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RESUMEN

La depresién es uno de los trastornos psiquiatricos mas comunes a nivel mundial, y que esta
relacionado con altos niveles de estrés. Aunque existen diferentes terapias farmacoldgicas
basadas principalmente en la modulacién de las vias de neurotransmision monoamineérgicas,
solamente el 50% de los pacientes tratados reporta mejorias, aparte de ser necesarias al menos
dos semanas de tratamiento para comenzar a experimentarlas. Dados estos inconvenientes, es
de suma importancia buscar tratamientos alternativos para la depresién cuyo blanco terapéutico
sea distinto a los tratamientos tradicionales.

Se propone al sistema glutamatérgico como una alternativa, ya que en diversos estudios clinicos
y preclinicos se ha observado que la administracion de antagonistas glutamatérgicos, como la
ketamina o el MK-801 (antagonistas no competitivos del receptor NMDA), induce efectos
antidepresivos rapidos. Sin embargo, hay pocos estudios que analicen esta posibilidad y los
resultados son inconsistentes.

El objetivo general de este trabajo fue el de evaluar los efectos antidepresivos del MK-801
administrando de manera aguda o subcronica en dos cepas de rata con diferente sensibilidad
al estrés (Wistar y WKY). También se estudi6 el efecto de la combinacion de dosis sub-6ptimas
de MK-801 con antidepresivos clasicos como la desipramina (antidepresivo noradrenérgico) o
sertralina (inhibidor de la recaptura de serotonina). Por ultimo, se analizé la participacion del
sistema serotoninérgico y noradrenérgcio en el mecanismo de accion del MK-801.

Los resultados muestran que el MK-801 tanto agudo como subcronico tuvo un efecto
antidepresivo caracterizado por una disminucién en la conducta de inmovilidad y un aumento
en la conducta de nado, en ambas cepas. La cepa WKY fue mas sensible al efecto del farmaco
puesto que presenta un efecto antidepresivo a dosis menores que en la cepa control. Por su
parte, la desipramina sola presentd un efecto antidepresivo caracterizado por una reduccion en
la conducta de inmovilidad y un aumento en la conducta de escalamiento, en ambas cepas;
mientras que la sertralina present6 un efecto antidepresivo caracterizado por una reduccion en
la conducta de inmovilidad y un aumento en la conducta de nado. En todos los casos, la cepa
WKY fue mas sensible a los efectos de los farmacos ya que se presentaron efectos tipo
antidepresivos a dosis menores en comparacion con la cepa Wistar.

Unicamente en la cepa WKY la combinacién de farmacos (MK-801+DMI y MK-801+sertralina)
presentd un efecto tipo antidepresivo, disminuyendo la conducta de inmovilidad e
incrementando la conducta de nado en ambos casos.

Al depletar el sistema serotoninérgico y el sistema noradrenérgico con las neurotoxinas
especificas PCPA y DSP4, se observo un efecto tipo antidepresivo del MK-801, principalmente



en la cepa WKY. Se sugiere que el MK-801 estimula un mecanismo compensatorio a traves del
sistema dopaminérgico, que le permite seguir teniendo efectos tipo antidepresivo.

En conclusion, la cepa WKY fue mas sensible al efecto antidepresivo de los tratamientos
evaluados. El efecto antidepresivo de MK-801 parece estar mediado por el sistema
serotoninérgico, sin embargo, en ausencia de serotonina el MK-801 parece ejercer sus efectos
a través de la estimulacion de los sistemas de neurotransmision catecoloaminérgicos.



ABSTRACT

Depression is one of the most common psychiatric disorders worldwide, and it is related to high
stress levels. Although there are different pharmacological therapies already available, about
50% of the patients with depression find no relieve, and the ones that do, have to wait up to two
weeks of treatment before experimenting any clinical improvement. Given these drawbacks, the
search for alternative treatments, focusing on different neurotransmission pathways is
imperative.

The glutamatergic system has been proposed as one of the possible alternatives. Several
preclinical and clinical studies have shown that the administration of glutamatergic antagonists,
such as ketamine or MK-801 (non-competitive antagonists of the NMDA receptor), induce rapid
antidepressant effects. However, the results are inconsistent. Therefore, the main goal of this
work was to evaluate the antidepressant-like effects of the subcronic and acute administration
of MK-801 in two rat strains with different stress sensitivity (Wistar and WKY). The effect of the
combination of sub-optimal doses of MK-801 with classical antidepressants such as desipramine
(noradrenergic antidepressant) or sertraline (serotonin reuptake inhibitor) was also studied.
Finally, the participation of the serotoninergic and noradrenergic systems in the mechanism of
action of MK-801 was analyzed.

The results show that both, acute and subchronic MK-801 administration, had an antidepressant
effect characterized by a decreased immobility behavior and an increased swimming behavior
in both strains. Desipramine alone had an antidepressant-like effect characterized by a reduction
in immobility behavior and an increase in climbing behavior in both strains; whereas sertraline
presented an antidepressant-like effect characterized by a reduction in immobility behavior and
an increase in swimming behavior. In all cases, the WKY rats showed a better response to
treatment since lower doses of antidepressants were needed to elicit a therapeutic effect.

Only in the WKY strain the combination of drugs (MK-801 + DMI and MK-801 + sertraline) had
an antidepressant-like effect, decreasing the immobility behavior and increasing the swimming
behavior in both cases.

When depleting the serotonergic system and the noradrenergic system with the specific
neurotoxins, PCPA and DSP4, an antidepressant-like effect of MK-801 was observed, mainly in
the WKY strain. It is suggested that the MK-801 stimulate a compensatory mechanism through
the dopaminergic system, which allows it to continue having antidepressant-type effects.

In conclusion, the WKY strain was more sensitive to the antidepressant effect of the evaluated
treatments. The antidepressant effect of MK-801 seems to be mediated by the serotoninergic
system, however, in the absence of serotonin, MK-801 seems to exert its effects through the
stimulation of other catechoamine neurotransmission systems.
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l. INTRODUCCION

1. DEPRESION

1.1 Definicién de la Depresion

La depresion es un trastorno psiquiatrico que se caracteriza por sentimientos de tristeza,
pérdida de interés en actividades que anteriormente se disfrutaban (anhedonia), cambios en el
apetito (pérdida o ganancia de peso), insomnio o hipersomnia, fatiga excesiva, agitacion o
retraso psicomotor, sentimientos de culpa, baja autoestima, disminucién de la capacidad para
concentrarse y/o para tomar decisiones y pensamientos suicidas (American Psychiatric
Association, APA, 2014).

Este trastorno tiene comorbilidad con una gran cantidad de problemas fisicos y emocionales
gue disminuyen las habilidades funcionales de la persona que la padece, tanto en su vida laboral
como personal. Debido a la severidad de sus sintomas es una de las principales causas de
discapacidad a nivel mundial (OMS,2015).

Aproximadamente el 60 % de los individuos que sufrieron un episodio depresivo podrian sufrir
un segundo, y alrededor del 70% de las personas que presenta dos episodios depresivos
probablemente presentaran un tercer episodio, la probabilidad de que estos ultimos sufran un

cuarto episodio incrementa hasta un 90% (Pettit y cols. 2006).
1.2 Clasificacion de los trastornos depresivos

De acuerdo con el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM-V,2014)

los trastornos depresivos se clasifican en:

o Trastorno depresivo mayor

o Trastorno de desregulacion disruptiva del estado de &nimo

o Trastorno depresivo persistente (distimia)

o Trastorno disforico premenstrual

o Trastorno depresivo inducido por alguna sustancia /medicamento
o Trastorno depresivo debido a otra afeccibn médica.



El rasgo comun de todos los trastornos depresivos es la presencia de un estado de animo triste,
o irritable acompafiado de cambios sométicos y cognitivos que afectan significativamente la
capacidad funcional del individuo. Lo que los diferencia es la duracion, la presentacion temporal
o la etiologia del trastorno (DSM-V,2014).

Particularmente el trastorno depresivo mayor representa el trastorno clasico de este grupo. Se
caracteriza por la presencia de episodios depresivos que deben persistir durante al menos dos
semanas, tiempo durante el cual existe un estado de animo deprimido o perdida de interés o de
placer en la mayoria de las actividades que realiza el paciente (DSM-V,2014). Ademas, para
gue un episodio depresivo mayor sea considerado como tal, el paciente debe experimentar al
menos cuatro de los siguientes sintomas: cambios en el apetito, cambios en el peso corporal,
alteraciones en la actividad psicomotora, fatiga, sentimientos de inutilidad o culpa, dificultad
para pensar o concentrarse, dificultad para tomar decisiones y pensamientos recurrentes de

muerte o ideacion suicida, e incluso planes o intentos de suicidio (DSM-V,2014).
1.3 Epidemiologia de la depresién

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) report6 en el afio 2015 que aproximadamente 350
millones de personas alrededor del mundo padecian este trastorno, siendo mayor la prevalencia
en mujeres que en hombres (5.1 % vs 3.6 respectivamente). Los grupos con mayor
susceptibilidad son los jovenes y los adultos mayores (Figura 1). Ademas, la depresion es una
de las principales causas de suicidio a nivel mundial, tan solo en el afio 2015 se suicidaron
cerca de 800,000 personas, convirtiendo al suicidio en la segunda causa de muerte en jovenes

de entre 15 a 29 afos.
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Figura 1 Prevalencia a mundial de trastornos depresivos, por edad y sexo. Modificada de World Health
Organization, 2017.

De acuerdo con la Entrevista Nacional de Comorbilidad realizada en México entre el afio 2001
y 2002 a un total de 5,782 personas de entre 18 y 65 afos, se encontro a la depresién como el
tercer trastorno psiquiatrico mas frecuente. En esta encuesta se reportd que el 9.2% de la
poblacién mexicana ha tenido por lo menos un episodio depresivo a lo largo de la vida, con una
prevalencia anual del 4.8 %. Con respecto a la prevalencia de los trastornos depresivos en esta
encuesta se encontr6 que el 7.8% de los encuestados presentan depresion mayor, con una tasa

de 2.5 mujeres por cada varon (INEGI,Encuesta Nacional de Cormobilidad, 2015).

Otro estudio publicado por Bello y cols. 2005, reporté que en el afio 2002 en México la
prevalencia de mujeres mexicanas menores de 40 afios de edad que sufrian depresion era
significativamente menor que en los grupos de entre 40 a 59 afios y de 60 o0 mas. En este
estudio también se reporté que en los 3 grupos analizados las mujeres presentan mayor

incidencia de depresion que los hombres (Figura 2).
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Figura 2 Prevalencia de episodios depresivos por sexo y edad en México durante el 2002. Modificada
de Bell6 et al., 2005.

En afios mas recientes, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en la Encuesta
Nacional de Hogares 2015 reporté que en México existian 34.85 millones de personas que
habian presentado depresion, de las cuales 14.48 millones son hombres y 20.37 millones son
mujeres. EI INEGI también report6 que el 27.7% de los encuestados que presentaron depresion
tenian 7 afios 0 mas, y este porcentaje se incrementaba con respecto a la edad, siendo el grupo

de 65 afios o0 mas el que mostréo mayor prevalencia de depresion con un 42.9% (figura 3).

Interesantemente, del total de personas que reportaron depresion, sélo 1.63 millones se

encontraban bajo tratamiento farmacologico.
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Figura 3 Porcentaje de integrantes del hogar de 7 afios y mas con depresion, por grupos de edad en
México durante del 2015. Modificada de Encuesta Nacional de Hogares , INEGI, 2015



2. Neurobiologia de la depresién

2.1 Areas Cerebrales

En diversas investigaciones se ha tratado de encontrar que areas y circuitos neuronales se ven
afectados en los individuos que sufren depresion. Con ayuda de técnicas sofisticadas de
resonancia magnética funcional e imagenologia se han podido analizar las lesiones cerebrales
relacionadas con los trastornos del estado de &nimo, encontrando la presencia de dafio en las
redes neuronales de la corteza prefrontal media y orbital con otras estructuras como el estriado,

talamo, hipocampo, y el I6bulo temporal (Charney, 2013).

En pacientes con trastorno depresivo mayor, de acuerdo con estudios in vivo, se ha sugerido
gue la tanto la corteza prefrontal ventromedial (la cual media respuestas relacionadas la
agresion, funcion sexual, conductas de ingesta) como en la corteza prefrontal orbitolateral (que
se encarga de la evaluacion de riesgos, perseverancia, etc.) se encuentran hiperactivas,
mientras que la corteza prefrontal dorsolateral, la cual se encarga de mantener las funciones
ejecutivas, la atencion y la memoria de trabajo, se encuentra hipoactiva (Livia Chirita,y cols.,
2015). Estas disfunciones en la actividad de estas areas podrian estar relacionadas con los

cambios emocionales observados en las personas con depresion.

En relacion con la efectividad de la comunicacion entre diversas areas cerebrales Anand y cols.,
2005 encontraron que la comunicacion entre la amigdala y la corteza del cingulo anterior se
encuentra disminuida, razén por la cual es posible, que en pacientes con depresion no exista

un adecuado control de las regiones subcorticales encargadas del control de las emociones.

Ademas, en los individuos deprimidos la actividad del llamado circuito de recompensa (el cual
esta conformado principalmente por la corteza prefrontal, el nicleo accumbens, area tegmental
ventral, amigdala e hipocampo) se encuentra reducida. Las disfunciones en este circuito se han

relacionado con la anhedonia presente en este trastorno (Heshmati & Russo, 2015).

Ademas de cambios en la funcionalidad de estas areas, también se han observado que el
volumen de la corteza orbitofrontal, la corteza del cingulo anterior, e hipocampo se ve reducido

(Musazzi, y cols 2012).



Las alteraciones presentes en las diversas areas cerebrales ya mencionadas, podrian explicar
los sintomas psicolégicos, asi como las disfunciones en la memoria (por ejemplo, en la memoria

explicita o la memoria de trabajo) que se presentan en la depresion (Kassel y cols., 2016).

Sin embargo, la etiologia de este trastorno no sélo implica cambios a nivel fisiolégico y funcional
de las estructuras cerebrales, sino que también existan cambios en diversos sistemas de
neurotransmision, ademas de otros factores como la neurogénesis, factores genéticos, factores
ambientales y procesos inflamatorios, razon por la cual la depresion es considerada como un

trastorno heterogéneo y multifactorial.
2.2 Sistemas de Neurotransmision involucrados en la depresion.

La primera hipotesis que surgio para explicar la depresion se basaba en el mecanismo de accion
de los primeros farmacos antidepresivos. Esta hipotesis postula que en los individuos
deprimidos existen disfunciones en la sintesis, liberacion o recaptura de serotonina (5-HT),
noradrenalina (NA) y dopamina (DA) lo que provoca que los niveles de estos neurotransmisores
se encuentren disminuidos tanto en areas corticales como limbicas del cerebro, y que, al
bloquear los sistemas de degradacion o recaptura, los niveles de estos neurotransmisores en
el espacio sinaptico aumentan, permitiendo que estos actlen sobre sus respectivos receptores

de manera adecuada (fig. 4) (Charney, 2013).

Sin embargo, esta teoria no explica por qué, a pesar de que se observa un aumento en los
niveles de los neurotransmisores en el espacio sinaptico de manera inmediata, los pacientes
observan mejoria clinica hasta dos semanas o mas después de iniciar el tratamiento con
antidepresivos (Kropotov, y cols.,2009) y ademas cerca de la mitad de estos pacientes

presentan resistencia al tratamiento (Machado-Vieira, y cols., 2017).
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Figura 4 Teoria monoaminérgica. a) Sinapsis normal en donde las monoaminas (triAngulos negros) son
liberadas y se unen a sus respectivos receptores postsinapticos. b) sinapsis en un individuo deprimido,
existe una disminucion en la concentracién de monoaminas y por lo tanto se produce el trastorno del
estado de animo. c) los antidepresivos clasicos (rombos rojos), bloquean los sitios de recaptura,
incrementando las concentraciones de monoaminas en el espacio sinaptico, produciendo la restauracion
del estado de animo. Modificada de www.open.edu/openlearn

Esta hipotesis durante mucho tiempo fue la piedra angular para el estudio de la depresion, sin
embargo, en estudios mas recientes se ha prestado atencibn a otros sistemas de
neurotransmision tales como el glutamatérgico y el GABAérgico, asi como el papel de la
neuroplasticidad, que se encuentra afectada en pacientes con trastorno depresivo mayor
(Charney, 2013).

Como ya se menciond, otro sistema de neurotransmision que se ha relacionado con la
depresion es el glutamatérgico. Se cree que en este trastorno existe una desregulacion en la
neurotransmisién excitadora (glutamatérgica) en areas como la corteza del cingulo ventral
anterior que conlleva a la reduccion de la actividad de los sistemas monoaminérgicos, lo que
contribuye a la aparicion de los sintomas afectivos y cognitivos de la depresion (Caraci y cols.,
2018).

No obstante, ain no se conoce a ciencia cierta el papel de la neurotransmision glutamatérgica
en la depresion. Mas adelante se explicara este sistema y algunas evidencias que lo relacionan

con este trastorno.



3. Tratamiento farmacolégico

Los farmacos mayormente utilizados para tratar la depresién son aquellos cuyo blanco son los
sistemas serotoninérgico, noradrenérgico y dopaminérgico. Con base en su mecanismo de
accion los antidepresivos se clasifican en: inhibidores de la monoaminoxidasa (iIMAOS),
antidepresivos triciclicos (TCAS), inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS).
inhibidores selectivos de la recaptura de noradrenalina (ISRN), inhibidores duales de la
recaptura de serotonina y noradrenalina (5-HT/NA) y antidepresivos atipicos (Willner y cols,
2013).

3.1 Inhibidores de la monoaminoxidasa

Estos farmacos inhiben a la enzima monoaminoxidasa, cuya principal funcion es degradar a la
serotonina, noradrenalina y en menor grado dopamina, por medio de la desaminacion oxidativa
de estos neurotransmisores. Se conocen dos tipos principales de enzimas monoaminoxidasas,
la MAO-A, cuyos sustratos principales son la serotonina, noradrenalina y adrenalina, y la MAO-
B que degrada moléculas como la tiramina, feniletilamina, feniletanolamina y benzilamina.
Ambos subtipos de MAO son capaces de desaminar a la dopamina, tiramina y triptamina
(Hillhouse & Porter, 2016).

Los IMAOS pueden clasificarse con base en su estructura quimica (hidracinas o no hidracinas),
mecanismo de accién (reversibles o irreversibles) y a su selectividad por las isoenzimas MAO-
A o MAO-B (tabla 1). Actualmente, la prescripcion de estos farmacos como antidepresivos es
practicamente nula debido a que producen efectos adversos como la agitacién, convulsiones,
sudoracién, hiperventilaciébn, movimientos anormales, rigidez muscular, taquicardia,

hipertension arterial, entre otros (Hillhouse & Porter, 2016).



Tabla 1. Farmacos inhibidores de la enzima monoaminoxidasa utilizados como antidepresivos.
Modificado de Youdim y cols, 2006.

Farmaco Selectividad (MAO-  Tipo de inhibicién
A o MAO-B

Isocarboxazida AyB Irreversible
Fenelzina AyB Irreversible
Ladostigil AyB Irreversible
Moclobemida A Reversible
Brofaromina A Reversible
Befloxatona A Reversible
Lazabemida B Reversible

3.2 Antidepresivos triciclicos

Los antidepresivos triciclicos representan una de las primeras clases de farmacos que fueron
utilizados para el tratamiento de la depresion. Este tipo de farmacos reciben este nombre debido
a que estan conformados por dos anillos bencénicos laterales y un anillo central variable
(Goodman & Gilman,2013).

Los TCA actuan preferentemente inhibiendo la recaptura de serotonina y noradrenalina,
dependiendo de su estructura quimica, estos pueden inhibir en menor o mayor grado a uno u
otro neurotransmisor (tabla 2). Ejemplo de ello es la desipramina, la cual actta inhibiendo la
recaptura de noradrenalina y en menor grado de serotonina, alcanza una concentracion
plasmatica maxima entre las primeras 4 a 8 horas después de su administracion, su tiempo de
vida media es de 12 a 28 horas y presenta un gran porcentaje de unioén a proteinas (=90 %), se

metaboliza por via hepatica (Tolosa y cols., 2002).

Sin embargo, en la actualidad estos farmacos no se utilizan como terapia de primera eleccion
debido a la gran cantidad de efectos secundarios que presentan, tales como vision borrosa,

sedacién, boca seca, taquicardia, estrefiimiento, hipotension ortostatica etc. (Ciraulo & Shader,



2011). Actualmente, son utilizados como antidepresivos soOlo cuando otras terapias

farmacolégicas no han mostrado resultados.

Tabla 2. Ejemplos de antidepresivos triciclicos. Modificado de Goodman & Gilman, 2013

Farmaco Tipo de Sistema de recaptura
sustituyente preferentemente inhibido

Desipramina Amina secundaria NA

Amoxapina Amina secundaria NA

Nortriptilina Amina secundaria NA

Imipramina Amina terciaria NA, 5-HT

Amitriptilina Amina terciaria NA, 5-HT

3.3 Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS)

Los ISRS a pesar de las diferencias que puedan presentar en su estructura quimica, inhiben
preferentemente a la proteina SERT la cual se encarga de la recaptura de la serotonina que fue
liberada al espacio sinaptico para que ésta pueda ser reutilizada. Sin embargo la afinidad por el

transportador puede variar entre cada molécula (tabla 3) (Ciraulo & Shader, 2011) .

Este tipo de antidepresivos son ampliamente utilizados en la actualidad debido a que producen
una menor cantidad de efectos secundarios en comparacion con los iIMAOs o los TCAs
(Hillhouse & Porter, 2016).

Entre los ISRS mayormente utilizados en la clinica encontramos a la sertralina la cual inhibe
débilmente la recaptura de noradrenalina por lo cual es mas selectivo por el transportador de
serotonina en comparacion con otros ISRS. La absorcién de sertralina es lenta alcanzando su
concentracion plasmatica maxima entre 6-8 horas después de ser ingerida, su tiempo de vida
media es de 24 horas lo que permite que su administracion sea sélo una vez al dia , en cuanto
a su biodisponibilidad esta alcanza hasta un 88 % y se metaboliza por via hepatica (Carreto,
2002).
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Sin embargo, todos los antidepresivos anteriormente explicados presentan el inconveniente de
que los pacientes presentan una mejoria clinica hasta 3 o 4 semanas después de haber iniciado
el tratamiento, y méas del 50 % de los individuos tratados con antidepresivos clasicos son
resistentes al tratamiento (Machado-Vieira, y cols., 2017). Por ello, es importante la busqueda
de nuevos blancos terapéuticos que permitan la mejoria de los pacientes en un menor tiempo,

y que ademas presente un menor porcentaje de pacientes resistentes al tratamiento.

Tabla 3 Farmacos inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina. Modificado de De Ledn
y cols., 2008.

Fluoxetina 8.5

u/
0
?
Paroxetina /@/@M 9.6
F

Sertralina 9.1

Fluvoxamina Met 8.2
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4. Glutamato y Depresion

4.1 El sistema Glutamateérgico

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema nervioso, desempefia un
papel muy importante en el desarrollo cerebral, axogénesis y en la supervivencia neuronal, sin
embargo, en situaciones patoldgicas el glutamato tiene accion excitotoxica provocando un

rapido dafio neuronal (Chalikiopoulos, 2013).

Una sinapsis glutamatérgica esta constituida por una neurona presinaptica, una neurona
postsindptica y un astrocito (Figura 5). Cuando llega un potencial de accion a la neurona
presinaptica se estimula la liberacién de glutamato. El glutamato se une a sus respectivos
receptores presentes tanto en la neurona presinaptica como en la neurona postsinaptica, asi
como también en los receptores glutamatérgicos presentes en los astrocitos. El glutamato
liberado es recapturado a través del transportador de aminoacidos excitadores del tipo 2
(EAAT?2) presente en los astrocitos. Dentro del astrocito el glutamato es convertido a glutamina
por la accién de la enzima glutamina sintetasa, posteriormente la glutamina es trasportada de
nuevo a la neurona presinaptica en donde es hidrolizada por la glutaminasa para producir
glutamato, proceso conocido como el ciclo glutamato/glutamina (Hillhouse & Porter, 2016;

Sanacora y cols., 2008).
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Figura 5. Neurotransmisién Glutamatérgica. Panel izquierdo: La neurona presinaptica libera glutamato
en respuesta a un potencial de accion. El glutamato puede unirse a receptores ionotrépicos (NMDA,
AMPA o Kainato) o metabotropicos (mGIuR) localizados a nivel pre o postsinaptico, asi como a los
receptores glutamatérgico presentes en los astrocitos. El glutamato es recapturado por el transportador
EAAT2 localizado en el astrocito. Dentro del astrocito el glutamato es transformado a glutamina y
posteriormente es reingresada a la neurona presinaptica para ser convertido nuevamente a glutamato.
Modificado de Hillhouse & Porter, 2016.

4.2 Receptores a glutamato

Los receptores a glutamato son complejos protéicos transmenbranales formados por distintas
subunidades (figura 6), que se clasifican en dos grupos: los receptores metabotrépicos (mMGluRs
1-8) y los ionotropicos (NMDA, AMPA y Kainato) (Deutschenbaur y cols., 2016; Hillhouse &
Porter, 2016).
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Receptores a Glutamato
Receptores ionotropicos Receptores metabotropicos

| |

mGIuR1 mGIuR2 mGIluR4
mGIuR5 mGIuR3 mGIuR6
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GluR1
GluR2

mGIluR8

Subunidades que
conforman al
receptor

Figura 6 Clasificacion de los receptores a glutamato y subunidades que los conforman. Modificado de
Flores-Soto et al., 2012.

Los receptores a glutamato del tipo metabotrépicos basados en su homologia y funcion se
dividen en tres grupos. El grupo | incluye a los mGIuR1 y mGIuR5 que se encuentran acoplados
a proteinas G¢/G11y se localizan en la neurona postsinaptica, mientras que el Grupo Il (mGIuR2
y mGIuR3) y Grupo lll (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8) se encuentran en las neuronas
presinapticas y estan acoplados a proteinas Gi/G,. (Hillhouse & Porter, 2016; Sanacoray cols.,
2008).

Los receptores ionotropicos actian como canales idnicos permitiendo el flujo de iones dentro y
fuera de la célula, existen 3 tipos de receptores ionotrépicos, los receptores de tipo Kainato, los
receptores a- amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato (AMPA) y receptores para N-metil-

D-aspartato (NMDA), llamados asi debido a sus agonistas especificos (Sanacora y cols., 2008).

Los receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol), median respuestas
excitadoras rapidas que permiten la entrada de Na* a la neurona que provoca una rapida
despolarizacion de la membrana. Son responsables de la respuesta inicial a glutamato y se
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encuentran generalmente coexpresados con los receptores NMDA (Sanacora y cols., 2008;

Flores-Soto y cols, 2012).
4.3 Receptor NMDA

El receptor NMDA presenta algunas caracteristicas particulares que facilitan su apertura para
permitir el flujo de iones al interior de la célula. En primer lugar, requiere la union del aminoacido
glicina ademas de la union del glutamato para realizar su funciébn. Como segunda caracteristica
el canal iénico se encuentra bloqueado por un ion Mg*?, por lo que se requiere la activacion del
receptor AMPA, el cual genera una despolarizacion rapida, permitiendo que el receptor NMDA
se desbloque parcialmente y de este modo el ion Ca*? pueda ingresar a la neurona, por ultimo
presenta distintos sitios de union especificos para algunas sustancias exdgenas como la

ketamina o la fenciclidina, las cuales se unen dentro del canal ionico (Fig. 7) (Ganong,2013).

Actualmente este receptor se postula como un posible blanco terapéutico para el desarrollo de

farmacos que ayuden al tratamiento de diversos trastornos psiquiatricos, como la depresion.

PCP

(») MK-801
Ca?*, Na* Ketamine
Zn+ Memantine
zn2¢
= Ifenprodil
i / Eliprodil
Polyamine site

Mg?*

o

Figura 7 Estructura del receptor NMDA
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4.4 Sistema Glutamatérgico y depresion

Recientemente se ha reconocido a la neurotransmision glutamatérgica como un elemento clave
en la fisiopatologia y tratamiento de los trastornos psiquiatricos como la depresién (Mlyniec,
2015).

En el afio de 1995 el grupo Nowak encontré diferencias alostéricas en el sitio de unién para
glicina en el receptor NMDA en la corteza prefrontal de pacientes que cometieron suicidio,
sugiriendo que en pacientes que sufren depresion puede haber alteraciones selectivas en el
sitio de reconocimiento para glicina afectando asi la neurotransmision glutamatérgica (Nowak
y cols., 1995).

En pacientes con depresion se ha observado que los niveles de glutamato en el liquido
cefalorraquideo y en plasma se encuentran considerablemente elevados en comparacion con
sujetos sanos (Altamura, y cols., 1995; Mauri y cols., 1998; Mitani y cols., 2006). Por lo que
Mitani y cols. en 2006 propusieron que existe una correlacion positiva entre el nivel de glutamato

en sangre y la intensidad de los sintomas depresivos en pacientes con esta enfermedad.
4.5 Farmacos antidepresivos y su accion sobre el receptor NMDA

Se ha observado que los receptores NMDA posiblemente estan involucrados en el mecanismo
de accion de algunos farmacos antidepresivos. Por ejemplo, en el estudio realizado in vitro por
Sills y Loo en 1989 se encontré que los antidepresivos triciclicos interactian con el receptor
NMDA y bloguean sus acciones. De acuerdo a este estudio, la imipramina y la desipramina
actuan de manera similar al zinc, retardando la tasa de disociacion del MK-801, inhibiendo como
consecuencia la unién de glutamato a esté receptor, evitando el dafio neuronal inducido por el

aumento de calcio intracelular.

Afos mas tarde, el grupo de Barygin en 2017 observé que diferentes farmacos antidepresivos
tenian la capacidad de influir sobre la actividad del receptor NMDA in vitro. En este estudio
encontraron que desipramina, un inhibidor de la recaptura de noradrenalina tenia la capacidad

de inhibir al receptor NMDA utilizando concentraciones micromolares del farmaco.

Adicionalmente se observé que este mecanismo de bloqueo de la apertura del canal i6nico del

receptor NMDA es dependiente de voltaje y de magnesio. Por otra parte, se observé que el
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farmaco inhibidor de la recaptura de serotonina, fluoxetina bloquea el canal por un mecanismo
independiente de voltaje y de magnesio. Ambos antidepresivos inhibieron la permeabilidad a
calcio del receptor AMPA, lo que también puede influir sobre el efecto observado en los

receptores NMDA (Barygin y cols., 2017).

En conjunto, estas evidencias indican que el bloqueo del receptor NMDA podria estar
involucrado en los efectos farmacologicos de algunos antidepresivos.

A principios del afio 2000 Berman y cols. y Zarate y cols. en 2006 realizaron estudios clinicos
utilizando el antagonista del receptor NMDA, ketamina de forma aguda y en bajas dosis como
farmaco antidepresivo, encontrando que los pacientes experimentaban una rapida remision de
los sintomas después del tratamiento, e incluso observaron efecto en aquellos pacientes que

presentaban resistencia al tratamiento con antidepresivos convencionales.

Pese a estas evidencias, es necesario realizar mas estudios para evaluar si los efectos de
ketamina y otros antagonistas NMDA, solos o en combinacién con antidepresivos son
persistentes, asi como para conocer los posibles efectos secundarios que podrian presentarse

a largo plazo.
4.6 Dizocilpina (MK-801) como farmaco antidepresivo

El MK-801 o dizocilpina es un antagonista no competitivo del receptor NMDA que se une a la
subunidad NR2 del receptor, bloqueando el poro del canal idnico, impidiendo el flujo de iones
al interior de la célula. Este farmaco presenta propiedades anestésicas y anticonvulsivantes.
Por otro lado, el MK-801 puede inducir un complejo sindrome motor caracterizado por hiper
locomocion, ataxia, asi como un incremento en los movimientos estereotipados cuando se

administra en dosis superiores a 0.1 mg/kg (Maj y cols., 1991; Kovacic & Somanathan, 2010)
(fig. 8).
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Figure 8 Estructura quimica de dizocilpina 0 MK-801. Tomada de pubchem.ncbi.nim.nih.gov

Diversos investigadores han relacionado estos efectos motores con la interaccion del sistema
glutamatérgico con otros sistemas de neurotransmision, tales como el dopaminérgico y el
serotoninérgico (Carlsson y Carlsson, 1990; Ormandy y cols. 1990, Ramoa, y cols., 1990;

Ldscher y cols., 1991).

En estudios realizados in vitro en rebanadas de cerebro se ha observado que el MK-801 retarda
la recaptura de noradrenalina y serotonina en el locus coeruleus y en el nucleo dorsal del rafe,
mientras que no afecta la recaptura de dopamina en el nicleo accumbens (Callado y cols.,
1999). Este grupo también encontr6 que el MK-801 aumenta significativamente la liberacion de
noradrenalina y serotonina en el locus coeruleus y en el nucleo dorsal del rafe, sin embargo, no

se encontraron cambios en la liberacion de dopamina en el nacleo accumbens.

En contraste, en estudios in vivo con ratas en libre movimiento, Yan y cols en 1997, encontraron
gue la administracién de distintas dosis (5, 50 y 250 uM) en el nucleo accumbens de MK-801
aumenta las concentraciones extracelulares de serotonina, dopamina y noradrenalina de
manera concentracion dependiente, efecto que también se observo al administrar de manera

sistémica el farmaco (0.3 mg/kg via i.p.).

Algunos afos antes, se reportaron propiedades antidepresivas del MK-801, el cual al ser
administrado en ratas de manera aguda reducia el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado
forzado y adicionalmente potenciaba los efectos de antidepresivos como citalopram, imipramina

y mianserina (Maj y cols., 1992).
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A pesar de que existen algunos trabajos en los que se ha evaluado el efecto antidepresivo de

MK-801 utilizando distintas especies y paradigmas (tabla 4), aiin no se ha evaluado su efecto

antidepresivo al ser administrado de manera subcrénica y aguda a una cepa propensa a

presentar conductas tipo depresién e hiperrreactiva al estrés. Ademas, es importante evaluar si

el MK-801 mejora el efecto antidepresivo de los farmacos convencionales, logrando que se

presenten estos efectos antidepresivos en menor tiempo con dosis suboptimas de ambos

farmacos, y de esta manera, ademas, reducir los efectos secundarios que pudieran observarse.

Tabla 4 Evaluacion del efecto antidepresivo de MK-801 en distintas especies.

Investigation of | Ratones hembra cepa (Refsgaard, y
antidepressant-like and | NMRI. cols., 2017)
anxiolytic-like +++ (1 nado)

Nado forzado
actions and cognitive and
motor side effects of four
N-methyl-D-aspartate
receptor antagonists in mice
The influence of dizocilpine | Ratas macho cepa | +++ (revierte los | (Gao, y cols.,
on the reserpine-induced | Sprague-Dawley. efectos de | 2016)
behavioral and reserpina)

Nado forzado
neurobiological changes in
rats
Antidepressant Effects of (+)- | Ratones Cepa (yang, y cols,,
MK-801 and (-)-MK-801 C57BL/6 2016)

+++

in the Social Defeat | Suspensién de la cola
Stress Model L

Nado forzado

++
Preferencia de
sacarosa
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5. Estrés y depresion

5.1 Respuesta al estrés

El estrés puede ser definido como cualquier amenaza contra la homeostasis del individuo para
la cual se requiere que el organismo monte una respuesta que le permita adaptarse a este
cambio. La respuesta al estrés se encuentra conformada por: el estresor que puede definirse
como un cambio en el ambiente que es censado por el organismo provocando una respuesta
aguda o crénica, segun se requiera. Esta respuesta es integrada por componentes fisiologicos,
conductuales, cognitivos y emocionales, con la finalidad de restaurar la homeostasis del
individuo (Steckler y cols., 2005).

Cuando el individuo se encuentra ante una situacion adversa, el organismo responde mediante
la activacion de diversos sistemas entre los que se encuentra el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal
(HHA) , con el objetivo de sintetizar y liberar cortisol en humanos o corticosterona en roedores

(también conocidas como hormonas del estrés) desde la corteza adrenal (Lupien y cols., 2009).

El cortisol y la corticosterona, en condiciones basales, son esenciales para el adecuado
funcionamiento del organismo ya que regulan numerosos procesos como el metabolismo de la
glucosay las grasas, la presién sanguinea, la respuesta inflamatoria e inmune y ademas permite

al organismo adaptarse a los cambios ambientales (Katzung, 2012).

Ante un estresor, el organismo responde con el aumento en la liberacion de glucocorticoides; lo
gue genera cambios fisioldgicos, como el aumento en el aporte de glucosa hacia el musculo
esquelético, un incremento en la respuesta inmune, la disminucion en la sensibilidad ante el
dolor, etc., que preparan al individuo para montar una respuesta de lucha o huida (Steckler y
cols., 2005)

La respuesta ante el estrés concluye por un proceso de retroalimentacion negativa en donde el
cortisol (o corticosterona) inhibe su propia liberacién. A nivel hipotalamico disminuye la

liberacibn de hormona liberadora de corticotropina (CRH) y a nivel hipofisiario reduce la
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liberacion de hormona adrenocorticotrofica (ACTH). Sin embargo, en situaciones patoldgicas

puede existir una desregulacion en el eje HHA que impide el correcto funcionamiento del

sistema de retroalimentacion negativa, provocando que existan elevados niveles de

corticosteroides en el organismo de forma cronica (Staufenbiel y cols., 2013).

Adicionalmente, la respuesta al estrés involucra la interaccion e integracion de la informacion

en areas cerebrales, tales como la corteza prefrontal, amigdala, hipocampo, nicleo accumbens

e hipotadlamo (fig.9), lo que conlleva la comunicacion constante entre las areas cerebrales

anteriormente mencionadas y el organismo por medio de los glucocorticoides (Mora y cols.,

2012).

Corteza adrenal

Corteza prefrontal

Amigdala

ii, 7
J/

Hipotalamo

oo ®|GRs
Lo
CRH

AVP

Adenohipdfisis

- )
Glucocorticoides

Figura 9 Eje hipotadlamo-hipéfisis-adrenal. Modificado de Lupien y cols., 2009
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5.2 Evidencias de larelacion de estrés y depresion

El estrés y la depresidn se encuentran frecuentemente relacionados. De hecho, la exposicion a
eventos estresantes en diferentes etapas de la vida puede contribuir a la aparicion de episodios
depresivos en individuos susceptibles, por ejemplo, los individuos que durante la nifiez sufren
algun tipo de abuso, como abuso sexual, bulling, violencia intrafamiliar, etc., tienen un mayor

riesgo de padecer depresion durante la adultez (Kendler y cols., 1999; Heim y cols., 2012).

En las dltimas décadas se han encontrado anormalidades en el eje HHA en pacientes
deprimidos, de hecho se ha reportado que alrededor del 50% de los pacientes con depresion
presentan una activacion excesiva del eje HHA (Jeon & Kim, 2016; Dean, 2017). Por ejemplo,
en el estudio clinico realizado por Pruessner, y cols, 2003, se observo que los pacientes con
depresion presentaban niveles elevados de cortisol en saliva, los cuales se correlacionaban con
la gravedad de los sintomas. Ademas, se ha observado hipersecrecion de CRH en el nucleo
paraventricular del hipotalamo, provocando una disfuncion en el mecanismo de
retroalimentacion negativa del eje HHA, asi como hipertrofia e hiperfuncionalidad de la hipdfisis

y de las glandulas adrenales (Dean, 2017; Ferrari & Villa, 2017).

En modelos animales se ha observado que el estrés cronico induce la generacion de conductas
tipo depresion, tales como disminucion en la ingesta de sacarosa (anhedonia), disminucion de
la motivacion, reduccion de la conducta de acicalamiento y cambios en el patron de suefio
(Dean, 2017).

Uno de los posibles mecanismos que se ha propuesto para explicar la relacién entre niveles
elevados de cortisol y la depresion ha sido que en ambas condiciones se afectan areas
cerebrales como la corteza prefrontal media (mPCF), el hipocampo y la amigdala (Duman,
2014). Por ejemplo, a consecuencia del estrés cronico se ha observado que disminuye los
complejos dendriticos en las neuronas piramidales del hipocampo e incrementando la actividad
de las interneuronas GABAérgicas en la mPFC, disminuyendo la actividad neuronal del
hipocampo (Duman, 2014). Adicionalmente, el estrés también induce atrofia en las neuronas
piramidales de la region CA3 del hipocampo y en las capas Il, lll y V de la PFC, estructuras que

se encargan de inhibir al eje HHA y a la amigdala (McEwen, 2012). Esta reduccion en los
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complejos dendriticos y en las conexiones sinapticas, podrian contribuir a la pérdida del control
de las emociones y el estado de animo que se observan en la depresién (Duman, 2014).

5.3 Estrés y glutamato

Son pocos los estudios que han analizado la participacion del glutamato en la regulacion del
estrés. Por ejemplo, en 1995 se reportd que el glutamato, actuando a través de receptores
NMDA, modula la respuesta del estrés directamente en el hipocampo y en el hipotdlamo
(Bartanusz y cols., 1995). Posteriormente, Singwald y cols 1996 realizaron un estudio in vivo en
el que observaron que la CRH facilitaba la liberacion de aspartato y glutamato en el locus
coeruleus. Ademas, se ha descrito que los glucocorticoides inducen la liberacion de glutamato

en las neuronas piramidales de la region CA3 del hipocampo (Singewald y cols., 1996).

De manera inversa, se ha observado que al administrar glutamato directamente en la amigdala
se estimulan de los receptores NMDA presentes en neuronas CRHérgicas, induce el aumento
en la liberacion de CRH, asi como también un aumento en los niveles plasmaticos de

corticosterona de manera dosis dependiente (Mathew y cols., 2001).

En cambio, si el glutamato es administrado de manera local en el ndcleo paraventricular del
hipotalamo se estimula la liberacion de CRH desde la eminencia media y como consecuencia

aumentan los niveles de ACTH y de corticosterona en sangre (Mathew y cols., 2001).

Sin embargo, se ha descrito que niveles elevados de cortisol en conjunto con “descargas”
rapidas de glutamato (las cuales se originan desde la corteza prefrontal) podrian contribuir al
dafo y muerte celular hipocampal observados bajo estrés (Mathew y cols., 2001;Gold y cols.,
2014).

Dado que el estrés participa en la induccion de la depresiéon y se ha reportado que el receptor
NMDA puede participar en la regulacion del estrés, es posible que el antagonista NMDA, MK -

801 induzca sus efectos antidepresivos por una modulacion en la respuesta al estrés.
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6. Modelos animales de depresion.

Debido a la complejidad de los sintomas que se presentan en esta patologia el desarrollar un

modelo animal que mimetice completamente la enfermedad continda siendo un enorme desafio,

principalmente porque muchos de estos sintomas son de caracter subjetivo o emocional, sin

embargo, se han desarrollo modelos animales en los cuales se intenta representar ya sea el

componente emocional o las disfunciones fisiolégicas subyacentes a este trastorno (tabla 5)
(Grigor & Gulyaeva, 2017).

Tabla 5 Modelos de depresién basados principalmente en las modificaciones de los
mecanismos cerebrales que regulacién las emociones y la motivacién. Modificado de Grigor &

Gulyaeva, 2017.

expresion de BDNF

en el hipocampo

Desesperanza | Nado forzado | Inmovilidad | ----------- Porsolt, 1977
Suspension de | Inmovilidad Steru y cols,,
la cola 1985
Desesperanza | Retardo en la
aprendida conducta de
escape/ reflejo
de evitamiento
Modelos Ratén Reduccion del | Aumento de 5-HT en | Holmes vy cols.,
genéticos knockout para | tiempo de | el 16bulo frontal. | 2002; Ferres-Coy
el inmovilidad Aumento de la | y cols., 2013
transportador neurogénesis,
de 5-HT aumento en la
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Raton
knockout para

de la
del

Ausencia

funcién

Xu y cols., 2000
Ferres-Coy y

el transportador de NA | cols., 2013
transportador
de NAy 5-HT
Déficit de | Consumo de | Disminucion | ------------ Nielsen y cols.,
emociones | sacarosa 2000
positivas Condicionamie | Abolicién Papp y cols,,
(anhedonia | nto del lugar de 1991
) preferencia
Autoestimulaci | Abolicion Esumi y cols,,
on 2013

Exacerbacion | Alteraciones Aumento de la | Reducciéon en los | Entringer y cols.,
de emociones | inmunes conducta tipo | niveles de 5-HT.|2008; Romero y
negativas debido a la | ansiedad Aumento de la | cols., 2007
Estrés exposicion secrecion de citocinas
prenatal virus, proinflamatorias,
lipopolisacérid reduccion de la
0 bacteriano, neurogénesis
etc.
Estrés Separacion Reduccion del | Aumento de los | Hennessy y cols.,
postnatal materna consumo de | niveles de citocinas | 2010
sacarosa, proinflamatorias y
aumento de las | CFR
conductas tipo
ansiedad,
miedo
Aislamiento | ------mmemmmm oo Aumento de los | Pournajafi -
social niveles séricos de | Nazarlo y cols.,

2011
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ACTH y

corticosterona

Estrés cronico | Reduccion del | Aumento  de  los | Willner, 1997
impredecible consumo  de | niveles de

sacarosa corticosterona

6.1 Criterios devalidacion paralos modelos animales de trastornos psiquiatricos

Para que estos modelos sean considerados utiles en el estudio de los trastornos psiquiatricos

deben cumplir con distintos criterios de validacion (McGonigle, 2014).

o Validez de apariencia: este criterio se refiere al grado en el que el modelo animal refleja la
sintomatologia del trastorno que se desea modelar.

o Validez de constructo: indica que tanto el modelo permite evaluar determinada variable
relacionada con el trastorno.

o Validez predictiva: indica que los farmacos utilizados para el tratamiento del trastorno
evaluado en humanos, deben ser efectivos en el modelo animal.

o Validez de homologia: evalta si el modelo esta considerando todos los factores del

trastorno que se pretende modelar.

6.2 Prueba de nado forzado

La prueba de nado forzado fue propuesta por Porsolt y cols en 1978. Estudia la conducta de
roedores (ratas o ratones) al ser forzados a nadar durante un tiempo determinado en un espacio
restringido del cual no hay escapatoria. Inicialmente, los animales intentan escapar realizando
movimientos vigorosos, pasados algunos minutos el animal adopta una postura de inmovilidad,
gue se caracteriza por que el animal realiza Unicamente los movimientos necesarios para
mantener su cabeza fuera del agua (Andrey & Jaime, 2009). Se considera que cuando el animal
adopta la conducta de inmovilidad ha aprendido que es imposible escapar, y ha desarrollado la
conducta de desesperanza (conducta tipo depresién). En este modelo se ha observado que la

administracién de farmacos antidepresivos, reducen la conducta de inmovilidad e incrementar
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las conductas activas (nado y escalamiento) (Detke y cols., 1995), razdn por la cual actualmente

es uno de los paradigmas mas utilizados para evaluar farmacos antidepresivos.

Incluso, de acuerdo con lo reportado por Detke & Lucki, 1996 esta prueba permite inferir el
mecanismo de accion de los farmacos, ya que estos autores observaron que aquellos farmacos
cuyo blanco es el sistema serotoninérgico, como los ISRS, reducen la conducta de inmovilidad
a costa de un aumento en la conducta de nado, mientras que los farmacos que aumentan la
neurotransmision noradrenérgica o dopaminérgica reducen la inmovilidad de los animales

incrementando la conducta de escalamiento (Detke & Lucki, 1996; McGonigle, 2014).

Sin embargo, como ya se menciond la prueba de nado forzado so6lo nos permite suponer el
mecanismo de accidon de un farmaco antidepresivo, para determinar el sistema de
neurotransmision involucrado en el efecto antidepresivo de un farmaco, se pueden utilizar

herramientas farmacoldgicas como por ejemplo las neurotéxinas.
7 Neurotoxinas.

Las neurotoxinas son utilizadas en la investigacion para elucidar el papel de un determinado
sistema de neurotransmision en el estudio de diversas patologias. Estos compuestos pueden
ser de origen natural o sintético. Se caracterizan por su capacidad de causar disfunciones en el
sistema nervioso central o periférico (Levine, 2018) dado que pueden dafar a las neuronas, a
los axones, y/o a la glia provocando la destruccion de nucleos especificos y/o tractos axonales

e incluso desmielinizacion de las neuronas (Salceda, 2009; Holloman, 2018).

Se han sintetizado compuestos neurotoxicos que dafian especificamente a un sistema de
neurotransmision, por ejemplo, la neurotoxina 6- hidroxidopamina (6-OHDA) que dafia
selectivamente a las neuronas dopaminérgicas, el DSP4 que dafia a las neuronas
noradrenérgicas o el PCPA que afecta a la neurotransmision serotoninérgicas, entre otras

(Dringenberg,y cols., 1995; Hernandez-Baltazar, y cols., 2017; Ross y cols., 2015).

La p-clorofenilalanina o PCPA (fig. 10) es un farmaco que inhibe de manera irreversible a la
enzima triptéfano hidroxilasa, la cual es determinante para la sintesis de serotonina a partir del
aminoacido L-triptéfano. EI PCPA depleta de manera selectiva los niveles de 5-HT en ratones,

ratas y perros. Ademas, tiene la capacidad de reducir los niveles de &cido 5-hidroxi-3-
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indolilacético en el cerebro (5HIAA), el cual es compuesto intermediario del metabolismo de
serotonina. También puede reducir los niveles de 5-HT a nivel periférico. (Koe & Weissman,
1966).

COzH

NH
Cl :

Figure 10 Estructura quimica del PCPA. Modificado de www.tocris.com

En estudios preclinicos, el PCPA se utiliza para depletar las concentraciones de 5-HT (Koe y
Weissman, 1966; Jequier et al., 1967) en un rango de dosis de 150 a 400 mg/kg (Dringenberg
y cols. 1995).

Con la administracion de PCPA se observa una reduccion significativa de los niveles de 5-HT
durante aproximadamente 2 semanas, presentandose el efecto maximo a los 2 o 3 dias después
del inicio del tratamiento (aproximadamente 80 al 90 % de reduccién) (Aghajanian et al., 1973;
Vergnes et al., 1986).

Otra neurotoxina utilizada en como herramienta farmacolégica es el N-(2-Cloroetil)-N-etil-2-
bromobenzilamina o DSP4 (Fig. 11), la cual es parcialmente selectiva por las neuronas
noradrenérgicas del locus coeruleus de roedores y aves. La finalidad del desarrollo de este
compuesto, fue obtener una amina ternaria que pudieran atravesar la barrera hematoenceféalica
y que dentro del cerebro pudieran ser transformadas en una amina cuaternaria capaz de

bloquear la liberacién de noradrenalina de las terminales nerviosas. (Ross y cols. 1973)

El DSP4 dentro del cerebro es transformado a un derivado de aziridinio que se acumula en las
terminales noradrenérgicas a través del transportador de noradrenalina (NET) que también es
inhibido de manera irreversible. Dentro de las terminales nerviosas, el derivado de aziridinio
reacciona con componentes celulares desconocidos, destruyendo los terminales

noradrenérgicas (Ross y cols, 2015).
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Figura 11 Estructura quimica del DSP4. Modificado de www.tocris.com

En ratones adultos, ratas y aves, el compuesto generalmente se inyecta por via intraperitoneal,
puesto que se ha observado que por esta via se alcanza una mayor deplecion de los niveles de
noradrenalina (Ross y cols., 1973; Ross & Rényi, 1976). El DSP4 provoca la deplecion de las
concentraciones de noradrenalina de manera dosis dependiente (10, 20, 50 y 100 mg/kg
reducen en un 51%, 73%, 100% y 100%, respectivamente), sin efectos significativos sobre la

dopamina y las concentraciones de 5-HT (Cheetham y cols.1996).

Sin embargo, el DSP4 provoca una reduccion del 20 al 40% de los niveles de 5-HT, razon por
la cual es necesario administrar previamente un inhibidor de la recaptura de serotonina, con la
finalidad de proteger las neuronas serotoninérgicas de los efectos inducidos por DSP4 (Jonsson
y cols., 1981; Heal y cols.,1993).

En relacion con dopamina, la afinidad de DSP4 y su ion aziridinio por el transportador de
dopamina es probablemente demasiado baja para permitir la captacion activa en los terminales
dopaminérgicas in vivo (Wenge y Bonisch 2009). En algunos estudios se ha demostrado que
DSP4 a una dosis de 100 mg/kg administrado por via intraperitoneal no reduce los niveles de
dopamina en el cerebro de ratas y ratones (Jonsson y cols., 1981; Logue y cols., 1985), por lo
gue no es necesario proteger a las neuronas dopaminérgicas previo a la administracion de
DSP4,

8 Cepa Wistar Kyoto, un modelo enddgeno para el estudio de depresion.

La cepa Wistar Kyoto (WKY) es considerada como un modelo animal que endégenamente
exhibe respuestas conductuales Yy fisiolégicas exageradas al ser sometidas ante situaciones

estresantes. Por ejemplo, las ratas de esta cepa presentan conductas tipo depresion como
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anhedonia, retardo psicomotor, disfuncion en la memoria, etc. Ademas, estas ratas tienden
permanecer inmoviles en situaciones en las que normalmente los roedores presentan una
conducta de huida o lucha. Por otro lado, exploran poco en la prueba de campo abierto en
comparacién con otras cepas, lo cual se asocia con conductas tipo ansiedad (Lopez-Rubalcava
& Lucki 2000; Lei y cols. 2009).

En cuanto a las alteraciones fisioldgicas, estos animales son susceptibles a desarrollar Ulceras
gastricas, y tienen una elevada secrecion de hormonas relacionadas con el estrés
(adrenocorticotrofina o ACTH vy corticosterona). Adicionalmente se ha observado que
desarrollan méas rapidamente la conducta de desesperanza lo que se traduce en niveles mas
altos de inmovilidad en la prueba de nado forzado en condiciones basales (Lopez-Rubalcava &
Lucki, 2000).

En el estudio realizado por Tejani-Butt y cols.en 1994, se evaluaron los cambios conductuales,
asi como los cambios en los sitios de unién de los receptores beta y a.adrenérgicos y en el
transportado NET inducidos por un protocolo de estrés cronico de ratas WKY comparadas con
ratas Sprague-Dawley, se encontré que el estrés indujo una reduccion en los sitios de union de
los receptores y de NET en la corteza, amigdala e hipocampo, lo cual se correlaciona con la
exacerbacion de los conductas tipo depresion observadas en la cepa WKY. Otros estudios
como el Yaroslavsky y cols. en 2006, encontraron que en esta cepa la densidad de receptores
para dopamina en areas del sistema limbico como la amigdala, el hipocampo, el nucleo
accumbens, el area tegmental ventral, el caudado putamen y en la corteza motora es menor a
lo encontrado en ratas de la cepa Wistar, lo cual podria influir en las disfunciones conductuales

y cognitivas observadas en los animales Wistar Kyoto (Lei y cols., 2009).

Con relacién a glutamato y receptores NMDA, existen pocos estudios que analicen al sistema
glutamatérgico en ratas WKY. En el trabajo de Lei y cols. en 2009 se reportd un menor
porcentaje de unién del antagonista [3H] MK-801 al receptor NMDA en rebanadas de cerebro
en el nucleo accumbens y en la region CA1 del hipocampo, ambas areas del sistema limbico

involucradas con la conducta de motivacién y la memoria (Lei y cols., 2009).

Por otro lado, en el afio 2012 el grupo de Tizabi encontré que al administrar ketamina

(antagonista no competitivo del receptor NMDA) de forma aguda o croénica, se reduce la
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conducta de inmovilidad en hembras WKY, sin afectar la actividad locomotora. Adicionalmente,
en este trabajo se encontré que el tratamiento crénico con ketamina incrementa el indice de
receptores AMPA/NMDA en el hipocampo de los animales lo cual podria contribuir a los efectos
terapéuticos observados con la administracion de ketamina, puesto que se ha reportado que el
efecto antidepresivo de ketamina puede ser bloqueado por antagonistas del receptor AMPA
(Maengy cols., 2008; Koike y cols., 2011), lo que sugiere que se requiere una adecuada relacion
entre de los receptores AMPA y NMDA para que ketamina pueda ejercer sus efectos (Maeng y
cols., 2008) .

Debido a que el sistema glutamatérgico regula los sistemas dopaminérgico y GABAérgico en el
sistema limbico es posible que la regulacion mediada por el receptor NMDA de estos dos
sistemas de neurotransmision se encuentre comprometida y contribuya a la mayor expresion

de conducta tipo depresion observada en la cepa WKY.
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I. JUSTIFICACION

Debido a que los antagonistas del receptor NMDA se han propuesto como una alternativa al
tratamiento de la depresién, seria importante analizar si este tipo de compuestos tienen el
mismo o0 mejor efecto en una cepa de ratas propensa a presentar conductas tipo depresion y
con una alta sensibilidad al estrés. También sera interesante estudiar si la combinacion de dosis
suboptimas de un antidepresivo glutamatérgico y otro antidepresivo clasico presenta un mejor

efecto.
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1. HIPOTESIS

Dadas las diferencias existentes entre las cepas a evaluar, el efecto tipo antidepresivo de MK-

801 sera distinto entre la cepa WKY y la cepa Wistar.

La combinacion de dosis subdptimas de MK-801 y sertralina o desipramina también a dosis

subdptimas mejorara el efecto tipo antidepresivo de estos farmacos.

La administracion de neurotoxinas serotoninérgicas y noradrenérgicas abatira el efecto

antidepresivo de MK-801
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IV. OBJETIVO GENERAL

1. Evaluar el efecto tipo antidepresivo de dizocilpina (MK-801) solay en combinacion con
sertralina o desipramina en dos cepas de rata con diferente sensibilidad al estrés las
cepas Wistar Kyoto y Wistar.

2. Determinar la participacion de los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico en el

efecto tipo antidepresivo de MK-801 administrado de manera aguda en ambas cepas.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

e Comparar el efecto antidepresivo de MK-801 administrado de manera aguda y
subcronica en la cepa Wistar y Wistar Kyoto.

e Determinar la dosis suboOptima tanto de sertralina como de desipramina administrados
de manera subcroénica.

e Evaluar si el efecto antidepresivo en ambas cepas se ve modificado al combinar un
tratamiento subcrénico con dosis subdptimas de MK-801 y desipramina o sertralina.

e Evaluar el efecto tipo antidepresivo de MK-801 en ratas de ambas cepas previamente
tratadas con la neurotoxina serotoninérgica PCPA.

e Determinar el efecto tipo antidepresivo de MK-801 en ratas de ambas cepas previamente

tratadas con la neurotdxina noradrenérgica DSP4.
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V. METODOLOGIA

1. SUJETOS EXPERIMENTALES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar y Wistar Kyoto con una edad de 8 semanas, las
cuales se mantuvieron un cuarto con una temperatura de 22- 24 °C con ciclo invertido (12 h
luz/12 h oscuridad, la luz se apaga a las 10:00 am) con agua y comida ad libitum. Los animales
se mantuvieron en cajas de acrilico de 53 cm x43 cm x 19 cm, en las cuales se alojaron de 8 a
10 animales.

Se permitié una semana de adaptacion a las condiciones del bioterio antes de iniciar el protocolo

experimental.

2. FARMACOS

Dizocilpina (MK-801), sertralina y desipramina (DMI) y las neurotoxinas que N-(2-cloroetil)-N-
etil-2-bromobenzilamina (DSP4) y p-clofenilalanina (PCPA) se compraron a Sigma-Aldrich

(Toluca, México).

La dizocilpina, sertralina y desipramina se disolvieron en solucién salina al 0.9%.
La neurotoxina DSP4 se disolvié en solucion salina al 0.9%.

El PCPA se disolvié en una solucién de metilcelulosa al 5%.

3. PRUEBAS CONDUCTUALES

3.1 PRUEBA NADO FORZADO

Para llevar a cabo esta prueba se requiere de un cilindro de 45 cm de altura por 20 cm de
didmetro, que contiene agua hasta una altura aproximada de 30 cm con una temperatura de 22
+ 2 °C (Porsolt y cols., 1978). La prueba consiste en dos sesiones, en la primera sesion se
realiza la “pre-prueba” donde se coloca al roedor dentro del cilindro con agua, y se le deja
nadando durante 15 minutos con la finalidad de que el animal desarrolle la conducta de

inmovilidad (considerada como desesperanza conductual).

35



La segunda sesion (o “prueba”) se lleva a cabo 24 horas después de la pre-prueba. Esta sesion
es videograbada para su posterior analisis y tienen un tiempo de duracién de 5 minutos.

Al concluir cada sesion, los animales fueron gentilmente secados con una franela y colocados
en una caja de acrilico bajo una ldmpara para proporcionarles calor aproximadamente durante
30 minutos, una vez que los animales se encontraron completamente secos fueron devueltos a

su caja hogar.

3.2 ANALISIS CONDUCTUAL

Para el andlisis de la prueba conductual se divide el tiempo total de duracion de la prueba (5
minutos) en 60 segmentos de 5 segundos cada uno, durante los cuales se registra la conducta
presentada en cada uno de los segmentos. Las conductas registradas fueron inmovilidad,
escalamiento y nado (fig. 12). Se considera que el animal presenta la conducta de inmovilidad
cuando esta realiza los movimientos minimos para mantenerse a flote o para mantener la
cabeza fuera del agua; la conducta de nado se presenta cuando el animal realiza movimientos
moderados que le permiten desplazarse alrededor del cilindro, también se considera como
conducta de nado cuando el animal se sumerge y bucea; por ultimo se considera como conducta
de escalamiento cuando el animal realiza movimientos vigorosos con las patas dentro y fuera

del agua generalmente contra las paredes del cilindro.

Inmovilidad Escalamiento

Figura 12 Conductas observadas durante la prueba de nado forzado
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3.3 PRUEBA DE CAMPO ABIERTO

Esta prueba se realiza con la finalidad de evaluar si los tratamientos farmacoldgicos inducen
cambios en la actividad locomotora de los animales. La prueba se lleva a cabo en una caja de
acrilico de 53 cm x 43 cm x 20 cm la cual se encuentra dividida equitativamente en 9 recuadros
(fig. 13). El animal se coloca en el centro de la arena y se le permite explorar libremente durante
5 minutos, tiempo durante el cual la actividad es videograbada; posteriormente se analiza la
actividad locomotora contando el nimero de veces que el animal cruza de un recuadro a otro,
considerando como un cruce cuando la rata coloca sus cuatro extremidades dentro del

recuadro.

Figura 13 Arena utilizada para la prueba de campo abierto.

4 DISENO EXPERIMENTAL

Experimento 1- Efecto del tratamiento agudo de MK-801 en la prueba de nado forzado
en ratas de la cepa Wistar y de la cepa WKY.

El primer experimento se llevé a cabo utilizando animales de ambas cepas, las cuales se
dividieron en 4 grupos de 8 a 12 individuos, un grupo control que fue administrado con solucion
salina via intraperitoneal y los grupos tratados con MK-801 a diferentes dosis (2.5, 5y 10 pg/kg)
por via intraperitoneal; 30 minutos después de la administracion se realiz6 la prueba de campo

abierto e inmediatamente después la prueba de nado forzado.
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Experimento 2- Efecto del tratamiento subcrénico de MK-801y de los antidepresivos
desipraminay sertralina en la prueba de nado forzado en ratas de la cepa Wistar y de la
cepa WKY.

Para evaluar efecto del tratamiento subcrénico con MK-801, se utilizaron animales de ambas
cepas divididos en 3 grupos (n=8 a 12). Cada grupo fue tratado con MK-801 a diferentes dosis
(.25, 2.5 y 5 pg/kg) y un grupo control administrado con vehiculo por via intraperitoneal
siguiendo un esquema de administracion subcronico (-24 h, -5 h y -1 h). Una hora después de
la dltima administracion se realizé la prueba de campo abierto e inmediatamente después la

prueba de nado forzado.

Para la evaluacion de desipramina (DMI) se formaron 4 grupos (n= 8 a 12) de cada cepa. Se
realizo el esquema de administracion subcronico anteriormente descrito, los grupos tratados
fueron administrados con las siguientes dosis: 1.25, 2.5 y 5 mg/kg por via intraperitoneal. El
grupo control recibié con solucion salina. Las pruebas conductuales se realizaron 1 hora

después de la ultima administracion.

Por ultimo, la sertralina se administré de forma subcronica (-24 h, -5 h y -1 h) a las dosis de
1.25, 2.5y 5 mg/kg) para lo cual se formaron 4 grupos de cada cepa, 3 grupos tratados con
cada una de las dosis y 1 grupo control administrado con el vehiculo (solucion salina al 0.9%).

Las pruebas conductuales se realizaron 1 hora después de la ultima administracion.

Experimento 3 Efecto antidepresivo del tratamiento subcronico de la combinaciéon de
dosis suboptimas de MK-801, desipramina o sertralina en ambas cepas.

Se formaron 6 grupos independientes de 8 a 12 animales cada uno tanto de la cepa Wistar
como de la cepa Wistar Kyoto. En todos los casos las administraciones se realizaron de manera
subcronica. Una hora después de la ultima administracion se realizaron las pruebas

conductuales. Los 6 grupos experimentales se describen a continuacion:

Grupo 1- Solucién Salina (Vehiculo de antidepresivo) + vehiculo de MK-801 (salina)
Grupo 2 — MK-801 (1.25 mg/kg) +Solucién Salina (Vehiculo de antidepresivo)
Grupo 3 — Sertralina (1.25 mg/kg) + Veh MK-801 (solucion salina)

Grupo 4 — DMI (1.25 mg/kg) + Veh MK-801 (solucion salina)
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Grupo 5 — Sertralina (1.25 mg/kg) + MK-801 (1.25 pg/kg)
Grupo 6 — DMI ((1.25 mg/kg) + MK-801 (1.25 pg/kg)

Experimento 4 Determinar la participacion de los sistemas noradrenérgico y
serotoninérgico en el efecto tipo antidepresivo de MK-801 administrado de manera aguda
en ambas cepas.

Se formaron 6 grupos independientes de 6 a 10 animales de ambas cepas como se muestra a
continuacion.

Grupo 1 — MK-801 (5 pg/kg)

Grupo 2- Vehiculo de PCPA (metilcelulosa al 5%) + vehiculo de MK-801 (solucion salina

al 0.9%)

Grupo 3 — PCPA (200 mg/kg) + Vehiculo de MK-801 (solucion salina al 0.9%)

Grupo 4 — PCPA (200 mg/kg) + MK-801 (5 pg/kg)

Grupo 5 - DSP4 (20 mg/kg) + PCPA (200 mg/kg) +solucion salina

Grupo 6 — DSP4 (20 mg/kg) + PCPA (200 mg/kg) + MK-801 (5 ug/kg)

Se realiz6 la sesidon de preprueba 24 horas previas al inicio de los tratamientos

El PCPA o su vehiculo fue administrado cada 24 horas durante 3 dias consecutivos previos a
la administracion de solucion salina o MK-801 (grupos 2, 3y 4). La dosis utilizada fue tomada
de trabajos previos en el laboratorio (Mostalac-Preciado y cols 2011). El MK-801 o su vehiculo

se administraron al cuarto dia media hora antes de las pruebas conductuales.

La dosis utilizada de DSP4 se baso en el trabajo de Cheetham y cols,1996, en donde se reporta
gue a la dosis de 20 mg/kg se depleta el 73% de la noradrenalina cortical. Con la finalidad de
proteger a las neuronas serotoninérgicas a los grupos 5 y 6 se les administrd sertralina (10
mg/kg) 30 minutos antes de la administracion de DSP4 (neurotdxina que afecta a las neuronas
noradrenérgicas y serotoninérgicas). Al siguiente dia en estos mismos grupos se inicié la
administracién de PCPA (como se describié anteriormente). Al quinto dia se administré al MK-
801 o su vehiculo media hora antes de las pruebas conductuales.

Es importante mencionar que la sertralina administrada de manera aguda en roedores no

presenta efecto tipo antidepresivos en la prueba de nado forzado, ademas el tiempo de vida
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media de la sertralina es de 24 horas, por lo tanto, cuando se realiz6 la prueba de nado forzado,
la sertralina ya habia sido eliminada del organismo de los animales.

5 ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las diferencias basales entre ambas cepas se realiz6 la prueba de U de Mann-
Whitney (prueba de t-student no paramétrica).

Para comparar los resultados obtenidos con los distintos farmacos en las pruebas conductuales
entre ambas cepas se utilizo la prueba estadistica de ANOVA de dos vias, tomando como primer
factor las dosis de tratamiento y como segundo factor la cepa de los animales. El analisis

posthoc utilizado fue la prueba de Holm-Sidak.
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No. cuentas

VIl.  RESULTADOS

1 Diferencias basales entre cepas

o Prueba de nado forzado
A inmovilidad B Nado c Escalamiento
50- 501 501
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30

304 304

204 20- e
10- 10+ - *ok
L1 L L s
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Figura 14 Diferencias basales entre la cepa Wistar y WKY en la prueba de nado forzado. A: Conducta
de inmovilidad. B: Conducta de nado. C: Conducta de escalamiento. Los datos representan las
medias + e. e. * P< 0.05 vs Wistar ** P< 0.01 vs Wistar. U de Mann-Whitney.

. Actividad locomotora
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Figura 15 Diferencias basales en la actividad locomotora entre las cepas Wistar y WKY. Los datos

representan las medias * e.e. * P< 0.05 vs Wistar ** P< 0.01 vs Wistar. U de Mann-Whitney.

En la figura 14 se observan las diferencias basales existentes entre las cepas en la prueba de
nado forzado. En primera instancia en la figura 14 A se observa que existe una diferencia

significativa en la conducta de inmovilidad puesto que la cepa WKY exhibe mayor conducta de
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inmovilidad que la cepa Wistar (*p= 0.047). En cuanto a las conductas activas, en la figura 14
B no se observan diferencias significativas en la conducta de nado (p=0.693), sin embargo, en
el escalamiento (fig. 14 C) se observa una diferencia significativa entre cepas (**p=0.001),

siendo menor el escalamiento presentado en la cepa WKY que en la cepa Wistar.

Por otro lado, en la figura 15 se observa que los animales WKY presentan menor actividad

exploratoria que los animales Wistar (***p<0.001).

Debido a que se encontraron diferencias basales entre ambas cepas, y con la finalidad de que
el efecto de los tratamientos sea mas evidente, se decidié normalizar los datos tomando como

el 100% la media del control de cada una de las cepas.

2. Efecto del tratamiento agudo con MK-801 en ambas cepas

o Prueba de Nado Forzado
O MK-801 2.5 ng/kg
2 MK-801 5 nglkg
@8 MK-801 10 ug/kg

A Inmovilidad B Nado c Escalamiento

3-
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Figura 16 Efecto de la administracion aguda de MK-801 a distintas dosis en ambas cepas en la prueba
de nado forzado expresado como tasa de cambio con respecto al control. A: Tasa de cambio con
respecto al control en la conducta de inmovilidad. B: Tasa de cambio con respecto al control en la
conducta de nado. C: Tasa de cambio con respecto al control en la conducta de escalamiento Los
datos representan las medias + e.e. * P< 0.05 vs el control de la misma cepa. ** P< 0.01 vs el control
de la misma cepa. *** P< 0.001 vs el control de la misma cepa. # P<0.05 vs el mismo grupo de la
cepa contraria # P< 0.01 vs el mismo grupo de la cepa contraria n= 8 a 12. ANOVA de dos vias. Post-
hoc Holm-Sidak
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Figura 17 Actividad locomotora en la prueba de campo abierto al administrar distintas dosis de MK-801
en ambas cepas expresado como Tasa de cambio con respecto al control con respecto al control. Los
datos representan las medias  e.e. *** P< 0.001 vs el control de la misma cepa. n=8 a 12. ANOVA de
dos vias. Post-hoc Holm-sidak

Con respecto al tratamiento agudo con MK-801, las dosis de 5y 10 pg/kg presentaron un efecto
tipo antidepresivo en ambas cepas, al disminuir de manera significativa la conducta de
inmovilidad (Fig. 16 A) a costa de un aumento significativo en la conducta de nado con respecto
a su respectivo control (Fig. 16 B). Ademas, solo en la cepa Wistar se observa un aumento

significativo en la conducta de escalamiento con la dosis de 10 pg/kg (Fig. 16 C).

Los resultados del ANOVA de dos vias en la prueba de nado forzado, nos indica que existe un
efecto significativo sobre la conducta de inmovilidad, el cual esta dado por la cepa (*F (1,63) =6.89,
p=0.011) y el tratamiento (*** F (363) =42,165, p<0.001), sin embargo, la interaccion entre estos
dos factores no es significativa (F (363 =1.418, p=0.246). En cuanto a la conducta de nado el
ANOVA nos indica que los efectos observados dependen tanto de la cepa (***F (1,63 =30.040,
p<0-001) como del tratamiento (***F (363 = 15.872, p<0.001) en relacion con la interaccion de
ambos factores, el ANOVA nos indica que los efectos del tratamiento dependen de la cepa (***F
@63 =7.721, p<0.001). Por ultimo, los efectos sobre la conducta de escalamiento, de acuerdo
con el ANOVA se deben a la cepa (*F (163 =6.553, p=0.013), pero no del tratamiento (F (363)
=0.626, p=0.601), ademas no existe una interaccion significativa entre ambos factores (F (363)
=1.315, p=0.277).
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Tasa de cambio

En cuanto a la actividad locomotora (fig. 17) podemos observar que Unicamente la dosis de 10
pg/kg aumenta el nimero de cruces de manera significativa en la cepa Wistar, razén por la cual
se descartd esta dosis para los siguientes experimentos. Con respecto a la cepa WKY el
tratamiento con MK-801 no modifica la actividad locomotora con ninguna de las dosis probadas.
El analisis de ANOVA de dos vias nos indica que la actividad exploratoria observada no es
dependiente de la cepa (F (163 =0.190, p=0.664). pero si depende del tratamiento (*F (363
=2.901, p=0.042). Por otro lado, no existe interaccion entre los factores evaluados, es decir el

efecto del tratamiento no depende de la cepa evaluada (F 3,63y =1.739, p=0.168)

3. Efecto del tratamiento subcrénico de MK-801, desipramina o sertralina en ambas
cepas

3.1 Tratamiento subcrénico con MK-801

Prueba de Nado Forzado

8 MK-801 1.25 ug/kg
3 MK-801 2.5 ngkg
3 MK-801 5 ng/kg

Inmovilidad B Nado c Escalamiento
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Figura 18. Efecto el tratamiento subcrénico con MK-801 a distintas dosis en ambas cepas en la prueba
de nado forzado expresado como tasa de cambio con respecto al control. A: Tasa de cambio con
respecto al control en la conducta de inmovilidad. B: Tasa de cambio con respecto al control en la
conducta de nado. C: Tasa de cambio con respecto al control en la conducta de escalamiento
Los datos representan las medias + e.e. * P< 0.05 vs el control de la misma cepa. ** P< 0.01 vs
el control de la misma cepa. *** P< 0.001 vs el control de la misma cepa. # P<0.05 vs el mismo
grupo de la cepa contraria # P< 0.01 vs el mismo grupo de la cepa contraria n=8 a 12. ANOVA
de dos vias. Post-hoc Holm-Sidak
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Figura 19 Actividad locomotora en la prueba de campo abierto al administrar distintas dosis de MK-801
de manera subcronica en ambas cepas expresado como tasa de cambio con respecto al control. Los
datos representan las medias * e.e. *** P< 0.001 vs el control de la misma cepa. N=8 a 12. ANOVA de
dos vias. Post-hoc Holm-sidak

En el efecto del tratamiento subcronico con MK-801 sobre la conducta de inmovilidad (fig. 18 A)
podemos observar que en la cepa Wistar sélo la dosis de 5 pg/kg tiene efecto tipo antidepresivo
al reducir la inmovilidad de manera significativa con respecto al grupo control, por otro lado, en
la cepa WKY las dosis de 2.5 y 5 ug/kg reducen la inmovilidad de manera significativa con

respecto al control.

La conducta de nado no se ve modificada en la cepa Wistar con ninguna dosis del farmaco en
contraste con la cepa WKY donde la dosis de 5 pg/kg de MK-801 aumenta de manera
significativa la conducta de nado con respecto al control (Fig. 18 B). En la figura 18 C se puede
observar que en ninguna de las 2 cepas se ve modificada la conducta de escalamiento con

respecto a su control.

El ANOVA de dos vias nos indica que existe un efecto significativo sobre la conducta de
inmovilidad, el cual no depende de la cepa (F (1,63 =1.270, p=0.265), pero si del tratamiento (***
F 3,63 =15.498, p<0.001), sin embargo, la interaccion entre estos dos factores no es significativa
(F 3,63 =0.377, p=0.776). En cuanto a la conducta de nado, el ANOVA nos indica que los efectos
observados no dependen de la cepa (F (1,63 = 0.891, p=0.349) pero si del tratamiento (***F (3,63

=6.259, p<0.001), adicionalmente existe interaccion entre ambos factores (* F (3,63 =3.661,
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p=0.018). La conducta de escalamiento, de acuerdo con el ANOVA, no dependen de la cepa (F
w63 =1.198, p=0.278), ni del tratamiento (F 363 =0.675, p=0.571), ademéds, los efectos
observados no se deben a la interaccion entre la cepa y el tratamiento (F 3,63y =0.983, p=0.408).

Por ultimo, la actividad locomotora no se ve afectada por el tratamiento con MK-801 (Fig. 19).
El ANOVA de dos vias no indicé cambios en el factor cepa (F @,63y =1.051, p=0.310), pero si
indico cambios en el factor tratamiento (*F 3,63y =3.799, p=0.015) y no existio interaccion entre
ambos factores (F (3,63) =0.874, p=0.460).

3.2 Tratamiento subcrénico con desipramina (DMI)

. Prueba de nado forzado
@@ DMI 1.25 mg/kg
3 DMI 2.5 mgkg
3 DMI S mgikg
A Inmovilidad B Nado c Escalamiento
37 3
o
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Wistar WKY

Figura 20 Efecto el tratamiento subcronico con DMI a distintas dosis en ambas cepas en la prueba de
nado forzado expresado como tasa de cambio con respecto al control. A: Tasa de cambio con respecto
al control en la conducta de inmovilidad. B: Tasa de cambio con respecto al control en la conducta de
nado. C: Tasa de cambio con respecto al control en la conducta de escalamiento Los datos representan
las medias * e.e. * P< 0.05 vs el control de la misma cepa. ** P< 0.01 vs el control de la misma cepa. ***
P< 0.001 vs el control de la misma cepa. * P< 0.05 vs el mismo grupo de la cepa contraria *# P< 0.01 vs
el mismo grupo de la cepa contraria. ** P< 0.001 vs el mismo grupo de la cepa contraria n= 8 a 12.
ANOVA de dos vias. Post-hoc Holm-Sidak
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Figura 21 Actividad locomotora en la prueba de campo abierto al administrar distintas dosis de DMI de
forma subcrénica en ambas cepas expresada como tasa de cambio con respecto al control Los datos
representan las medias + e.e. ** P< 0.01 vs el control de la misma cepa. *** P< 0.001 vs el control de la
misma cepa. * P< 0.05 vs el mismo grupo de la cepa contraria*** P< 0.001 vs el control de la misma
cepa. # P< 0.001 vs el mismo grupo de la cepa contraria. n= 8 a 12. ANOVA de dos vias. Post-hoc
Holm-sidak.

Los efectos del tratamiento con DMI a dos diferentes dosis se muestran en las figuras 20y 21.
En cuanto al efecto sobre la conducta de inmovilidad (Fig. 20 A) esta se ve reducida de manera
significativa en la cepa Wistar con la dosis de 5 mg/kg y en la cepa WKY con las dosis de 2.5y
5 mg/kg. Al comparar entre cepas existe una diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos que recibieron la dosis de 2.5 mg/kg, siendo mayor el porcentaje de reduccion en la

cepa WKY en comparacion con la cepa Wistar (0.38 vs 0.81).

Con respecto a la conducta de nado no se observan cambios en esta conducta en ninguna de
las dos cepas con respecto a sus respectivos controles (Fig. 20 B). En contraste la conducta
de escalamiento en la cepa Wistar aumento so6lo con la dosis de 5 mg/kg mientras que en la
cepa WKY el escalamiento aument6 significativamente a las dosis de 2.5 y 5 mg/kg de DMI (fig.
20 C).

El ANOVA de dos vias para la conducta de inmovilidad sefiala que las diferencias observadas
entre los grupos no se deben a la cepa (F 1,71 =1.311, p=0.257), sin embargo, los efectos

observados si dependen del tratamiento (*** F (371 =11.803, p <0.001). De acuerdo con el
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ANOVA los efectos del tratamiento dependen de la cepa que se esté evaluando, es decir existe
interaccion entre ambos factores (** F 371y =4.011, p=0.011). Para la conducta de nado el
ANOVA nos sefiala que el factor cepa no influye sobre los efectos observados (F (1,71) =0.434,
p=0.512), en contraste, los efectos observados en esta conducta dependen del tratamiento (**F
371 =5.235, p=0.003), ademas de que existe interaccion entre la cepa y el tratamiento (*F (3,71)
=3.691, p=0.016). Los efectos observados en la conducta de escalamiento dependen
Unicamente de la cepa (*** F (1,71)=12.374, p<0.001), mientras que no depende del tratamiento
(F 371 =2.018, P=0.12). Por otro lado, existe interaccion entre ambos factores (***F (371
=11.505, p<0.001)

La actividad locomotora (fig. 21) se ve reducida de manera significativa con la dosis de 5 mg/kg
en la cepa Wistar. En la cepa WKY no se observan cambios sobre la actividad locomotora. Al
comparar entre cepas se observan diferencias basales en la actividad exploratoria entre los
animales de ambas cepas. Estas diferencias de acuerdo con el ANOVA estan dadas por efecto
de la cepa (**F (1,71 = 9.769, p=0.003) y el tratamiento (*** F (371) =6.108, p<0.001), a pesar de

gue no existe interaccion entre ellos (F 3,71 =1.153, p=0.335).
3.3 Tratamiento subcrénico con Sertralina

e Pruebade nado forzado

@@ Sertralina 1.25 mg/kg
@@ Sertralina 2.5 mg/kg
@B Sertralina 5 mg/kg
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Figura 22 Efecto el tratamiento subcronico con Sertralina a distintas dosis en ambas cepas en la prueba
de nado forzado expresado como tasa de cambio con respecto al control. A: Tasa de cambio con
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respecto al control en la conducta de inmovilidad. B: Tasa de cambio con respecto al control en la
conducta de nado. C: Tasa de cambio con respecto al control en la conducta de escalamiento Los datos
representan las medias + e.e. * P< 0.05 vs el control de la misma cepa. ** P< 0.01 vs el control de la
misma cepa. *** P< 0.001 vs el control de la misma cepa. # P< 0.05 vs el mismo grupo de la cepa
contraria # P< 0.01 vs el mismo grupo de la cepa contraria. *# P< 0.001 vs el mismo grupo de la cepa
contraria n= 8 a 12. ANOVA de dos vias. Post-hoc Holm-Sidak

° Actividad locomotora

Actividad locomotora

B Sertralina 1.25 mg/kg
BE= Sertralina 2.5 mg/kg
Em Sertralina 5 mg/kg

Tasa de cambio

Wistar WKY
Grupo

Figura 23 Actividad locomotora en la prueba de campo abierto al administrar distintas dosis de
sertralina en ambas cepas expresado como tasa de cambio con respecto al control .Los datos
representan las medias * e.e. " P< 0.001 vs el mismo grupo de la cepa contraria n=8 a 12. ANOVA
de dos vias. Post-hoc Holm-sidak

Las figuras 22 y 23 muestran el efecto del tratamiento con sertralina a la dosis de 1.25 mg/kg,
2.5 mg/kg y 5 mg/kg. En la figura 22 (panel A) se puede apreciar que el tratamiento con sertralina
reduce la inmovilidad de manera significativa en la cepa Wistar con la dosis de 5mg/kg
Uunicamente, mientras que en la cepa WKY se observa una reduccion significativa de la conducta
de inmovilidad con las dosis de 2.5 y 5 mg/kg. Estas diferencias en la conducta de inmovilidad,
de acuerdo con el ANOVA de dos vias estan dadas por el factor cepa (*** F (167) =18.492,
p<0.001), y el factor tratamiento (***F (367)=11.642, p<0.001) ademas se hay interaccion entre
ambos factores (* F 3,67)=3.372, p=0.029).

La conducta de nado en la cepa Wistar aumenta de manera significativa con la administracion
de 5 mg/kg de sertralina, mientras que en la cepa WKY se observa un aumento en el nado con
las dosis de 2.5 y 5 mg/kg del farmaco (Fig. 22 B). Para la conducta de nado el ANOVA indica

gue estas diferencias dependen del factor cepa (***F @67y =71.285, p<0.001), del factor
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tratamiento (*** F 367 = 42.167, p<0.001) y que el efecto del tratamiento depende de la cepa,
es decir que existe interaccion (*** F 367) =13.917, p<0.001) entre ambos factores.

En los paneles C de la figura 22 se observa que en la cepa Wistar la administracion del farmaco
reduce la conducta de escalamiento de manera significativa a las dosis de 2.5 y 5 mg/kg,
mientras que en la cepa WKY no se observan cambios en esta conducta. El ANOVA para esta
conducta sefiala que los efectos observados no dependen de la cepa (F 1,67 =0.140, p=0.71)
pero si del tratamiento (** F (167) = 5.439, p=0.002). Ademas, existe interaccion entre ellos (*F
3,67) =3.260, p=0.028).

Por dltimo, no se observan cambios en la actividad locomotora de ambas cepas (fig. 23). Con
respecto al ANOVA, los efectos observados sobre la actividad locomotora dependen
Unicamente de la cepa; (*F 167) = 5.783, p=0.019). Por otro lado, el tratamiento no es un factor
gue modifique la actividad locomotora (F 367y = 1.580, p=0.204), sin embargo, la interaccion

entre ambos factores es significativa (**F (367) =4.268, p=0.008).

4, Efecto antidepresivo del tratamiento subcronico de la combinacion de dosis
subdptimas de MK-801, desipramina o sertralina en ambas cepas.

° Prueba de nado forzado

= MK-801 1.25 poikg

= Sertralina 1.25 mglkg
Sertralina 1.25 mglkg
+ MK+801 1.25 pg/kg

A Inmovilidad B Nado Cc Escalamiento

Wistar WKY Wistar

Figura 24. Efecto de la administracion subcroénica de sertralina sola (1.25 mg/kg) o en combinacién con
MK-801 (1.25 pg/kg) en ambas cepas. A: Tasa de cambio con respecto al control en la conducta de
inmovilidad. B: Tasa de cambio con respecto al control en la conducta de nado. C: Tasa de cambio con
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respecto al control en la conducta de escalamiento. Los datos representan las medias + e.e. * P< 0.05
vs el control. ** P< 0.01 vs el control. # P< 0.05 vs el antidepresivo sélo. *# P< 0.01 vs el antidepresivo
solo. ¥ P< 0.001 vs el antidepresivo s6lo.” P< 0.05 vs el mismo grupo de la cepa contraria. * P< 0.01
vs el mismo grupo de la cepa contraria. *# P< 0.001 vs el mismo grupo de la cepa contraria n=8 a 12.
ANOVA de dos vias. Post-hoc Holm-sidak
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Figura 25 Efecto de la administracién subcronica de DMI solo (1.25 mg/kg) o en combinacién con MK-
801 (1.25 pg/kg) en ambas cepas. A: Tasa de cambio con respecto al control en la conducta de
inmovilidad. B: Tasa de cambio con respecto al control en la conducta de nado. C: Tasa de cambio con
respecto al control en la conducta de escalamiento Los datos representan las medias + e.e. * P< 0.05
vs el control. ** P< 0.01 vs el control. * P< 0.05 vs el antidepresivo s6lo. * P< 0.01 vs el antidepresivo
s6lo. ¥ P< 0.001 vs el antidepresivo s6lo. n=8 a 12. ANOVA de dos vias. Post-hoc Holm-sidak
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Figura 26 Actividad locomotora en la prueba de campo abierto con la administracion subcronica de los
farmacos solos o combinados en ambas cepas. A: Tasa de cambio en el nimero de cruces con respecto
al control del grupo tratado con sertralina sola o en combinacion con MK-801 B: Tasa de cambio en el
namero de cruces con respecto al control del grupo tratado con DMI solo o en combinacion con MK-801.
Los datos representan las medias + e.e. n= 8 a 12. ANOVA de dos vias. Post-hoc Holm-sidak

51



En las figuras 24 a 26 se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de nado forzado y
campo abierto en ambas cepas, al administrar dosis subéptimas de MK-801, DMI o Sertralina
(1.25 pg/kg, 1.25 mg/kg y 1.25 mg/kg respectivamente), asi como las conductas observadas al
combinar tratamientos de igual manera a dosis subéptimas (MK-801 con DMI o Sertralina con
DMI).

La conducta de inmovilidad en la cepa Wistar (Fig. 24 A) no se modificada al administrar
sertralina o DMI solos 0 en combinacion con MK-801con respecto al grupo control. En contraste,
al administrar sertralina combinada con MK-801 se observa un aumento significativo en la
conducta de nado (Fig. 24 B) con respecto tanto al control como al grupo administrado solo con
sertralina. Mientras que en el grupo que recibié DMI solo o en combinacion con MK-801(Fig. 25
B) no se observan diferencias significativas en la conducta de nado. En la figura 24 C no
observamos cambios significativos en el escalamiento con respecto al control con ninguno de

los tratamientos evaluados.

En la cepa WKY la conducta de inmovilidad se ve reducida de manera significativa al administrar
tanto DMI como sertralina en combinacion con MK-801 en comparacion con el grupo control y
con los grupos tratados solo con el antidepresivo correspondiente a la combinacion (Fig. 25 A).
La conducta de nado aumenta de manera significativa en los grupos administrados con las
combinaciones de los farmacos con respecto al control y con respecto a los grupos
administrados solo con DMI o sertralina respectivamente (Fig. 25 B). Para la conducta de
escalamiento mostrada en la figura 25 C sélo se observa una reduccidén estadisticamente

significativa en el grupo que fue tratado con sertralina mas MK-801.

El ANOVA de dos vias para el tratamiento con sertralina sola y en combinacion con MK-801
(fig. 24) no sefala diferencias estadisticas en la conducta de inmovilidad debidas a la cepa (F
@63 = 2.784, p=0.101), pero si se encontraron diferencias debidas al tratamiento (**F 63) =
5.408, p=0.003), sin embargo, no existe interaccion entre ambos factores (F 63 =0.470,
p=0.705). De acuerdo con el ANOVA, en la conducta de nado no existen diferencias debidas a
la cepa (F (163 = 0.184, p=0.670), si existe diferencias debida al factor tratamiento (***F (363) =

30.253, p<0.001) sin embargo no existe interaccion entre los factores (F (363) = 1.866, p=0.146).
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Para la conducta de escalamiento el ANOVA nos indica los efectos observados no se deben al
factor cepa (F (1,63 = 0.385, p=0.537) mientras que si son debidos al tratamiento (**F (3,63) =5.107,

p=0.003), ademas existe interaccion entre ambos factores (*F (363 = 3.727, p= 0.017).

Por otro lado, el ANOVA de dos vias para el tratamiento con DMI sélo y en combinacién con
MK-801 no sefiala diferencias estadisticas en las conductas de inmovilidad debidas a la cepa
(F 1,63 = 0.838, p=0.364) o al tratamiento (F 363y = 0.665, p=0.577) aunque si existe interaccion
entre ambos factores (**F 3,63y =24.570, p=0.006). En cuanto al nado el ANOVA nos indica que
los efectos observados no estan dados por la cepa (F 1,63y = 2.058, p=0.157), pero si por el
tratamiento (**F (363) = 5.315, p=0.003), ademas existe interaccion entre ambos factores (***F
3,63 = 11.054, p<0.001). Por ultimo, para el escalamiento el ANOVA sefiala diferencias debidas
a la cepa (*F (1,63 = 5.368, p=0.024) y al tratamiento (*F 3,63y = 2.997, p=0.041) sin embargo no

existe interaccion entre ambos factores (F (363 = 1.600, p= 0.200).

Finalmente, la actividad locomotora (Fig. 26 Ay 26 B) de los animales de ambas cepas no se
ve modificada en ninguno de los grupos con respecto a su control. En cuanto al ANOVA no se
encontraron diferencias significativas en la actividad locomotora para los grupos tratados con
sertralina (Fig. 26 A) debidas a la cepa (F (163 = 0.111, p=0.740) o al tratamiento (F (3,63) = 1.053,
p=0.377), ademas no existe interaccion entre ambos factores (F 3,63y = 0.299, p=0.826). De igual
manera, para los grupos tratados con DMI (Fig. 26 B) no se encontraron diferencias debidas a
la cepa (F (1,63 = 0.757, p=0.388), al tratamiento (F 3,63 = 2.575, p=0.063) 0 a la interaccion (F
@363 = 2.551, p=0.065) entre ambos factores

Debido a que se observé que el MK-801 solo y en combinacion con DMI o sertralina aumenté
principalmente la conducta de nado, se decidié utilizar a un inhibidor de la enzima triptéfano
hidroxilasa, PCPA para depletar la concentracion de serotonina en el cerebro. Ademas, se
combiné el PCPA con un neurotéxina para las neuronas noradrenérgica (DSP4), con la finalidad
de observar si aun en ausencia de serotonina y noradrenalina el MK-801 presentaba efectos

antidepresivos.
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5. Participacion de los sistemas noradrenérgico y serotoninérgico en el efecto tipo
antidepresivo de MK-801 administrado de manera aguda en ambas cepas.

5.1 Efecto de la administracion de PCPA solo y en combinacion con DSP4 en la
prueba de nado forzado
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Figura 27 Efecto de la administracién de PCPA solo y en combinacién con DSP4 en la prueba de nado
forzado. A: Tasa de cambio con respecto al vehiculo en la conducta de inmovilidad. B: Tasa de cambio
con respecto al vehiculo en la conducta de nado. C: Tasa de cambio con respecto al vehiculo en la
conducta de escalamiento Los datos representan las medias + e.e. * P< 0.05 vs el vehiculo. ** P< 0.01
vs el vehiculo. *** P< 0.001 vs el vehiculo.  P<0.05 vs el mismo grupo de la cepa contraria. 44P< 0.01
vs grupo de la cepa contraria. 44 P< 0.001 vs el antidepresivo s6lo. n=4 a 10. ANOVA de dos vias. Post-
hoc Holm-sidak

En la figura 27 observamos los efectos de la neurotoxina PCPA administrada sola y en
combinacién con DSP4. Para la cepa Wistar el PCPA no modificé la conducta de inmovilidad
(panel A) con respecto al vehiculo, sin embargo, cuando se administré PCPA en combinacién
con DSP4 se reduce la conducta de inmovilidad de manera significativa con respecto al grupo
gue recibié PCPA solo y con respecto al vehiculo. En cuanto a las conductas activas se puede
observar que la conducta de nado (panel B) disminuye de manera significativa cuando se

administra PCPA solo, y que al administrar DSP4+PCPA se revierte este efecto de manera
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significativa, regresando a niveles basales. El escalamiento (panel C) no se vio modificado de

manera significativa con ninguno de los dos tratamientos.

En la cepa WKY (figura 27) se presentaron efectos distintos a los observados en la cepa Wistar.
En primer lugar, la administraciéon de PCPA redujo de manera significativa la conducta de
inmovilidad con respecto al vehiculo, efecto que se revierte con la administraciéon de DSP4 en
conjunto con PCPA, presentandose una diferencia significativa entre ambos grupos. En
segundo lugar, la conducta de nado no se modificd con la administracion de PCPA en esta
cepa, en contraparte, al administrar la combinacién de neurotdxinas la conducta de nado se
redujo de manera significativa con respecto al vehiculo y al grupo que recibié tnicamente PCPA.
Por ultimo, la conducta de escalamiento presento un aumento significativo con respecto al
vehiculo tanto en el grupo que recibié s6lo PCPA, como en el grupo que recibié la combinacion

de neurotoxinas.

Ademas, observamos diferencias significativas entre las cepas. En la conducta de inmovilidad
existe una diferencia significativa entre los grupos que recibieron PCPA, y entre los grupos que
recibieron la combinacién de PCPA y DSP4. En la conducta de nado y de escalamiento se

observan también diferencias entre cepas en ambos evaluados.

El ANOVA de dos vias para la conducta de inmovilidad sefiala que las diferencias observadas
entre los grupos se deben a la cepa (*F (146) = 4.903, p= 0.032) y al tratamiento (*** F (2.4
=10.727, p <0.001). De acuerdo con el ANOVA los efectos del tratamiento dependen de la cepa
gue se esté evaluando, es decir existe interaccion entre ambos factores (***F (246) =26.692, p
<0.001). Para la conducta de nado el ANOVA nos sefiala que los efectos observados no
dependen del factor cepa (F (146 =0.048, p=0.828), ni del factor tratamiento (F (2,46) =1.905,
p=0.162), sin embargo, existe interaccion entre la cepa y el tratamiento (***F (246 =16.718, p
<0.001). Los efectos observados en la conducta de escalamiento dependen de la cepa (*** F
(146) =45.172, p<0.001), y del tratamiento (***F (2.46) =33.234, p <0.001), ademas, existe

interaccion entre ambos factores (***F (2.46) =15.246, p<0.001).

Con base en estos resultados y con la finalidad de observar de manera clara el efecto de las

neurotoxinas PCPA y DSP4 sobre el efecto tipo antidepresivo de MK-801, en las gréaficas
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posteriores los datos se normalizaron con respecto al vehiculo para la evaluacion de la

participacion tanto del sistema serotoninérgico como del sistema noradrenérgico.

5.2 Participacion del sistema serotoninérgico en el efecto antidepresivo de MK-801

. Prueba de nado forzado
=3 PCPA 200 mglkg+ s.s.
03 MK-801 5 pgikg
PCPA 200 maikg
+MK-801 5ugikg
A Inmovilidad Escalamiento

Tasa de cambio

Wistar WKY

Wistar

Figura 28 Efecto de la administracién aguda de MK-801 en animales pre tratados con PCPA en la
prueba de nado forzado. A: Tasa de cambio con respecto al vehiculo en la conducta de inmovilidad. B:
Tasa de cambio con respecto al vehiculo en la conducta de nado. C: Tasa de cambio con respecto al
vehiculo en la conducta de escalamiento Los datos representan las medias = e.e. * P< 0.05 vs el
vehiculo. ** P< 0.01 vs el vehiculo. & P< 0.001 vs MK-801. % P< 0.01 vs el mismo grupo de la cepa
contraria. 4% P< 0.001 vs el mismo grupo de la cepa contraria. n=8 a 10. ANOVA de dos vias. Post-hoc
Holm-sidak.
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° Actividad locomotora
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Figura 29 Efecto de la administracién aguda de MK-801 en animales pretratados con PCPA sobre la
actividad locomotora expresado como tasa de cambio con respecto al vehiculo. Los datos representan
las medias * e.e. *** P< 0.001 vs el vehiculo. ¥&P< 0.001 vs MK-801. n=8 a 10. ANOVA de dos vias.
Post-hoc Holm-sidak.

El efecto de la administracion de la neurotéxina PCPA se observa en la figura 28. La conducta
de inmovilidad en la cepa Wistar no se modifica al administrar el PCPA de manera individual,
sin embargo, si se observa una reduccion significativa en esta conducta cuando se administra
PCPA+MK-801 con respecto al control. Mientras que en la cepa WKY el PCPA por si solo
reduce de manera significativa la conducta de inmovilidad de manera similar al MK-801 (43 %vs
46 % respectivamente). La reduccion de la inmovilidad permanece aun en el grupo que recibid
la combinacién de MK-801+ PCPA.

En cuanto a la conducta de nado en la cepa Wistar el tratamiento con PCPA no produjo cambios
con respecto al vehiculo, mientras que en el grupo que recibié MK-801 se observa un aumento
significativo del nado respecto al vehiculo, efecto que se pierde cuando se administra PCPA+
MK-801. Ademas, observamos gue existe una diferencia significativa entre el grupo que recibié

PCPA+MK-801 con respecto al grupo administrado con PCPA.

La conducta de escalamiento en las ratas Wistar no se ve modificada de manera significativa
en los grupos tratados con los PCPA y MK-801 por separado, si se observa un aumento
significativo de esta conducta en aquellos animales que recibieron la combinacion de MK-801 y
PCPA.
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Para la cepa WKY, los tres tratamientos redujeron de manera significativa la conducta de
inmovilidad. En el grupo administrado con PCPA no se observan cambios en la conducta de
nado, mientras que en el grupo que recibio MK-801 aumenta de manera significativa la conducta
de nado, y este efecto se pierde en el grupo que recibi6 PCPA+MK-801. Por otro lado, la
conducta de escalamiento aumento significativamente en el grupo tratado con PCPA, mientras
que en el grupo tratado con MK-801 no se modificé esta conducta con respecto al vehiculo. En
contraste en el grupo que recibi6 PCPA+MK-801 se observa un aumento significativo de la

conducta de escalamiento.

De acuerdo con el ANOVA de dos vias la conducta de inmovilidad sefiala que las diferencias
observadas entre los grupos se deben a la cepa (*F (1,700 =5.382, p= 0.023) y al tratamiento (***
F 3,700 =22.873, p <0.001). EI ANOVA también nos indica que existe interaccion entre ambos
factores (***F (3700 =12.865, p<0.001). En cuanto a la conducta de nado el ANOVA nos sefiala
gue los efectos observados dependen del factor cepa (**F (1,700 =11.141, p=0.001), y del factor
tratamiento (***F (3,70 =32.078, p<0.001), ademas existe interaccion entre ambos factores (***F
3,700 =11.558, p <0.001). Finalmente, los efectos observados en la conducta de escalamiento
no se deben al factor cepa (F (1,70 =3.814, p=0.055), pero si s dependen del tratamiento (***F
3700 =9.686, p<0.001), ademas, existe interaccion entre ambos factores (*F (3700 =3.670,
p=0.016).

Por ultimo, la actividad locomotora de los animales tratados con PCPA y con la combinacion de
PCPA y MK-801 en ambas cepas (fig. 29) se redujo significativamente con respecto al vehiculo
y al grupo administrado solo con MK-801. Sin embargo, esta reducciéon no influye sobre los
efectos observados en la prueba de nado forzado. Para la actividad locomotora el ANOVA de
dos vias nos indica que los efectos observados no se deben al factor cepa (F (1,70) =2.214,
p=0.141), pero si dependen del tratamiento (***F (370 =29.815, p<0.001), sin embargo, no se

presento interaccion entre ambos factores (F 3,700 =1.154, p=0.334).

Estos hallazgos nos confirman que el componente serotoninérgico fue abatido con la

administraciéon de PCPA puesto que la conducta de nado no se modificd, sin embargo,
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observamos que se estimulé un componente catecoloaminérgico en ambas cepas, puesto que

la conducta de escalamiento aumenté significativamente.

Razon por la cual se decidio administrar una neurotdéxina noradrenérgica (DSP4) en
combinacién con PCPA y MK-801, para discernir si los efectos observados con PCPA y MK-

801 se debian a la estimulacion de la neurotransmision noradrenérgica.

5.3 Participacién del sistema noradrenérgico en el efecto antidepresivo de MK-801.
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Figura 30 Efecto de la administracion aguda de MK-801 en animales pretratados con DSP4 en
combinacion con PCPA en la prueba de nado forzado. A: Tasa de cambio con respecto al vehiculo en
la conducta de inmovilidad. B: Tasa de cambio con respecto al vehiculo en la conducta de nado. C: Tasa
de cambio con respecto al vehiculo en la conducta de escalamiento Los datos representan las medias
+e.e. * P<0.01 vs el vehiculo. #P< 0.05 vs MK-801%44P< 0.001 vs MK-801. 4 P<0.01 vs el mismo grupo
de la cepa contraria. 4% P<0.001 vs el mismo grupo de la cepa contraria n=6 a 10. ANOVA de dos vias.

Post-hoc Holm-sidak
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Figura 31 Efecto de la administracion aguda de MK-801 en animales pretratados con DSP4 en
combinacion con PCPA sobre la actividad locomotora expresado como tasa de cambio con respecto al
grupo tratado con ambas neurotdxinas. Los datos representan las medias * e.e. ** P< 0.01 vs vehiculo.
*** P< 0.001 vs vehiculo. ¥ P< 0.01 vs MK-801. & P< 0,001 vs MK-801. #P< 0.05 vs el mismo grupo de
la cepa contraria ¢P< 0.01 vs el mismo grupo de la cepa contraria. n=6 a 10. ANOVA de dos vias. Post-
hoc Holm-sidak

En la figura 30 se observa el efecto de la neurotoxina DSP4 en combinacion con PCPA y con
MK-801. En la cepa Wistar se puede observar que solo en el grupo administrado con MK-801
se redujo significativamente la conducta de inmovilidad (panel A), mientras que en los grupos
gue recibieron DSP4+ PCPA y DSP4+PCPA+MK-801 no se observaron cambios en esta

conducta.

De igual manera en la cepa WKY el MK-801 reduce de manera significativa la inmovilidad,
mientras que, en los grupos que recibieron las neurotoxinas solas o en combinacion con MK-
801 se observa un aumento significativo de la inmovilidad con respecto al grupo MK-801 pero

no con respecto al vehiculo.

La conducta de nado (Fig. 30 B) en la cepa Wistar aumenta significativamente en el grupo

tratado con MK-801 mientras que en el grupo que recibi6 DSP4+PCPA no presenta cambios;
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por otro lado, en el grupo que recibié la combinacion de DSP4+PCPA+MK-801 se observa una
reduccidn significativa de la conducta de nado con respecto al grupo tratado con MK-801 pero

no con respecto al vehiculo.

En la cepa WKY, el MK-801 provoca un aumento significativo en el nado, mientras que el grupo
tratado Unicamente con las neurotoxinas se reduce esta conducta de manera significativa con
respecto al vehiculo y con respecto al grupo tratado con MK-801; para el grupo que recibio los
3 farmacos se observa una reduccion significativa de la conducta de nado con respecto al grupo
que recibié MK-801.

Con respecto a la conducta de escalamiento en la cepa Wistar ninguno de los 3 tratamientos
modificé de manera significativa esta conducta, en contraste, en la cepa WKY se observa un
aumento significativo del escalamiento en el grupo administrados con DSP4+PCA y en el grupo
tratado con DSP4+PCPA+MK-801con respecto al vehiculo y con respecto al grupo administrado
con MK-801.

El ANOVA de dos vias la conducta de inmovilidad sefiala que las diferencias observadas entre
los grupos se deben a la cepa (***F (1,54) =13.940, p <0.001) y al tratamiento (*** F (354) =16.196,
p <0.001), también que existe interaccion entre ambos factores (*F (3540 =4.139, p=0.035). En
cuanto a la conducta de nado el ANOVA nos sefiala que los efectos observados no dependen
del factor cepa (F (1,54) = 0.0165, p=0.898), pero si del factor tratamiento (***F 354y =36.523, p
<0.001), ademas existe interaccion entre ambos factores (***F 354y =12.487, p<0.001). Por
altimo, los efectos observados en la conducta de escalamiento no se deben al factor cepa (F
@54 =0.297, p=0.588), pero si s dependen del tratamiento (***F (354) =7.577, p<0.001), aunque

no existe interaccion entre ambos factores (F 354) =1.102, p=0.356).

Finalmente, la actividad locomotora de ambas cepas (fig. 31) se redujo de manera significativa
en aquellos grupos que recibieron las neurotdxinas solas (DSP4+PCPA) o en combinacion con
MK-801 con respecto al vehiculo, asi como con respecto al grupo administrado Unicamente con
MK-801.
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El ANOVA de dos vias nos indica que los efectos observados en la actividad locomotora se
deben al factor cepa (*F (154) =6.250, p=0.015), y del factor tratamiento (***F 3,54y =42.795,
p<0.001), también existe interaccion entre ambos factores (**F (354) =5.376, p=0.003).
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VIIl. DISCUSION

1. Diferencias basales entre la cepa Wistar y WKY

La prueba de nado forzado induce en los roedores un estado de desesperanza conductual que
se traduce en un incremento en la conducta tipo depresion (Porsolt y cols.1978 ; Borsini & Meli,
1988; Livia Chirita y cols., 2015). En el presente trabajo, al analizar la conducta basal de las dos
cepas de ratas (Wistar y WKY) se encontré que la WKY presenta mayor conducta inmovilidad

aunado a una menor conducta de escalamiento en comparacién con la rata Wistar.

Estos resultados concuerdan con trabajos previos en los que, al compararse con otras cepas,
la WKY es mas propensa a desarrollar conducta tipo depresion tanto en la prueba de nado
forzado (Griebel y cols., 1999; Lahmane & Armario, 1996; Rittenhouse y cols., 2002; Tejani-Butt
y cols., 2003) como en modelos animales de depresion (Paré y col., 1994 y Nam y cols. 2014).
Por ejemplo, se ha observado que la cepa WKY desarrolla una mayor conducta tipo anhedonia
en la prueba de preferencia de sacarosa y despliega una mayor conducta de desesperanza
cuando son sometidas a un shock eléctrico del que no hay escapatoria (Paré 1992; Paré 1994;
De la Garza y cols 2004, Jiao y cols, 2011).

Ademas, las ratas WKY muestran otras diferencias en comparacion con distintas cepas. Por
ejemplo, tienen una hiperreactividad al estrés (Pare, 1989; Braw et al., 2006) por lo que
presentan mayores niveles de corticosterona y ACTH en comparacion con la cepa Sprague-
Dawley (SD) y la cepa Wistar (Solberg y cols., 2001; Will y cols, 2003; Rittenhouse y cols, 2002).
También se reporta que la cepa WKY al ser sometida a un estresor, tiene una desregulaciéon a
la baja de los sitios de union del receptor 5-HT1ay del transportador de serotonina (SERT) en
comparacién con la cepa SD (Renoir y cols, 2012). Ademas, Scholl y cols (2010) reportaron que
la cepa WKY presenta menores niveles de monoaminas (DA, NA 'y 5-HT) y de sus metabolitos
en diversas areas cerebrales como la amigdala basolateral, hipocampo y el nacleo accumbens

en comparacion con las cepas SD y Wistar.

Dado que la prueba de nado forzado se ha relacionado a las conductas de nado y escalamiento
con la activacion de los sistemas serotoninérgico y catecolaminérgico respectivamente (Detke

& Lucki, 1996), es posible que la cepa WKY presente menor conducta de escalamiento debido
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a la existencia de una menor concentracion de noradrenalina y dopamina en areas que han sido
relacionadas con la regulacion de la depresion (Scholl y cols, 2010). De hecho, se propone que
estas disfunciones se relacionan directamente con la mayor propension de la cepa WKY para
desarrollar conducta tipo depresion (De La Garza & Mahoney, 2004; Scholl y cols, 2010).

En cuanto a la actividad locomotora, en el presente trabajo se observa que la cepa WKY tiene
menor movilidad que la cepa Wistar en el modelo de campo abierto. Este resultado coincide
con lo reportado en otros trabajos, que también utilizan la prueba de campo abierto, y observan
gue la cepa WKY presentd menor actividad que las cepas Wistar o SD (Paré 1994; Nam y cols,
2014; Burke y cols.2016).

Con estos resultados se puede concluir que en las condiciones experimentales de nuestro
laboratorio se mantienen las caracteristicas principales de la cepa WKY, es decir muestran
mayor conducta tipo depresion y muestran una hiperreactividad a condiciones de estrés como

el campo abierto.

Dado que en el presente trabajo uno de los principales objetivos fue el de comparar el efecto
antidepresivo de diferentes compuestos en las dos cepas de rata, fue necesario normalizar los
datos para poder contrastar los efectos de los compuestos en las cepas Wistar y WKY tanto en

la prueba de nado forzado como en la prueba de actividad en el campo abierto.

A continuacion, se discuten los resultados obtenidos con la administracion de los diferentes

farmacos en las dos cepas de ratas (Wistar y WKY).
2. Efecto antidepresivo del tratamiento agudo con MK-801

Dado que en el presente trabajo se considera a la cepa Wistar como la cepa control, primero
se analizara el efecto de los antidepresivos estudiados en esta cepa de ratas y posteriormente

se contrastaran estos efectos con los producidos en la cepa WKY.

En este caso, la administracion aguda de MK-801 en la cepa Wistar reduce la conducta de
inmovilidad a las dosis de 5y 10 pg/kg. Esta reduccién en la inmovilidad estd acompafiada de
un aumento en la conducta de nado con ambas dosis, y un aumento en la conducta de
escalamiento, solo a la dosis de 10 pg/kg. Cabe sefialar que a esta ultima dosis también se

incrementa la actividad en la prueba de campo abierto. Por lo que a la dosis de 10 ug/kg, mas
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gue un efecto antidepresivo, se tiene un efecto inespecifico por el incremento en la actividad

motora.

De acuerdo a lo reportado por Detke y cols. (1995) se puede sugerir que el MK-801 a la dosis
de 5 pg/kg interactia con el sistema serotoninérgico para mediar sus efectos antidepresivos.
Mientras que a la dosis de 10 pg/kg podria interactuar también con el sistema catecolaminérgico
ya que se incrementa la conducta de nado a la dosis de 5 pg/kg y la de escalamiento a la dosis
de 10 pg/kg. Este incremento en la actividad catecolaminérgica a la dosis de 10 pg/kg también
podria relacionarse con el aumento de la actividad motora observada en el campo abierto. En
apoyo a esta hipotesis, se ha reportado que el MK-801 a dosis entre 0.01mg/kg a 0.3 mg/kg
incrementa los niveles de DA y sus metabolitos y de NA y 5-HT en el nicleo accumbens en
animales en libre movimiento (Hatip-Al-Khtib y cols., 2001). También incrementa la densidad
del receptor 5-HT1A en la corteza prefrontal y en el hipocampo (Hatip-Al-Khtib y cols., 1999).

Otros autores han reportado efectos antidepresivos del MK-801 administrado de forma aguda
en el modelo de nado forzado. Por ejemplo, Maj y cols. (1992) y Pruus y cols. (2010) observaron
gue el MK-801 reduce de manera dosis dependiente la conducta de inmovilidad. Sin embargo,
en estos trabajos no se evaluaron las conductas activas en la prueba de nado forzado. Cabe
sefalar que Shepard y cols. en 2018 evaluaron el efecto de Ketamina (cuyo mecanismo de
accion es similar al de MK-801) en la prueba de nado forzado. En este caso la ketamina redujo
la conducta de inmovilidad aumentando significativamente la conducta de nado, lo cual coincide

con los resultados que encontramos en este trabajo.

Con relacion a la cepa WKY, la administracion aguda de MK-801 también redujo la conducta de
inmovilidad a las dosis de 5y 10 pg/kg, aumentando la conducta de nado a ambas dosis sin
afectar la de escalamiento. En a la cepa WKY no existen estudios previos que evalluen el efecto
antidepresivo de MK-801. Unicamente, Tizabi y cols. (2012) evaluaron el efecto de la ketamina
y reportaron una reduccion de la conducta de inmovilidad de manera dosis dependiente, sin

embargo, en este trabajo no se estudiaron las conductas activas.

Al comparar los resultados de MK-801 (agudo) entre las cepas se destacan dos diferencias
importantes. La rata WKY, parece ser mas sensible al efecto de MK-801 dado que el incremento

en la conducta de nado es el doble de lo observado en la cepa Wistar, lo que podria sugerir que
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la cepa WKY es mas sensible a las acciones del MK-801. Por otra parte, el mecanismo de
accion parece diferir en ambas cepas. Mientras que en la cepa Wistar el MK-801 activa tanto al
sistema serotoninérgico como catecolaminérgico, en la cepa WKY sélo se activa el sistema
serotoninérgico. Esto Ultimo se infiere tras la observacion de las conductas activas. Para
confirmar estas suposiciones se requieren realizar mas experimentos que nos permitan evaluar

la sensibilidad de las cepas a los efectos del farmaco.

Con respecto a la actividad locomotora en la cepa WKY el tratamiento agudo con MK-801 no
produjo cambios significativos a ninguna de las dosis evaluadas. A pesar de que no existen
reportes del efecto de MK-801 sobre la actividad locomotora de esta cepa, el efecto observado
coincide con lo que también reporto Tizabi en 2012 en donde la administracion de Ketamina no
produjo alteraciones en la actividad exploratoria en animales WKY.

3. Efecto antidepresivo del tratamiento subcronico con MK-801

En cuanto al tratamiento subcrénico con MK-801 en la cepa Wistar la dosis de 5 pg/kg reduce
la inmovilidad, aunque no se presentan cambios significativos en las conductas activas. Por otro

lado, la actividad locomotora no se modificd con ninguna de las dosis administradas de MK-801.

En la cepa WKY tanto la dosis de 2.5 pg/kg como la de 5 pg/kg presenta un efecto tipo
antidepresivo al reducir la conducta de inmovilidad e incrementar de manera significativa la
conducta de nado en ambas dosis (de manera similar a lo observado con el tratamiento agudo).
En la actividad locomotora no se observaron cambios significativos con ninguna de las dosis

evaluadas.

No existen trabajos que evaluen los efectos de MK-801 en un esquema de administracion
subcronico en la cepa Wistar o WKY. El Unico trabajo que reporta los efectos antidepresivos del
tratamiento cronico con un antagonista no competitivo del receptor NMDA (en este caso
Ketamina en la cepa WKY) es el realizado por Tizabi y cols. en 2012. En este estudio se observo
una reduccién en la conducta de inmovilidad en la prueba de nado forzado después de 10 dias

de administracién, sin embargo, no se evaluaron las conductas activas.

Como se menciond anteriormente, los antagonistas del receptor NMDA tales como el MK-801

parecen ejercer su efecto antidepresivo a través de la estimulacién del sistema serotoninérgico.
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Apoyando esta idea, Lopez-Gil y cols. (2012) demostraron que la administracion sistémica de
MK-801 o de ketamina incrementa el flujo de glutamato y 5-HT en la corteza media prefrontal
(mPFC). Mas tarde, el grupo de Pham y cols en 2017 comprobd la relacion existente entre el
sistema serotoninérgico y la accion antidepresiva de Ketamina en ratones de la cepa BALB / c.
Este grupo demostré que cuando se induce la deplecion de serotonina con la administracion de
p-clorofenilalanina (PCPA, inhibidor de la enzima triptéfano hidroxilasa) se pierde el efecto
antidepresivo observado con ketamina, confirmando que es necesaria la activacion de la
neurotransmision serotoninérgica para que el antagonista NMDA ejerza sus efectos
antidepresivos.

Otra posible explicacion para la accion antidepresiva de MK-801 podria deberse a un efecto
indirecto sobre los sistemas de neurotransmision monoaminérgicos. De acuerdo con Gerhard y
cols. (2016), parte del mecanismo de accion del efecto antidepresivo de los antagonistas NMDA
puede deberse a la desinhibicion de las células piramidales como resultado del antagonismo de
los receptores NMDA localizados en las interneuronas GABAérgicas, 1o que permitiria que el
tono excitador predominara resultando en una mayor liberacion de monoaminas y con ello el

restablecimiento del estado de animo.

Dada la similitud existente en el mecanismo de accion de MK-801 y ketamina, es posible que el
MK-801 también interactue con los receptores NMDA presentes en las neuronas GABAérgicas,
estimulando principalmente la neurotransmisién serotoninérgica, lo que podria contribuir al

efecto antidepresivo rapido observado con estos farmacos.
4. Efecto de los antidepresivos desipraminay sertralina en ratas Wistar y WKY.

Para poder evaluar el efecto antidepresivo de MK-801 en combinacién con un antidepresivo
noradrenérgico (DMI) o un antidepresivo serotoninérgico (sertralina) primero se determind si los
farmacos administrados por separado presentaban efecto tipo antidepresivo en ambas cepas
bajo nuestras condiciones experimentales. Ademas, se determinaron las dosis subdptimas de
ambos farmacos que serian utilizadas en combinacion con el MK-801. A continuacién, se
discutird el efecto del tratamiento con desipramina y posteriormente el tratamiento con

sertralina.
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4.1. Tratamiento subcrénico con desipramina en ratas Wistar y WKY.

La desipramina presenta un efecto tipo antidepresivo en la cepa Wistar al observarse una
reduccion de la conducta de inmovilidad de aproximadamente el 50% a la dosis de 5 mg/kg.
Esta reduccion en la inmovilidad se acompafia de un aumento en el escalamiento, efecto que
de acuerdo con Detke y Lucki (1996) se debe a la estimulacion de los sistemas

catecolaminérgicos.

En contraste, la cepa WKY parece ser mas sensible al efecto de desipramina debido a que con
las dosis de 2.5 mg/kg y 5 mg/kg se observa una reduccién en la conducta de inmovilidad hasta
de un 30% aproximadamente. Simultaneamente la conducta de escalamiento se duplica y
triplica a las dosis de 2.5 y 5.0 mg/kg respectivamente. Estos resultados indican que la cepa
WKY es mas sensible a las acciones de desipramina que la cepa Wistar.

No se han reportado diferencias en los niveles NA en la mPFC, estriado, amigdala basolateral
y nucleo accumbens entre las cepas Wistar y WKY en condiciones basales (Scholl, y cols.,
2010). Sin embargo, se observd una disminucion en la expresion del transportador de
noradrenalina (NET) en la amigdala de ratas WKY en comparacion con ratas Wistar (Scholl, y
cols., 2010). Y méas aun, cuando los animales son sometidos a estrés se observa un mayor
aumento en la expresion de genes que codifican para la sintesis y metabolismo de NA en el

locus coeruleus de ratas WKY en comparacion con ratas Sprague Dawley (Scholl, y cols., 2010).

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, los cambios inducidos por el estrés agudo como
el nado forzado podrian provocar un aumento en la liberacion de NA al existir un sistema de
recaptura deficiente. Este efecto aunado al bloqueo del NET ejercido por la desipramina, podria
explicar la mayor potencia de la DMI en ratas WKY en comparacion con las Wistar y la mayor

sensibilidad de la cepa WKY a los efectos de DMI.

Cabe mencionar que otros autores han comparado el efecto de DMI en WKY con otras cepas
de ratas y sus resultados difieren a lo encontrado en este trabajo. Por ejemplo, L6pez-Rubalcava
& Lucki (2000) no encontraron diferencias en el efecto de DMI entre ratas WKY y SD; mientras
que Lahmame y Armario (1996) reportaron una menor sensibilidad a desipramina de la cepa
WKY en comparacién con las cepa Brown-Norway y SD (Lahmame and Armario,1996; Will y

cols 2003).Aunque en ambos trabajos se utilizé el mismo esquema de administraciéon utilizado
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en el presente trabajo, la via de administracion fue distinta (subcutanea). Es posible que la via
de administracion influya sobre el efecto antidepresivo observado en la cepa WKY. Otra
posibilidad es que dada la variabilidad genética que le confieren distintas caracteristicas a cada
cepa sea posible observar mas diferencias al comparar contra la cepa Wistar que contra otras
cepas de rata (Strong y cols., 2003). En trabajos futuros serd necesario estudiar estas

diferencias especificas en mas de una cepa de ratas.
4.2 Efecto antidepresivo del tratamiento subcrénico con sertralina

En cuanto a los efectos observados con sertralina, de las tres dosis evaluadas, solo la dosis de
5 mg/kg presentd efecto tipo antidepresivo en la cepa Wistar (disminuye en un 60% la
inmovilidad con respecto al control). Simultdneamente se observa un aumento significativo en
la conducta de nado (hasta de un 178%). Este resultado concuerda con lo reportado por Detke
& Lucki, 1996, en donde se postula que aquellos farmacos que actian sobre el sistema
serotoninérgico disminuyen la conducta de inmovilidad a costa de un aumento de la conducta

de nado.

Con relacion a la cepa WKY, sertralina a las dosis de 2.5 mg/kg y 5 mg/kg disminuye la conducta
de inmovilidad y aumenta la conducta de nado. Siendo la WKY mas sensible al efecto de dicho
farmaco, ya que a menores dosis se observan efectos tipo antidepresivos. También, la dosis de
5 mg/kg es mas potente en WKY que en Wistar ya que en la primera se reduce en un 70 % la

inmovilidad, mientras que en las ratas Wistar se reduce en un 40%.

Es importante sefialar que otros trabajos en los que se comparan antidepresivos
serotoninérgicos (como fluoxetina y 8-OH-DPAT), la cepa WKY es menos sensible a los efectos
antidepresivos de estos compuestos (Griebel, y cols., 1999; Lopez-Rubalcava & Lucki, 2000).
Esta discrepancia entre los resultados del presente trabajo y lo reportado por otros grupos,
posiblemente se deba a que sertralina presenta una mayor selectividad por el transportador de
serotonina (SERT) que fluoxetina, (pKi: 9.1 vs 8.5 respectivamente, de acuerdo con la UIPHAR,
2018) por lo que probablemente a pesar de las disfunciones propias de la cepa WKY en el
sistema serotoninérgico, debido a la mayor afinidad de sertralina, sea posible observar un efecto
antidepresivo en los animales. Se requerirAn mas trabajos especificos que analicen las

diferencias entre distintos antidepresivos serotoninérgicos en la cepa WKY.
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5. Efecto de la combinacion de dosis subéptimas de DMI o Sertralina con MK-801 en
las cepas Wistar y WKY.

En la cepa Wistar no encontramos efectos significativos sobre la conducta de inmovilidad al
combinar dosis subdptimas de MK-801 con desipramina o sertralina. S6lo se observa un
aumento significativo de la conducta de nado con la combinacion de sertralina y MK-801. Con

ninguno de los tratamientos se ve modificada la actividad locomotora de los animales.

Existen dos trabajos en los cuales se han evaluado los efectos de otros antidepresivos clasicos
en combinaciéon con MK-801. El primero fue realizado en 1992 por el grupo de Maj, en este
trabajo se observo que al administrar MK-801 a dosis de 0.05 0 0.1 mg/kg con citalopram (ISRS)
o con imipramina (inhibidor de la recaptura de 5-HT y NA), se mejora el efecto de los farmacos
antidepresivos, lo que se ve reflejado como una reduccion mayor de la conducta de inmovilidad
en la prueba de nado forzado. Sin embargo, estas combinaciones de farmacos también
indujeron un aumento sobre la actividad locomotora en la prueba de campo abierto. Por lo que

mas que un efecto antidepresivo se observo un efecto inespecifico sobre la actividad general.

El segundo trabajo fue el realizado por Pruus y cols. en 2010, en este caso la dosis de MK-801
utilizada fue de 0.1 mg/kg. Se observo que al combinar fluoxetina o citalopram (ambos ISRS)
con MK-801 se reducia la conducta de inmovilidad, pero la combinacion de desipramina o
maprotilina (ambos antidepresivos noradrenérgicos) con MK-801 resulto inefectiva en la prueba
de nado forzado. Ambos trabajos anteriormente mencionados fueron realizados en la cepa
Wistar, y difieren de los observado en nuestro trabajo, ya que tanto la combinacion DMI+ MK-
801 como Sertralina+ MK-801, no tienen efecto antidepresivo en esta cepa. Las discrepancias
probablemente se deban a que las dosis utilizadas en los trabajos de Maj y Pruus son mayores
a las utilizadas en la presente tesis, y debido a lo cual las concentraciones tanto de MK-801

como de los antidepresivos no sean suficientes para promover un efecto antidepresivo.

En la cepa WKY tanto la combinacibn de DMI con MK-801 como sertralina con MK-801
redujeron la inmovilidad a costa de un aumento significativo en la conducta de nado. No existen
trabajos previos que hayan evaluado estas combinaciones en la cepa WKY. Es posible que los
efectos observados se deban a la aparente mayor sensibilidad que presenté la cepa WKY al

efecto de los farmacos solos. Se sabe que la administracion aguda de MK-801 activa a las

70



neuronas serotoninérgicas e incrementa los niveles de serotonina en la mPFC (Lopez-Gil y
cols., 2012) y como se mencion6 anteriormente, el sistema serotoninérgico parece estar
involucrado en los efectos antidepresivos inducidos por MK-801. Por otro lado, la sertralina al
ser un inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina, induce un aumentd en los niveles de
este neurotransmisor, por lo tanto, la administraciéon concomitante de dosis subdptimas de
sertralina y MK-801, parece tener un efecto sinérgico, lo que se traduce como un mayor efecto
sobre la conducta de nado y una menor inmovilidad comparado con los efectos de los farmacos

por separado.

El aumento en la conducta de nado observado con la administracion de la combinacion de DMI+
MK-801 en la cepa WKY, podria deberse a una mayor estimulaciéon de la neurotransmision
serotoninérgica. Cabe mencionar que el DMI a pesar de ser prevalentemente un inhibidor de la
recaptura de noradrenalina, también presenta afinidad por SERT (pKi= 7.7 en ratas de acuerdo
con la IUPHAR), lo que podria contribuir a un aumento de la transmision serotoninérgica con
esta combinacion, y lo que explicaria por qué esta combinacion aumenta la conducta de nado

y no la de escalamiento en la prueba de nado forzado.

6. Analisis de la participacion de los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico

en el efecto antidepresivo de MK-801

Dado que la administraciéon aguda de MK-801 mostré un incremento de conductas activas en
ambas cepas, principalmente de la conducta de nado en la cepa WKY, se traté de verificar la
participacion del sistema serotoninérgico. Para ello se utilizo a la p-clorofenilalanina o PCPA,
compuesto que depleta selectivamente a las neuronas serotoninérgicas de su neurotransmisor
tras inhibir a la enzima triptéfano hidroxilasa (Koe & Weissman,1966; Dringenberg y cols, 1995).
También se analiz6 la combinacion de PCPA con DSP4, que es una neurotoxina parcialmente

selectiva para las neuronas noradrenérgicas (Ross y cols, 2015).

Antes de analizar el efecto de PCPA sobre las acciones antidepresivas del MK-801 fue
necesario evaluar el efecto per se de la administracién de PCPA sola y en combinacién con

DSP4 en las dos cepas de ratas.

En este caso, en la cepa Wistar, el PCPA no modificd las conductas de inmovilidad y de

escalamiento, mientras que la de nado se reduce ligeramente en un 34%. Estos resultados
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coinciden con lo reportado previamente por diferentes grupos de investigacion que sefialan que
la disminucién en la concentracién de serotonina inducida por PCPA no modifica la conducta
de inmovilidad en la prueba de nado forzado (Cervo y cols., 1991; Page y cols., 1999; Polezak
y cols., 2007; Mostalac-Preciado y cols., 2011), sugiriendo que la serotonina per se no induce
la conducta tipo depresion, pero si es importante en la mediacion de los efectos antidepresivos
de algunos farmacos como los ISRS. Al combinar PCPA con la neurotoxina DSP4 se disminuye
la conducta de inmovilidad en un 29%, principalmente a costa de un incremento en la conducta
de escalamiento (73%) y de un ligero incremento en la conducta de nado (13%). Como se
comento anteriormente, la conducta de escalamiento esta regulada por las catecolaminas NA'y
DA. A la dosis utilizada de DSP4 se reduce la concentracion de NA en un 70% (Cheetham y
cols., 2010), mientras que PCPA (a la dosis utilizada) disminuye la serotonina en un 80%
(Aghajanian y cols., 1973; Vergnes y cols., 1986). Es posible que la disminucion simultanea
tanto de NA como de serotonina incremente la actividad dopaminérgica y por ello se aumente
la conducta de escalamiento. Seran necesarios mas estudios que nos permitan estudiar

directamente la participacion de la DA en este efecto.

En la cepa WKY, el PCPA por si solo redujo de manera significativa la conducta de inmovilidad
(en un 64%) a costa de un importante incremento en la conducta de escalamiento (del 230%) y
sin modificar el nado. En la cepa WKY no encontramos reportes previos que utilicen PCPA, sin
embargo, se ha reportado que esta cepa presenta niveles basales significativamente mayores
de NA y DA en regiones limbicas comparados con otras cepas de ratas (Wistar y Sprague-
Dawley) (De La Garza & Mahoney, 2004; Scholl y cols., 2010). Es posible que en la cepa WKY,
al depletar la serotonina, las catecolaminas presentes en mayor concentracion contribuyan a
inducir el efecto tipo antidepresivo observado con la administracion de PCPA, aumentando la
conducta de escalamiento. De hecho, se ha reportado que la serotonina inhibe el disparo de
neuronas dopaminérgicas en areas como la substantia nigra (Fibiger & Miller, 1977; Kapur &
Remington, 1996). Por lo tanto, al disminuir la serotonina se podria quitar el freno sobre la
actividad dopaminérgica, esto aunado con las concentraciones altas de DA se podria
incrementar la conducta de escalamiento. De hecho, la administracion de DSP4 no modifica
este efecto, apoyando la idea de que es la DA la que media este incremento en el escalamiento.

Sin embargo, seran necesarios mas estudios que permitan verificar esta hipotesis.
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Con respecto a los efectos tipo antidepresivos de MK-801 en la rata Wistar, el PCPA no bloquea
sus efectos sobre las conductas de inmovilidad y nado. De hecho, la combinaciéon de PCPA con
MK-801 incrementa significativamente la conducta de escalamiento. Este incremento podria
deberse a la estimulacion sobre neuronas dopaminérgicas del MK-801 ya que la combinacion
de PCPA+DSP4 no logra bloguear este incremento en el escalamiento, descartando asi la
participacion noradrenérgica en este efecto. Es posible que el bloqueo de la actividad
serotoninérgica quite el freno en la actividad dopaminérgica y junto con la actividad
catecolaminérgica del MK-801 logren incrementar significativamente la conducta de
escalamiento, efecto que es parcialmente disminuido con la administracion de DSP4. Por lo
tanto, podriamos suponer que en la rata Wistar tanto la serotonina como NA y DA participan en

la accion antidepresiva del MK-801.

En la cepa WKY se puede ver que el PCPA no modifica los efectos del MK-801 en la conducta
de inmovilidad, sin embargo, si bloquea el incremento de la conducta de nado inducido por MK-
801. Este bloqueo, al igual que en la cepa Wistar, nos confirma la participacion del sistema
serotoninérgico en los efectos del MK-801. La razén por la que la conducta de inmovilidad
permaneciera disminuida estaria relacionada con el incremento en la conducta de escalamiento
gue induce el PCPA por si mismo en esta cepa de rata. Cabe mencionar que el MK-801 no
modificd el efecto de PCPA per se y que la combinacion de DSP4+PCPA+MK-801 tiene el
mismo efecto que PCPA +MK-801. Por lo tanto, podriamos descartar la participacion
noradrenérgica en las acciones de PCPA como en las acciones de MK-801, mas bien se sugiere

la participacion de la actividad dopaminérgica.

En resumen, la deplecion de serotonina nos permite evidenciar la participacion de este sistema
de neurotransmision en el mecanismo de accién del MK-801 en ambas cepas de ratas. Sin
embargo, no nos fue posible evidenciar la participacién noradrenérgica con los tratamientos
combinados de PCPA + DSP4. La principal razén por la que no lo pudimos descartar es por los
efectos del PCPA sobre el sistema dopaminérgico. Sobre todo, en la cepa WKY que fue méas
sensible a las acciones del PCPA que indujo un incremento en la actividad dopaminérgica,
evidenciado por el incremento de la conducta de escalamiento, misma que no fue bloqueada

con la administracion de DSP4.
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Desafortunadamente no se cuentan con reportes en la literatura que evallien el efecto de la
combinacién de PCPA y DSP4 en la prueba de nado forzado, y el efecto de esta combinacién
sobre el efecto antidepresivo de MK-801. Pero los resultados apuntan a que al inhibir los
sistemas serotoninérgico y noradrenérgico, posiblemente el MK-801 estimule al sistema
dopaminérgico para ejercer su efecto antidepresivo. En futuros trabajos podria investigarse el
papel del sistema dopaminérgico en el efecto antidepresivo de MK-801 a través de alguna
neurotéxina especifica para este sistema, ademas de evaluar si el efecto antidepresivo de MK-
801 se abole completamente al combinar las neurotoxinas que afectan a los 3 sistemas de

neurotransmision.

Por otra parte, la actividad locomotora de los animales tratados con PCPA 'y con la combinacion
de PCPA y MK-801 en ambas cepas se redujo significativamente con respecto al vehiculo y al
grupo administrado solo con MK-801. Se sabe que la serotonina controla diferentes funciones
dentro de las cuales se encuentran la actividad general, los mecanismos de alerta y regulacion
del ciclo suefio—vigilia (Jouvet y cols, 1972; Soubrie y cols, 1986). Dringenberg y cols, 1995,
reporté que el PCPA induce una reduccién en la actividad exploratoria de los animales, lo cual
coincide con los efectos observados sobre la actividad locomotora en este trabajo. Sin embargo,
esta reduccion en la actividad general no influye sobre los efectos observados en la prueba de
nado forzado ya que se observa un incremento en las conductas activas en la prueba de nado
forzado. De hecho, muchos antidepresivos disminuyen la actividad general en el campo abierto,
pero aun asi tienen claramente efectos antidepresivos en la prueba de nado forzado (Detke y
cols., 1995)

Por ultimo, la actividad locomotora de los animales de ambas cepas se redujo de manera
significativa en aquellos grupos que recibieron el tratamiento con DPS+PCPA+MK-801 con
respecto al grupo administrado con MK-801 y con respecto al grupo administrado unicamente
con ambas neurotoxinas. Se ha reconocido en diversos trabajos la importancia de la
neurotransmisién noradrenérgica sobre la actividad motora de los animales, en donde se ha
observado que al inducir lesiones en las terminales noradrenérgicas del LC se reduce la
actividad locomotora (Heybach y cols., 1978; Owen y cols., 1982; Ogren y cols., 1983; Britton y
cols., 1984; Archer & Frediksson, 2003). Estos reportes coinciden con lo observado en este

trabajo en ambas cepas, ademas, como se menciono anteriormente, la reduccién de los niveles
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de serotonina también producen un estado de hipoactividad en los animales, razén por la cual,
la combinacion de neurotoxinas probablemente cause una reduccion mayor de la actividad
locomotora comparada con la reduccion de la actividad observada al administrar Unicamente
PCPA en ambas cepas.
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IX. CONCLUSIONES

El MK-801 tanto agudo como subcrénico induce efectos antidepresivos en ambas cepas
evaluadas, siendo la cepa WKY mas sensible a la administracion subcronica del compuesto.

Se propone que la neurotransmision serotoninérgica participa en las acciones antidepresivas
del MK-801 ya que incrementa la conducta de nado y este efecto se bloquea al depletar la

serotonina.

La cepa WKY fue mas sensible al efecto de los antidepresivos DMI y Sertralina administrados
de manera subcronica, ya que sus efectos se observan a dosis menores a las utilizadas en la

cepa Wistar. Incluso los efectos de ambos farmacos fueron mas potentes en la rata WKY.

Tanto la combinacion de DMI+MK-801 como la de Sertralina+MK-801 aumentaron la conducta
de nado unicamente en la cepa WKY, por lo cual el efecto antidepresivo de las combinaciones

farmacoldgicas parece estar mediado principalmente por el sistema serotoninérgico.

La inhibicion de los sistemas serotoninérgico y noradrenérgico, aparentemente estimula un
mecanismo compensatorio a traves del sistema dopaminérgico, que permite que aun bajo estas

condiciones el MK-801 presente efectos antidepresivos en ambas cepas.
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X. PERSPECTIVAS

Determinar el efecto de la administracion aguda y subcronica de MK-801 sobre la liberacion de
monoaminas en areas cerebrales involucradas en la depresiéon (por ejemplo, el hipocampo,

amigdala y corteza prefrontal) en ambas cepas

Determinar la importancia del sistema dopaminérgico sobre el efecto tipo antidepresivo de MK-
801, lesionando este sistema por medio de la administracion de una neurotdxina especifica (por

ejemplo, la 6-OHDA) en ambas cepas.

Determinar el efecto de la administracion de MK.801 sobre los niveles séricos de corticosterona
en ambas cepas en un esquema de administracion agudo y subcrénico. Dado que el estrés
juega un papel importante en el desarrollo y mantenimiento de la depresion, seria importante
evaluar si el MK-801 ayuda a disminuir los niveles de corticosterona que se encuentran

aumentados en la cepa WKY
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