo Veh 1 + EA-PG) en ninguna conducta. La conducta de
escalamiento no se modificd en ningun grupo. El analisis del ANOVA de dos vias
mostré una interaccion significativa entre los factores de la lesion con 5,7 DHT vy el
tratamiento con el EA-PG en las conductas de inmovilidad y de nado (Tabla 17)
Ninguno de los tratamientos en este experimento modificé la actividad locomotora de

los animales (Tabla 18).
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Figura 30. Efecto de la administracion de 5,7-DHT (200 pg/kg; i.c.v.) + EA-PG (1 mg/kg; i.p.) en la PNF. Se
muestra la media del nimero de cuentas + ES (n=9-10 animales por grupo). ANOVA de una via y prueba de
Tukey; *p<0.05; contra el grupo control (Veh 1 + Veh 2).
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Tabla 17. ANOVA de dos vias del tratamiento con la neurotoxina 5,7 DHT y con el EA-PG
en la PNF.

Conducta de inmovilidad

DF ss MS F P
5,7 DHT 1 26.64 26.64 0.771 0.407
Tratamiento EA-PG 1 87.054 87.054 2.319 0.139
Z’Z_ggT X tratamiento 1 312158  312.158 8.317 0.008
Residual 27 1013429  37.534
Total 30 1419935  47.331

Conducta de nado

DF ss MS F P
5,7 DHT 1 39.727 39.727 0.837 0.368
Tratamiento EA-PG 1 164485  164.485 4.099 0.053
gﬂ_ggT X tratamiento 1 245951 245951 5.183 0.031
Residual 27 1281179  47.451
Total 30 1735355  57.845

Conducta de escalamiento

DF ss MS F P
5,7 DHT 1 0.2 0.2 0.0053 0.942
Tratamiento EA-PG 1 32.01 32.01 0.851 0.364
g{_g'("; X tratamiento 1 0.00985  0.00985  0.000262  0.987
Residual 27 1015464  37.61
Total 30 1047.548  34.918

Tabla 18. ANOVA de vias dos del tratamiento con la neurotoxina 5,7 DHT y con el EA-PG en la prueba
de locomocioén en campo abierto.

Neurotoxina 5,7-DHT

DF SS MS F P
Neurotoxina 5,7-DHT 1 0.889 0.889 0.387 0.845
Tratamiento EA-PG 1 36.062 36.062 1.571 0.221
Neurotoxina 5,7-DHT x tratamiento 1 0.631 0.631 0.0275 0.870
EA-PG
Residual 27 619.694 22.962
Total 30 657.742 21.925
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Los experimentos anteriores se llevaron a cabo con el EA-PG, el cual procede
de Nutracitrus, una empresa europea especializada en la fabricacion de productos de
origen natural, incluyendo extractos. Parte de nuestro interés en el estudio tipo
antidepresivo de la granada se enfocd en lograr identificar si existen compuestos
especificos que jueguen un papel determinante en dicho efecto. Por lo tanto, de
manera paralela a los objetivos anteriores, en los objetivos 6 y 7 realizamos una serie
de experimentos dirigidos a analizar el efecto de una fraccion de un extracto de
granada de un cultivo local con caracteristicas quimicas especificas, asi como
también, a analizar el efecto de los principales componentes de la granada

(punicalagina y acido elagico) en la PNF.

4.7. Objetivo 6. Determinar el efecto tipo antidepresivo de un extracto acuoso

de granada de un cultivo local en la PNF

En el objetivo 6 de este estudio, un extracto de granada de un cultivo local de
la Ciudad de México se elabor6 con la finalidad de aislar y evaluar fracciones del
extracto y caracterizar los compuestos bioactivos con caracteristicas quimicas

diferentes para evaluar su efecto en la PNF.

Para ello, una extraccion acuosa liquido-liquido del fruto completo de la granada
se realiz6 utilizando agua como solvente, el cual fue liofilizado para obtener un sélido
color rojo/naranja (Extracto inicial) con una consistencia adherente y con apariencia de
pequerios cristales. A este liofilizado se le realiz6é un analisis cromatografico por UPLC
a 254 nm y se almacend en congelaciéon hasta el siguiente proceso. Una vez
descongelado, se agregd agua destilada para rehidratarlo y se realiz6 una primera
particion con hexano. Posteriormente, la fase acuosa resultante se tomd y una
segunda particiéon con diclorometano se realiz6. Asimismo, la fase acuosa resultante
se volvié a tomar y se realizaron lavados y filtrados con metanol hasta obtener un
precipitado color amarillo (Extracto Final), el cual fue analizado por UPLC a una
longitud de onda de 254 nm. Los perfiles cromatograficos del Extracto Inicial y del
Extracto Final fueron comparados con el perfil cromatografico del extracto obtenido en
Espafa (EA-PG) utilizado en los experimentos anteriores (Figura 31). Los perfiles
cromatograficos de los Extractos (inicial y final) obtenidos de la granada del cultivo

local se compararon ademas con los picos cromatograficos de los estandares de
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referencia de punicalagina y acido elagico, principales compuestos contenidos en la

granada.

El Extracto Final se utilizé a las dosis de 0.1 y 1.0 mg/kg para determinar si
producia un efecto tipo antidepresivo en la PNF en ratas OVX. Para ello, ratas Wistar
OVX de 3 meses (n=30) se utilizaron, las cuales después de 3 semanas de
recuperacion. Se dividieron aleatoriamente en 3 grupos experimentales: control (Sol.
Salina), dosis de 0.1 mg/kg y 1.0 mg/kg. Los grupos experimentales se sometieron a
la preprueba de la PNF (15 minutos) y 24 horas después, comenzo el tratamiento
cronico del Extracto Final (1 administracién via i.p./dia durante 14 dias). Veinticuatro
horas después de la ultima administracion, se realizé la prueba de locomocion en

campo abierto (5 min) y la sesion de prueba de la PNF (5 min) (Figura 32).

& o
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Extracto acuoso de Cromatografico
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Figura 31. Procedimiento de obtencion del precipitado de la fraccion acuosa (Extracto Final) del extracto de
Punica granatum de cultivo local. (Laboratorio de Neurofarmacologia de Productos Naturales; INPRFM)
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Figura 32. Disefio experimental de la determinacion del efecto tipo antidepresivo del Extracto final de la fraccion
acuosa del extracto de granada del cultivo local.

4.7.1. Resultados del objetivo 6

Perfiles cromatograficos

En la Figura 33 se muestran los perfiles cromatograficos del EA-PG (Panel A) y
de los extractos de granada del cultivo local de la CDMX obtenidos con solventes
organicos: Extracto Inicial (Panel B) y Extracto Final (Panel C). Se puede observar que
el EA-PG y el Extracto Inicial muestran picos caracteristicos en los mismos tiempos de
retenciéon (TR): EA-PG (4.48, 5.48, 8.08 y 8.98 min), Extracto Inicial (4.49, 5.48, 8.08 y
8.98 minutos), lo cual indica la presencia de los mismos compuestos. Con respecto al
Extracto Final (TR: 7.87 y 8.97 minutos) se puede observar que Uunicamente la seial
de 8.97 minutos es similar a las sefiales del EA-PG y del Extracto Inicial, mientras que

la sefal de 7.87 no corresponde con ninguna de los cromatogramas previos.

Por otra parte, en la Figura 34 se muestran los perfiles cromatograficos del
Extracto Inicial (Panel A) y del Extracto Final (Panel D) junto con los estandares de
punicalagina (Panel B; TR: 5.74 min) y de &cido elagico (Panel C; TR: 8.96 min). Se
puede observar que el Extracto Inicial contiene tanto punicalagina (TR: 5.47min) como
acido elagico (TR: 8.96 min), mientras que el Extracto Final sélo contiene acido elagico
(TR: 8.97).
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Efecto de la administracion del Extracto Final en la PNF

El efecto conductual de la administracion del Extracto Final en la PNF se
muestra en la Figura 35. Se puede observar que ninguna dosis produjo cambios
significativos en ninguna de las conductas. Asimismo, el Extracto Final tampoco

modificé la locomocion de los animales (Tabla 19).

Los resultados de los ANOVAs de una via y las pruebas post hoc (Prueba de
Tukey para comparaciones multiples fueron: Inmovilidad (F 2,27)= 0.347; NS); Nado (F
@2.27)= 1.495; NS); Escalamiento (F (227)= 1.001; NS).
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Figura 35. Efecto de la administracion cronica del Extracto Final en la PNF. Se muestra la media del nimero de

cuentas + ES (n=9-10 animales por grupo). ANOVA de una via y prueba de Tukey; NS

Tabla 19. Efecto de la administracion crénica del Extracto Final por via i.p. en la
prueba de locomocion en campo abierto.

Tratamiento Dosis n Media £ ES ANOVA, de
una via
Agua
destilada 10 59.1+4.132
Extracto 0.1 mg/kg 62.6 + 6.890 Fon =
Final 10 2033 NS
1.0 mg/kg 10 76.6 £ 7.873

Los datos se presentan como media + error estandar de cruces en una sesion de prueba de 5 minutos.

Valor F ANOVA de una via y prueba de Tukey posthoc para comparaciones multiples
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4.8. Objetivo 7. Analizar el efecto tipo antidepresivo de punicalagina y de acido

elagico como posibles metabolitos bioactivos del EA-PG, en la PNF.

Dado que los compuestos mas abundantes en el EA-PG son la punicalagina (a
y B) y el acido elagico, el objetivo de este experimento fue determinar si dichos
compuestos son responsables bioactivos para inducir el efecto tipo antidepresivo al
administrarlos de manera individual. Para ello, ratas Wistar OVX (n=80) se utilizaron,
las cuales, después de 3 semanas de recuperacion post-ovariectomia, entonces se
dividieron aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales: Punicalagina: (1)
Control (Sol. Salina) (2) 0.001 mg/kg (3) 0.01 mg/kg (4) 0.1 mg/kg y 1.0 mg/kg. Acido
elagico: (1) Control (Sol. Salina) (2) 0.01 mg/kg, (3) 1.0 mg/kg y (4) 10 mg/ kg. Todos
los animales de los grupos experimentales se sometieron individualmente a la
preprueba de la PNF (15 minutos) y, 24 horas después, comenzo la administracion
cronica de los tratamientos (1 admén/dia x 14 dias; i.p.). Veinticuatro horas después
de la ultima administracién, se realiz6 la prueba de locomociéon en campo abierto (5
min) y la sesién de prueba de la PNF (5 min) (Figura 36).
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Figura 36. Disefio experimental de la determinacién del efecto tipo antidepresivo del Extracto final de la fraccion
acuosa del extracto de granada del cultivo local.
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4.8.1. Resultados del objetivo 7

Efecto tipo antidepresivo de Acido elagico en la PNF

La Figura 37 muestra el efecto de las dosis del acido elagico en la PNF. De
acuerdo con el ANOVA de una via la administraciéon crénica del acido elagico no
produjo cambios conductuales a ninguna dosis. Asimismo, no se observaron cambios

en la locomocién de los animales (Tabla 20).

Los resultados del ANOVA de una via fueron: Inmovilidad: F 3,38) = 1.180, p=NS;
Nado: F 3,38y = 1.781, p=NS; Escalamiento: F (3,38) = 0.909, p=NS
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Figura 37. Efecto de la administracion crénica de acido elagico en la PNF. Se muestra la media del nimero de
cuentas + ES (n=9-10 animales por grupo). ANOVA de una via y prueba de Tukey; sin diferencias significativas.
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Tabla 20. Efecto de la administracién crénica de acido elagico por via i.p. en la prueba de locomocién en
campo abierto.

Tratamiento Dosis (mg/kg) n Media £ ES ANOVA una via P
Control (Sol.
Salina) 10 5.100 £ 0.809
Aci 0.1 8.556 + 2.069
e?: I(iic?o ° F=0.922 0.440
° 1 10 5.900  1.722
10 10 6.800 + 1.298

Los datos se presentan como media + error estandar de cruces en una sesion de prueba de 5 minutos. Valor F ANOVA de una via 'y
prueba de Dunnet comparaciones contra el control (Sol. Salina)

Efecto tipo antidepresivo de Punicalagina en la PNF

La administracion crénica de punicalagina en la PNF produjo una disminucion
significativa en la conducta de inmovilidad (efecto tipo antidepresivo) a la dosis de 0.01
mg/kg. Dicho efecto se vio reflejado en un incremento en la conducta de escalamiento,
sin modificar significativamente la conducta de nado (Figura 38). Los valores del
ANOVA de una via fueron: Inmovilidad: (F ,42)= 5.299; P<0.05); Nado: (F (4,42)= 1.307;
NS); Escalamiento: (F 4,42)= 8.967; P<0.05). La actividad locomotora de los animales

no fue modificada por ninguna dosis del tratamiento (Tabla 21).

105



Punicalagina

[ Sol. salina
- E=3 0.001 mglkg
E=31 0.01 mg/kg
[ 0.1 mg/kg
E= 1 mg/kg

30{ T

*
20
10 - g
0

Inmovilidad Nado Escalamiento

# cuentas / 5 min

Figura 38. Efecto de la administracion cronica de punicalagina en la PNF. Se muestra la media del nUmero de
cuentas + ES (n=9-10 animales por grupo). ANOVA de una via y prueba de Tukey; *p<0.05; contra el grupo
control (Sol. salina).

Tabla 21. Efecto de la administracion crénica de punicalagina por via i.p. en la prueba de locomocion en
campo abierto.

Tratamiento Dosis (mg/kg) n Media = ES ANOVA una via P
Sol. Salina 9 60.1 £ 3.426
0.001 mg/kg 9 59.6 + 2.571
Punicalagina 0.01 mg/kg 9 64.8 +7.135 F=2262 NS
0.1 mg/kg 10 57.9 £ 6.069
1 mg/kg 10 60.1 + 4.352

Los datos se presentan como media + error estandar de cruces en una sesion de prueba de 5 minutos. Valor F ANOVA de una via 'y
prueba de Dunnet comparaciones contra el control (Sol. Salina).
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SECCION V

5.1. DISCUSION

En el presente estudio se determiné que el EA-PG, i.p., produce efecto tipo
antidepresivo en ratas OVX al ser administrado en esquema crénico, el cual fue
significativamente mayor en comparacién con la via oral. Ademas, el efecto tipo
antidepresivo de EA-PG fue bloqueado por el antagonista ERB (PHTPP) y por la
neurotoxina 5,7-DHT. Por otro lado, el extracto de granada del cultivo local (CDMX)
contiene acido elagico, pero no contiene punicalagina y no produjo cambios
conductuales en la PNF. Finalmente, la administracion de punicalagina, pero no de
acido elagico, indujo un efecto tipo antidepresivo. Ningun tratamiento afecté la

locomocion de los animales.

5.1.2. El EA-PG produce un efecto tipo antidepresivo por via i.p. mayor que

por la via oral

De acuerdo con reportes previos de nuestro laboratorio, la administracion del
EA-PG por via oral en ratas OVX produce un efecto tipo antidepresivo con la
participacion de los ERs (Valdés-Sustaita et al., 2017). Dado que los componentes
mas abundantes en la granada -i.e. elagitaninos- pueden ser biotransformados por la
microbiota intestinal en metabolitos activos con actividad estrogénica (urolitinas). Los
resultados de este estudio mostraron que el EA-PG también produce un efecto tipo
antidepresivo en ratas OVX al ser administrado cronicamente por una via
independiente de la microbiota intestinal (via i.p.). Estos resultados coinciden con el
perfil conductual reportado con la administracién por via oral (Valdés-Sustaita et al.,
2017), no solo por la disminucion de la conducta de inmovilidad (efecto tipo
antidepresivo) sino por el incremento en la conducta de nado, lo cual sugiere, que
dicho efecto estda modulado principalmente por el sistema serotoninérgico (Detke et al.,
1995). En el caso de lo reportado previamente por Valdés-Sustaita et al (2017), se
consideraba que el efecto tipo antidepresivo producido por la administracién crénica
del EA-PG por via oral estaba principalmente dado por el alto contenido de

elagitaninos, los cuales pueden ser biotransformados en urolitinas por la microbiota
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intestinal. En contraste con esta hipoétesis, en el presente estudio, la administracion del
EA-PG por via i.p. produjo un efecto tipo antidepresivo, lo cual demuestra que la
biotransformacion por la microbiota intestinal no es necesaria para producir su accion
antidepresiva. Asimismo, esto confirma que el EA-PG también contiene compuestos
que no requieren dicha biotransformacion. En este sentido, seria importante considerar
que el fruto de la granada contiene grandes cantidades de flavonoides, muchos de
ellos con actividad estrégenica, como las isoflavonas (genisteina, quercetina) los
cumestanos (coumestrol) los disacaridos , (rutina) y otros compuestos no flavonoides(
acido elagico, resveratrol) que han probado ejercer acciones antidepresivas en
estudios preclinicos, (Kageyama et al., 2010; Machado et al., 2008; Moore et al., 2018;
Naveen et al., 2013; Walf et al., 2004), que podrian estar involucrados en el efecto tipo
antidepresivo del EA-PG. Por otra parte, en concordancia con nuestros resultados, un
estudio realizado por Mori-Okamoto et al. (2004) reporté efecto tipo antidepresivo,
producido por un extracto de granada, administrado por via oral durante 2 semanas en
ratones OVX. Posteriormente, Abdul et al. (2015) también demostrd las acciones
antidepresivas de un extracto metandlico de granada administrado de forma aguda por
via i.p., en ratones macho. Lo anterior, sugiere que el efecto tipo antidepresivo de la
granada parece ser independiente de la ruta y el esquema de administracion y que
varios tipos de compuestos -e.g. fitoestrogenos, polifenoles- pueden estar participando
en el mecanismo de accion tipo antidepresivo de la granada. Sin embargo, mas
experimentos se requieren para identificar los fitoquimicos involucrados en dicho

mecanismo.

Por otro lado, nuestros resultados mostraron que el EA-PG administrado por la
via i.p. produjo un efecto tipo antidepresivo significativamente mayor que por la via
oral. Es relevante mencionar que la mayoria de los estudios con extractos y
compuestos aislados de alimentos funcionales se llevan a cabo usandola via oral. Esto
es debido a que, por lo general, se parte del hecho de que los compuestos bioactivos
son ingeridos a través de la dieta. Por el contrario, el uso de la via i.p. es utilizada
principalmente para evaluar el efecto de algun farmaco en mecanismos de interés
terapéutico, en vez de las propiedades farmacologicas para su traduccion a la clinica;
por lo general se limita a estudios con animales. De esta manera, varios estudios

preclinicos han evaluado el efecto tipo antidepresivo de extractos y de compuestos
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aislados de plantas administrados por via i.p., cuyo efecto ha sido atribuido a su alto

contenido de polifenoles y de flavonoides con actividad terapéutica. (Tabla 22).

Tabla 22. Estudios preclinicos del efecto tipo antidepresivo asociado a la accién de extractos y
compuestos aislados de plantas administrados por via i.p.

e Via de Duracioén del Prueba
(familia)/compuesto  Dosis/ via de admon. - .. Modelo Animal .
’ administracion tratamiento conductual
aislado
Apocynum venetum 0.35 mM/kg i.p. Ratoén Dosis unica  PNF, PSC
Linn. (Apocynaceae)
Hibiscus esculentus L. 500 and 750mg/kg i.p. Rat;’lgiﬁ;‘"ss Dosis tnica  PNF, PSC
(Malvaceae)
o 10, 20, and 40mg/kg i.p. el BpEelE: 14 dias PNF, PSC
Baicaleina Dawley
. i . Dosis Unica y
1, 2, and 4mg/kg i.p. Raton Kumming 21 dias PNF
Rata Wistar
. /Rata diabética .
50 and 100mg/kg i.p. inducida con 21 dias PNF
Quercetina estreptozina
5, 10, and 20mg/kg i.p. Ratén ICR Dosis unica PNF
Fisetina
o 1 5 sl 10 e gk 10 i.p. Ratén C57BL/6  Dosis Ginica  PNF, PPS
7,8-Dihidroxiflavona and 20mg/kg
. 50 and 100mg/kg i.p. Rata Wistar 14 dias PNF
Naringina
. 0.1, 0.3, and 1mg/kg i.p. Raton Swiss 21 dias PSC
Hesperidina
o 10, 20, and 40mg/kg i.p. Raton C57BL/6 21 dias PSC, PPS
Astilbina

Tomado y modificado de (German-Ponciano et al., 2018).

El efecto de cualquier farmaco depende de su biodisponibilidad. La
biodisponibilidad se define como la fraccion de sustancia activa inalterada que alcanza
el torrente sanguineo y esta directamente relacionada con la dosis y la via de
administracion (Price y Patel, 2020). En nuestros resultados observamos que tanto la
via oral como la via i.p. son efectivas para producir el efecto tipo antidepresivo del EA-
PG. Por un lado, la biodisponibilidad de un farmaco por la via oral, depende tanto de
la fraccion de farmaco que es absorbida en el tracto gastrointestinal (fa) como de la
fraccidn de farmaco que escapa el metabolismo de primer paso del TGl (Fg) y del
higado (Fh): (F = fa * Fg = Fh)(Olivares-Morales et al., 2014). En particular, el grado

de absorcion de un farmaco en el intestino depende de tres principales factores:
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disolucion, solubilidad y permeabilidad intestinal. De acuerdo con el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica (BSC), entidad regulatoria encargada de clasificar las
sustancias basados en su solubilidad acuosa y su permeabilidad intestinal, los
compuestos mas predominantes en la granada (elagitaninos y flavonoides) tienen
perfiles de absorcion distintos. En general, los elagitaninos como la punicalagina, son
compuestos altamente solubles (pH: 1-7) y con muy baja permeabilidad, razén por la
cual son facilmente hidrolizados a acido elagico en el estbtmago (Garcia-Munoz y
Vaillant, 2014). El acido elagico, por su parte, es una molécula mucho menos soluble
pero igualmente impermeable en el lumen intestinal (Zuccari et al., 2020). Esto explica,
en parte, que en estudios farmacocinéticos sean casi imperceptibles en sangre
(Landete, 2011; Larrosa et al., 2006). No obstante, se ha propuesto que la principal
razon de la baja biodisponibilidad de los elagitaninos radica en su biotransformacion a
urolitinas por la microbiota intestinal. Un estudio en ratas realizado por Cerda et al.
(2003) determind que la biodisponibilidad de la punicalagina (30 ug/ml) y de acido
elagico (20 pg/ml), posterior al consumo de jugo de granada (con aprox. 800 mg/dia
de punicalagina), fue unicamente del 0.00375% y 0.0025%, respectivamente. Asi
mismo, detectaron alrededor del 3-6% de punicalagina o sus metabolitos en orina, lo
cual sugiere que, en efecto, la gran mayoria de los elagitaninos son biotransformados
en el intestino. Las urolitinas son moléculas mucho mas lipofilicas que sus precursores
(punicalagina y acido elagico), lo cual facilita su absorcidén por el intestino hasta el
torrente sanguineo (Tomas-Barberan et al., 2016). Es interesante que debido a su
capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica, se ha sugerido que las urolitinas son
las responsables del efecto neuroprotector de la granada en las enfermedades de
Alzeheimer y Parkinson (Kujawska et al., 2019; Yuan et al.,, 2016). De la misma
manera, las urolitinas podrian estar participando en el efecto tipo antidepresivo del EA-

PG administrado por la via oral.

Desde el punto de vista farmacocinético, los flavonoides son otros compuestos
que pudieran estar mediando el efecto tipo antidepresivo del EA-PG por la via oral, ya
que tienen un alto grado de absorcién en el intestino. De acuerdo a estudios
preclinicos, la biodisponibilidad de los flavonoides por la via oral esta principalmente
determinada por su estado gliconado/agliconado (Rubi¢ et al., 2014). En las plantas,

los flavonoides se encuentran en su forma gliconada de manera natural y su absorcion
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esta relacionada con la hidrdlisis del azucar conjugado por accion de la enzima lactasa
floricinina hidroxilasa, la cual estd presente en las células intestinales de los
mamiferos. La porcidén agliconada de los flavonoides tiende ser poco soluble (pH: 1-
7), pero su permeabilidad es relativamente alta, dependiendo del tipo de flavonoide.
Esto les permite ser absorbidos en su mayoria por difusién pasiva en el intestino
(Crozier et al., 2010). De acuerdo con estudios in vitro entre los flavonoides con mayor
permeabilidad intestinal se encuentran las catequinas, la quercetina, el kaempferol, la
genisteina, la daidzeina, la hesperitina (Tian et al., 2009) y en mucho menor medida,
las antocianinas (Tomas-Barberan et al., 2006). Sin embargo, la biodisponibilidad de
algunos polifenoles en humanos puede ser muy diferente. De acuerdo a una revision
sistematica, el acido galico y las isoflavonas tienen un alto grado de absorcion, seguido
por las catequinas, flavononas y la quercetina glicosilada y, finalmente, las
proantocianidinas y antocianinas tienen el menor grado de absorcién (Manach et al.,
2005).

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que el EA-PG también produce
un efecto tipo antidepresivo al ser administrado por la via i.p., el cual es mayor que por
la via oral a la misma dosis. De forma similar a nuestros resultados otros estudios
también han determinado un mayor efecto por la via i.p. que por la via oral. Por
ejemplo, un estudio realizado por Kimani et al. en 2018 determind el efecto
hiperglicemiante de 200 mg de un extracto acuoso de hojas de Vernonia lasipus (rico
en flavonoides, taninos, alcaloides y esteroles) por via oral y por via i.p., concluyendo
que la via de administracion i.p. es mas efectiva que via oral. También, Ogundajo et
al. (2014). determinaron que la quercetina, un flavonoide que también se encuentra en
la granada, produce un efecto antioxidante y hepatoprotector significativamente mayor
por la via i.p. que la via oral a las mismas dosis (560 mg/kg). En este sentido, esta bien
esta bien establecido que, en general, la biodisponibilidad de los farmacos es mayor
por la via i.p. que por la via oral. Esto, principalmente porque el farmaco es depositado
en el fluido peritoneal, entre el mesotelio parietal y el mesotelio visceral, los cuales
estan extensamente irrigados y cuentan con microvellosidades en las células
mesoteliales que ofrecen un area superficial extensa, y que facilitan la absorcién rapida
de los farmacos. Adicionalmente, el area cuenta con el transporte de moléculas de

mayor tamafio a través de la via linfatica. Los mecanismos de absorcion por esta via
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son dos principales: difusion y conveccion, los cuales estan determinados por el area
superficial (A), el gradiente de concentracion de solutos (AC) y la permeabilidad del
soluto (Ps): Abs=A*AC* Ps (Al Shoyaib et al., 2020). A pesar de esto, en algunos casos
especificos puede haber efectos terapéuticos que son mas favorecidos por la
administracion oral que por la via i.p. Por ejemplo, en un estudio realizado por Galindo
et al. (2012), la administracion crénica de quercetina (10 mg/kg) por la via oral probd
ser mas efectiva que la via i.p. para producir efectos protectores cardiovasculares en
ratas espontaneamente hipertensas. En este caso, los autores sugieren que esto pudo
deberse a que, por la via oral, la quercetina es expuesta al metabolismo de las enzimas
y de la microbiota intestinal, lo cual facilita la absorcion de la forma agliconada de la

quercetina.

En resumen, tomando lo anterior en cuenta, es posible sugerir que el efecto tipo
antidepresivo del EA-PG por via oral sea resultado, tanto de las urolitinas (derivadas
de la biotransformacién de los elagitaninos por la microbiota intestinal) como de los
flavonoides que no requieren ser biotransformados -e.g. quercetina, kaempferol,
coumestrol, genisteina, daidzeina-. En general, las caracteristicas fisicoquimicas de
todas estas moléculas resultan mas favorables para atravesar la barrera
hematoencefalica y ejercer acciones directamente en el SNC. De hecho, algunos
flavonoides como genisteina, quercetina, rutina, hesperidina y cumestrol han probado
ejercer acciones antidepresivas en modelos animales (Cai et al., 2017; Holzmann et
al., 2015; Kageyama et al., 2010; Machado et al., 2008; A. a. Walf et al., 2004) y en
humanos (Atteritano et al., 2014; Cheng et al., 2007). No obstante, es posible que la
administraciéon del EA-PG por via i.p. sea mas efectiva que por la via oral debido a que
la via i.p. favorece, en mayor medida, la biodisponibilidad de muchos de los polifenoles
contenidos en la granada incluyendo los flavonoides. Esto, en conjunto con las ya bien
conocidas propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y cardiovasculares de la
granada, podrian ser las principales razones de la diferencia en el efecto tipo

antidepresivo entre ambas vias de administracion.
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5.1.2. El efecto tipo antidepresivo del EA-PG por via i.p. esta mediado por los
ERs

Los fitoestrégenos son compuestos no esteroideos derivados de las plantas que
interactian a los ERs, pero con menor afinidad que el estradiol endogeno.
Recientemente han sido utilizados como un tratamiento alternativo a la TRH para los
sintomas de la menopausia debido a su eficacia con menos efectos adversos que la
TRH, debido a su actividad antiproliferativa y a su efecto protector cardiovascular. Se
ha determinado que la granada posee un potente efecto quimiopreventivo frente a
tumores hormono-dependientes (cancer de mama y proéstata) relacionado con su
contenido de compuestos estrogénicos (Adams et al., 2010; Albrecht et al., 2004). En
este trabajo se determind que el efecto tipo antidepresivo del EA-PG, administrado por
via i.p. en ratas OVX, requiere de la participacion de los ERs, sugiriendo que los
compuestos estrogénicos que contiene la granada participan en dicho efecto
antidepresivo. Este resultado coincide con experimentos anteriores de nuestro
laboratorio, en los cuales se demostrd la participacion de los ERs en el efecto tipo
antidepresivo del EA-PG administrado por via oral en ratas OVX (Valdés-Sustaita et
al., 2017). En ambos casos, condiciones de privacion estrogenos se utilizaron, lo que
significa que la activacién de los ERs sélo pudo estar dado por compuestos exdgenos
con actividad estrogénica. Asimismo, la administracion del EA-PG por via i.p. confirma
que la granada contiene compuestos que no requieren ser biotransformados por la
microbiota intestinal para producir el efecto antidepresivo mediado por los ERs. Se ha
determinado que algunos de estos fitoestrégenos son: el coumestrol, la luteolina, la
genisteina y la daidzeina, la quercetina y el kaempferol, el acido elagico y la cianidina
(Kotsiou y Tesseromatis, 2015; Papoutsi et al., 2005; van Elswijk et al., 2004; Vini y
Sreeja, 2015), de los cuales, hasta el momento, la genisteina es el unico fitoestrogeno
que ha probado inducir acciones en el SNC al administrarse por via i.p. (Rodriguez-
Landa et al., 2009), por lo que se necesitarian mas experimentos para establecer una
relacion directa de dichos fitoestrégenos con las acciones antidepresivas de la

granada.
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5.1.3. El ERp participa en el efecto tipo antidepresivo el EA-PG

La participacion de los ERs en el efecto tipo antidepresivo del EA-PG fue
confirmada en experimentos previos. Por lo tanto, el objetivo 4 de este estudio fue
enfocado en determinar la funcién especifica de cada subtipo de ERs utilizando
antagonistas selectivos a ERa (TPBM) y ERB (PHTPP). Nuestros resultados mostraron
que el efecto tipo antidepresivo del EA-PG fue bloqueado por el antagonista selectivo

a ERp, pero no por el ERa, lo cual confirma la implicacién del ER.

Los ERs (a y B) son considerados receptores nucleares homdlogos cuya
estructura proteica consiste en 5 dominios, los cuales presentan diferencias de mas
del 40% en el dominio de union al ligando, por lo que pueden ser activados por ligandos
(Kuiper et al., 1997). En particular, el efecto antidepresivo de los estrogenos ha sido
relacionado principalmente con la activacion del ERB. Por ejemplo; en estudios
preclinicos, compuestos SERMs y agonistas del ERB han producido acciones
antidepresivas en ratas OVX, mientras que los agonistas del ERa no produjeron
diferencias significativas (Walf et al., 2004; Walf y Frye, 2007; Yang et al., 2014).
También, los ratones OVX knockout para el ERB (BERKO), pero no para el ERa
(aERKO), presentan mas conductas tipo depresivas y no responden a los tratamientos
con compuestos estrogénicos (Rocha et al., 2005; Walf y Frye, 2007). Finalmente,
tomando en cuenta que los fitoestrégenos han demostrado tener una mayor afinidad
por ERB (Kostelac et al., 2003; Kuiper et al., 1998; Manas et al., 2004; Zand et al.,
2000; Zava et al., 1997b), una explicacion a nuestros resultados seria que se esté
dando una modulacion directa del ERp por los fitoestrégenos contenidos en el EA-PG.
En este sentido, el cumestrol, la genisteina, la apigenina y el kaempferol, que son
fitoestrogenos presentes en la granada, han demostrado poseer una afinidad
significativamente mayor por el ERB que por ERa (Kuiper et al., 1998). No obstante,
seria necesario confirmar su relacion con las acciones antidepresivas del EA-PG en

experimentos futuros.

Por otra parte, en este trabajo la participacién del ERB en el efecto tipo
antidepresivo del EA-PG se determiné siguiendo un esquema de administracion
subcronico (3 admones./1 dia), lo cual llama la atencién debido a que los receptores

nucleares (ERa y ERP) han sido relacionados principalmente con las acciones
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genomicas (lentas) de los estrogenos. No obstante, de forma similar a nuestros
resultados, un estudio también reportdé acciones antidepresivas y ansioliticas al
administrar una sola dosis de agonistas selectivos para el ERB (DPN y coumestrol)
pero no para ERa ( Walf et al., 2004). Hasta el momento se desconocen los
mecanismos especificos involucrados en los efectos rapidos de los estrégenos
mediados por el ERB. Un estudio sugirié que la modulacion del ERB por compuestos
estrogénicos puede tener lugar en el hipocampo. Esto, luego de observar efectos tipo
antidepresivos y tipo ansioliticos tan solo 10 minutos después de su infusién directa en
dicha area (Walf & Frye, 2007). Al respecto, también es importante tomar en cuenta
que los ERs nucleares también pueden ser activados por vias indirectas, en las cuales
proteinas intracelulares como cinasas, citocinas, factores de crecimiento, entre otras,
pueden inducir efectos rapidos. Sin embargo, esta teoria tendria que ser comprobada

con estudios posteriores.

5.1.4. El sistema serotoninérgico esta implicado en el efecto tipo antidepresivo
del AE-PG

En este estudio se determind que la neurotoxina 5,7-DHT bloquea el efecto tipo
antidepresivo del EA-PG. La actividad general del sistema serotoninérgico esta
regulada principalmente a través de los receptores a serotonina SHT1A, los cuales se
encuentran ampliamente expresados en los nucleos del rafé (principal fuente de
neuronas serotoninérgicas) y ejercen una regulacion negativa (Ohno, 2012). En
nuestros resultados, la neurotoxina 5,7-DHT bloqued parcialmente el efecto tipo
antidepresivo del EA-PG administrado por via i.p., lo cual sugiere que dicho efecto

requiere del sistema serotoninérgico para producirlo.

El sistema serotoninérgico tiene un papel muy importante en la neurobiologia
de la depresién (Andrews et al., 2015b). La hipbétesis monoaminérgica de la depresion
establece que una disminucién en las concentraciones de monoaminas (5-HT, NA y
DA) en algunas areas cerebrales, puede contribuir al desarrollo de sintomas
depresivos (Walker, 2013). No obstante, los farmacos que regulan la funcién del
sistema serotoninérgico siguen siendo la opcion terapéutica mas utilizada en la clinica
(Beyer et al., 2018). Tanto en estudios preclinicos (Bethea et al., 2002; Pestana-

Oliveira et al., 2018) como en estudios clinicos (Gressier et al., 2014; Grochans et al.,
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2013), las alteraciones del sistema serotoninérgico relacionadas a la fluctuacion
estrogénica han sido ampliamente reportadas. En este sentido, la funcion reguladora
del estado de animo de los estrégenos se ha relacionado estrechamente con su
interaccion con el sistema serotoninérgico y la activacion de los ERs, en particular del
ERB. Por ejemplo, se sabe que el efecto tipo antidepresivo de los estrogenos requiere
la participacion del receptor SHT1A presinaptico (Estrada-Camarena et al., 2006) y
postsinaptico (Lépez-Rubalcava et al., 2005). Ademas, el sistema serotoninérgico
parece estar asociado con el ERB ya que estos receptores colocalizan con el receptor
S5HT1A en los nucleos dorsal y medial del rafé en el macaco (Gundhlah et al., 2001),
el cobayo (Lu et al., 1999) y la rata (Lu et al., 2001), y con el receptor SHT2A en la
corteza cerebral de la rata, donde los estrégenos regulan positivamente su expresion
(Biegon et al., 1983; Sumner y Fink, 1997; Cyr et al., 1998). De esta manera, la
activacion del ERB aumenta la expresion de las enzimas TPH 1 y 2, enzimas
encargadas de la biosintesis de 5-HT, en las terminales sinapticas de las neuronas
que proceden de los nucleos del rafé (Donner y Handa, 2009; Gordon et al., 2015;
Yang et al., 2014).

En linea con esta evidencia, en el presente estudio se determiné que el EA-PG
requiere tanto del ERB como del sistema serotoninérgico para producir su efecto tipo
antidepresivo en ratas OVX, lo cual sugiere que el EA-PG probablemente contiene
fitoestrogenos que producen un perfil de accion antidepresiva como el de los
estrégenos. Varios estudios han reportado acciones antidepresivas de fitoquimicos
como el acido elagico y varios flavonoides contenidos en la granada, mediadas por
monoaminas (incluyendo 5-HT). El &cido elagico, uno de los principales componentes
de la granada, produjo un efecto tipo antidepresivo mediado por los sistemas
serotoninérgico y noradrenérgico en ratones hembra(Girish et al., 2012). Por otra parte,
la genisteina, un fitoestrégeno con alta afinidad al ERB (Manas et al., 2004), produce
acciones tipo antidepresivas a través de la modulacion del sistema serotoninérgico en
ratas OVX (Kageyama et al., 2010). Asimismo, kaempferol, apigenina, quercetina y
rutina, flavonoides con acciones estrogénicas también presentes en la granada, han
probado actuar como IMAOS (Lee et al.,, 2001; Sloley et al., 2000). También, la
hesperidina produce acciones antidepresivas dependientes de la activacion de los

receptores a serotonina 5SHT1A (Souza et al., 2013). La rutina y la naringenina también
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han mostrado efectos antidepresivos, los cuales fueron bloqueadas con un inhibidor
de la sintesis de 5-HT y de NA (Machado et al., 2008; Yi et al., 2010). La acacetina, un
flavonoide recientemente identificado en la granada (El-Hadary y Taha, 2020), ha
mostrado acciones antidepresivas que estan mediadas por el receptor 5HT1A, con un
incremento concomitante de 5-HT en el hipotalamo, en la corteza frontal y en el

hipocampo (Xiao et al., 2019).

5.1.5. La punicalagina contribuye al efecto tipo antidepresivo del EA-PG

Los experimentos anteriores de este estudio se realizaron con el EA-PG, un
extracto acuoso de granada fabricado en Nutracitrus, una empresa espafola
especializada en la elaboracion de productos de origen natural, incluyendo extractos.
El EA-PG se obtuvo a partir del fruto de la granada completo, por lo tanto, contiene
compuestos no solo de la parte comestible (semillas y arilos) sino también los
compuestos contenidos en la cascara. El contenido especifico de polifenoles es el
siguiente: elagitaninos: 15,77 + 0,15 mg/g (punicalagina a: 2,08 + 0,04 mg/g,
punicalagina B: 3,38 + 0,07 mg/g; acido elagico, -agliconado: 6,33 £ 0,04 mg/g, -
gliconado: 3,97 £ 0,15 mg/g) y antocianinas: 2,09 + 0,23 mg/g (Gonzalez-Trujano et
al., 2015).

Parte de nuestro interés en el estudio tipo antidepresivo de este extracto se
enfocd en identificar si existen compuestos especificos que jueguen un papel
determinante en dicho efecto. Por ello en este estudio, el fruto de granada completo
de un cultivo local de la Ciudad de México se procesé para obtener un extracto y

evaluar su actividad tipo antidepresiva.

El perfil cromatografico del Extracto Inicial, derivado de la extraccién acuosa
simple de las granadas de cultivo local, fue muy similar al del EA-PG, ya que ambos
presentaron las mismas sefales a los mismos TR, entre ellas, la de la punicalagina
(TR: 5.47 min) y la del acido elagico (TR:8.96 min) (Figura). En ambos casos, el
contenido de punicalagina fue mayor que el del acido elagico. En contraste, el perfil
cromatografico del Extracto Final, precipitado obtenido del Extracto Inicial posterior a
la extraccidn con solventes organicos, mostré unicamente la presencia del acido

elagico, lo cual sugiere que varios compuestos, incluyendo la punicalagina, se
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perdieron a lo largo del proceso de extraccion. Por otra parte, al evaluar la actividad
del Extracto Final en la PNF, se determin6 que no indujo acciones tipo antidepresivas,
posiblemente debido a la ausencia de punicalagina. No obstante, es importante
considerar que, ademas de la punicalagina y del acido elagico, los cromatogramas del
Extracto Inicial y del EA-PG mostraban otros dos compuestos que no fueron
identificados y que tampoco se encontraron en el Extracto Final. En este sentido, es
relevante mencionar que tanto el Extracto Inicial como el EA-PG, tenian un color
rojo/rosado intenso, a diferencia del Extracto Final, el cual tenia un color amarillento
opaco. Con relacién a esto, se sabe que los compuestos responsables de la
pigmentacién roja caracteristica de la granada son las antocianinas, compuestos de
tipo flavonoide que, de acuerdo con la caracterizacion fisicoquimica del contenido del
EA-PG, se encuentran también en grandes cantidades (Gonzalez-Trujano et al., 2015).
Al igual que la mayoria de los flavonoides, las antocianinas se encuentran en las
plantas en su forma glicosilada, lo cual incrementa considerablemente su polaridad.
Sin embargo. Es posible que, debido al proceso de la extraccion acuosa inicial, éstos
hayan quedado predominantemente en su forma agliconada. Es frecuente que al
utilizar solventes organicos de baja polaridad como primera opcion para aislar
compuestos naturales, se arrastren otras moléculas, especialmente si contienen
grupos fenoles aromaticos o metilados, como los flavonoides (Bart, 2011). No
obstante, seria necesario realizar mas experimentos para determinar la naturaleza de

estos compuestos.

Dado que la ausencia de punicalagina se asoci6 con la falta de actividad tipo-
antidepresiva del Extracto Final, el efecto tipo antidepresivo de la punicalagina y del
acido elagico se evalué en la PNF. El acido elagico, no produjo un efecto tipo
antidepresivo, lo cual difiere con lo reportado; el acido elagico ha mostrado inducir
acciones tipo antidepresivas (Dhingra y Chhillar, 2012; Kalshetti et al., 2015) a través
de la modulacién de los sistemas monoaminérgicos (serotoninérgico y noradrenérgico)
(Dhingra y Chhillar, 2012; Girish et al., 2012), del BDNF hipocampal (Bedel et al., 2018)
y del 6xido nitrico dependiente del glutamato (NMDA-NO) (Lorigooini et al., 2019). Es
importante tomar en cuenta que todos estos estudios fueron realizados en ratones
macho, por lo que puede haber factores dependientes del sexo o de la especie que

puedan estar influyendo en la inactividad tipo antidepresiva del acido elagico. Por otra
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parte, una limitacion importante de este experimento es que no se exploraron dosis
menores del acido elagico, por lo que no es posible descartar que la ausencia de efecto

se deba a que la dosis esté fuera del rango terapéutico.

Por otra parte, la administracion crénica de punicalagina si produjo un efecto
tipo antidepresivo en la PNF. Es relevante mencionar que, hasta el momento no
existen datos de acciones antidepresivas de la punicalagina, por lo que este seria el
primer reporte. Con relacion a este resultado, es dificil proponer algun mecanismo
directo que lo explique debido a que actualmente no hay informacién de la
farmacocinética de la punicalagina administrada por via i.p., ni de su accion directa en
el SNC. Los efectos de los polifenoles en la funcién cerebral han sido explicados a
través de los efectos periféricos que producen y que indirectamente influyen en el
funcionamiento del SNC. En particular, las propiedades neuroprotectoras de los
polifenoles han sido atribuidas a su capacidad antioxidante y antiinflamatoria, las
cuales previenen al cerebro de ser expuesto al estrés oxidativo y al dafio tisular por
sobreexposicion a mediadores proinflamatorios, respectivamente (Trebaticka y
wurackova, 2015). De hecho, algunas condiciones neurolégicas y psiquiatricas, entre
ellas la depresién, han sido estrechamente relacionadas con procesos inflamatorios
cronicos y con una actividad antioxidante insuficiente (Vavakova et al., 2015). En este
caso, la punicalagina es una molécula de gran peso molecular y con caracteristicas
fisicoquimicas que no favorecen su paso por la BHE, por lo que es posible que el efecto
tipo antidepresivo que observamos sea resultado de sus acciones antioxidantes y
antiinflamatorias a nivel sistémico, lo que se refleja en el mejoramiento de la funcion
del SNC.

Los mecanismos especificos a nivel molecular de la actividad neuroprotectora
de los taninos hidrolizables como la punicalagina no se conoce por completo, sin
embargo, algunos elementos importantes se han determinado. Con respecto a su
actividad antiinflamatoria, se sabe que inhibe a mediadores inflamatorios que como el
factor de necrosis tumoral (TRAF-6), NFk3, TNFa y citocinas proinflamatorias como IL-
6 e IL-2, lo cual previene la sobreactivacion de la microglia y los astrocitos, las células
inmunes cerebrales. Con respecto a su actividad antioxidante, los taninos hidrolizables

producen la atenuacion de los radicales libres que generan estrés oxidativo e inducen
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la expresion de genes de antioxidantes endégenos como la super oxido dismutasa
(Hussain et al., 2019). No obstante, llama la atencién que, en nuestros resultados, la
punicalagina produjo un incremento en la conducta de escalamiento en la PNF, lo cual

sugiere que su efecto tipo antidepresivo esta modulado por el sistema noradrenérgico.

El sistema noradrenérgico juega un rol muy importante en el desarrollo y de
trastornos, ya que, al igual que la 5-HT, la desregulacion en sus niveles promueve el
desarrollo de sintomas depresivos. No obstante, ademas de su funcion reguladora del
estado de animo, el sistema noradrenérgico participa en la modulacién de otros
procesos importantes como la neuroinflamacién dependiente de la microglia y los
astrocitos (Giorgi et al., 2020). Esto es relevante debido a que los sintomas depresivos
también se han asociado con un incremento en la neuroinflamacion (Johnson et al.,
2005; Setiawan et al., 2015). En particular, el Locus Coeruleus, principal nucleo
noradrenérgico en el cerebro- El Locus Coeruleus ejerce un control inhibitorio de la
activacion de la microglia a través de la inhibiciéon de la produccion de interleucinas
proinflamatorias como IL-10 o TNFa (Feinstein et al., 2002), y a través de la activacion
de mediadores antiinflamatorios -e.g. el receptor gamma activado por proliferador de
peroxisoma (PPAR-y)(Klotz et al., 2003). Por su parte, el PPAR-y es un factor de
transcripcion que también ha sido relacionado con la biosintesis de neuroesteroides,
que contribuyen a la regulacion del estado de animo (Colle et al., 2017; Matrisciano y
Pinna, 2020). Adicionalmente, el Locus Coeruleus favorece el estado de reposo de la
microglia y de los astrocitos a través de la inhibicion del NF-kB (principal activador de
la respuesta inflamatoria en la microglia)(Feinstein et al., 2016), de la disminucion de
la expresion del complejo de histocompatibilidad (MHC-II) y de la inhibicion de las
enzimas NOS y COX-2 (Giorgi et al., 2020). Por lo tanto, dado que la punicalagina
disminuye el estrés oxidativo y la inflamacién en el organismo, incluyendo el cerebro,
es posible que la actividad noradrenérgica reflejada en la conducta de escalamiento
sea consecuencia de la activacion del nucleo noradrenérgico, Locus Coeruleus, al ser
éste, uno de los principales reguladores de la neuroinflamacion. No obstante, sera

necesario confirmar esta hipétesis en experimentos futuros.

En comparacién con el EA-PG (via i.p.), la punicalagina induce un perfil

conductual diferente en la PNF, lo cual sugiere que actuan a través de mecanismos
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distintos. Por un lado, el efecto tipo antidepresivo de la punicalagina estuvo
acompanado de un aumento en la conducta de escalamiento, asociado a la
modulacién del sistema noradrenérgico. En contraste, el efecto tipo antidepresivo del
EA-PG estuvo acompafiado de un aumento en la conducta de nado, asociada a la
modulacion del sistema serotoninérgico. En este sentido, se sabe que los extractos de
productos naturales pueden tener ventajas en comparacién con los compuestos
naturales individuales, ya que pueden tener multiples blancos terapéuticos
simultaneos (Pandey et al., 2011). Por lo tanto, es posible que el efecto del EA-PG sea
resultado de la sinergia de los mecanismos de cada uno de sus componentes, entre
ellos, la participacion del ERB y del sistema serotoninérgico determinados en el
presente trabajo. No obstante, la punicalagina también podria estar contribuyendo al
efecto tipo antidepresivo del EA-PG con un mecanismo alterno, probablemente
asociado a sus potentes propiedades antioxidantes y antiinflamatorios. Sin embargo,

experimentos especificos para determinar esta posibilidad quedan como perspectiva.

121



SECCION VI

6.1. CONCLUSIONES
El efecto tipo antidepresivo del EA-PG, i.p., en ratas OVX es producido por
compuestos que no requieren de la intervencion de la microbiota intestinal para su
biotransformacion. El efecto tipo antidepresivo del EA-PG requiere de la participacion
del ERP y del sistema serotoninérgico, donde la punicalagina, la cual se encuentra en
concentraciones abundantes en el EA-PG, contribuye en el efecto tipo antidepresivo a
través de mecanismos independientes al sistema serotoninérgico y que parecen

involucrar al sistema noradrenérgico.

6.2. PERSPECTIVAS

El efecto tipo antidepresivo del EA-PG requiere del ERB y del sistema
serotoninérgico, por lo que establecer alguna correlacion en la expresién y/o
funcionamiento del ERB con algun elemento clave del sistema serotoninérgico en
areas relevantes para la neurobiologia de la depresion (e.g. hipocampo, nucleos del
rafé), seria de gran utilidad para esclarecer dicho mecanismo. Ademas, considerando
que el EA-PG posee un alto contenido de fitoestrogenos, con alta afinidad por el ER[
y con actividad antidepresiva (e.g. genisteina, coumestrol, quercetina, kaempferol),
seria importante estudiar sus efectos de manera individual y su relacién con el efecto
tipo antidepresivo del EA-PG. Por otro lado, en este estudio se contemplé determinar
la participacion de los ERs nucleares, sin embargo, dado al papel tan importante que
también desempefian los receptores membranales a estrogenos en el SNC, seria
importante incluir su estudio en la caracterizacién del efecto tipo del EA-PG. Con
respecto al sistema serotoninérgico, estudiar el papel de algunos de sus elementos en
el efecto tipo antidepresivo del EA-PG, como los receptores a serotonina 5SHT1A (pre
y postsinaptico) y 5SHT2A, y el SERT podrian ser claves para obtener mas informacion
acerca de como participan en dicho efecto. Adicionalmente, es importante tomar en
cuenta que el estudio del efecto tipo antidepresivo del EA-PG (i.p.) en este trabajo tuvo
como principal objetivo la exploracion de mecanismos de interés terapéutico. No

obstante, para establecer las propiedades farmacologicas del EA-PG para su
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traduccidn a la clinica, seria importante realizar una caracterizacion del efecto tipo del

EA-PG administrado por via oral.

Con respecto a los efectos conductuales producidos por la punicalagina en la
PNF, éstos sugieren que su efecto tipo antidepresivo esta mediado por los sistemas
cateloaminérgicos (DA y NA), por lo que seria necesario corroborar su participacion.
Finalmente, también seria importante determinar si su efecto tipo antidepresivo esta

relacionado con su potente actividad antioxidante y antiinflamatoria.
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