CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SEDE SUR

Departamento de Farmacobiologia

Accion del 6xido nitrico en el efecto antidepresivo de
Punica granatum en ratones Swiss Webster machos

adultos

TESIS

Que presenta

Med. Cir. Alexandere Aedo Torrado

Para obtener el grado de
Maestra en Ciencias
en

Neurofarmacologia y Terapéutica Experimental

Directora de la tesis: Dra. Carolina Lopez Rubalcava

Ciudad de México Febrero 2024



Este trabajo se realizé en el laboratorio 17 del Departamento de Farmacobiologia
del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional Sede Sur bajo la direccion de la Dra. Carolina Lopez Rubalcava. Durante
el desarrollo de esta tesis se contdé con el apoyo del Consejo Nacional de
Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT), a través de la beca 831431,

para estudios nacionales.



A mi hermano: por su amor incondicional, te debo la vida (literalmente).
A mi papay a Paty: por todo su apoyo, gracias por motivarme a seguir.
A Gaby: por siempre haber estado ahi, te extrafio infinitamente.
A Charlie y a Frankie: por ser mi mejor compaiiia y hacerme reir todos los dias.

We all die. The goal isn’t to live forever,
the goal is to create something that will.
- Chuck Palahniuk



Agradecimientos

Gracias a todos los ratoncitos que con sus vidas nos han dado tanto, sin ustedes
todo lo que hacemos seria imposible.

A la Dra. Carolina Lopez Rubalcava por permitirme formar parte de su laboratorio,

por su disposicion y paciencia durante todos los altibajos y por todo su aprendizaje.

Al Dr. Emilio Galvan Espinosa, quien como coordinador de maestria siempre me

apoy6 durante los momentos mas complicados de este proceso.

A mi sinodo, el Dr. David Centurion Pacheco y la Dra. Erika Monserrat Estrada
Camarena, por sus aportaciones y comentarios que me permitieron culminar este

trabajo de manera satisfactoria.

A Isa por toda su ayuda, por enseflarme cosas que es imposible aprender en libros
y por ser uno de los pilares mas importantes del laboratorio; este proyecto no

hubiera sido posible sin ti.
A todos los que forman y formaron parte del laboratorio 17: Dany, Jessy, Nancy y
Luis, por la convivencia, los consejos y las platicas que hicieron del laboratorio uno

de los mejores ambientes de trabajo en los que he estado.

A todos los doctores del departamento de farmacobiologia por sus ensefianzas y el

conocimiento que me lograron transmitir a lo largo de la maestria.

A Shareny, por facilitarme la vida con todos los pendientes y tramites que siempre

hay que hacer, y siempre estar dispuesta a ayudarme.

Muchas gracias.



Tabla de contenido

W13 0ol [0 ] o] (=3 V7 1o 1 1 [ o KRS 7
Lo L= 1 1YL 9
INCICE O LABIAS .....eeueeeeeeeeeeeecerecereceessiveseeessssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 12
L2 LK TV 1 1 =T L 13
V1Y 0 X3 o Lo SO 15
b T2 1 o T [V Lol of (o] LSRRt 17
1.1, DEPIESION ..ccceeeeeeicieiiiiieenanesiiesiieeennnnssssessneeesnnsssssssssneeennnssssssesssessnnnssssssssssssennnnnsssssssns 17
1.1.1. Sintomas de dePreSiON ....................oooccueiiicieeeeiiieeeecee e scee e e se e e e rte e e s saee e e stt e e e estae e estaeeeenreeenn 17
1.1.2. Neurobiologia de Ia depresion.......................cccoovueeiiiiiieiiiiieiieeeiee ettt 18
1.1.2.1. HipOtesis MONOAMINEIZICA ........ccocuieiiiieiieniieeiee sttt sttt e et e st e st e sebeesareesabeesanee e 19

1.1.2.2, ESEréS Y dEPrESION .......ooiuiiiiiieiiiieiie ettt sttt ettt ettt st e st e st e e st e st e e eabeesabeeeneenas 21

1.1.2.3. Neuroinflamacion y estrés oXidativo.............cccceeriiiriiiiiiiiiie e 24

1.1.3. Tratamiento farmacoldgico actual — Contratiempos....................cccueeeecueeeeciveeeeiieeeeeireeescveeens 26

0 1 T 4 T ol o 27
1.2.1. PUNICA GrANGEUM ...............evvveeeeieeeeiiieeee e e e eecttee e e e e e e s cta e e e e e e e e s s tbbaaeeeeeesesssataeeaeessassstanneeessennnnses 29
1.2.1.1. Punica granatum Y dePreSioOn ..............ccocviieiiiiiieiiieee et e et e e stte e e e st e e eenee e e saveeeenstaeeenns 31

1.3. OXIdO NILFICO veuverrerrereeeersereerteeteeseeseseeeeeessessessessessessessesseesssssessessessessessessessessesssensenes 32
1.3.1. OXido Nitrico y NUrOINIAMACION ...................cooeveeueuereereeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e eseeesesesse e sesesens 34
1.3.2. OXitO NIETICO Y AEPIESION ... eeeeer st se et es sttt eses st sesesesans 37

1.4. Punica granatum y su relacion con el 0Xido NItrico.......cccveeeeeirieeeciirececciirececerreeeceenenan. 38

20 [V 1] ol Lo Lo OO PUR PO PRN 40
3. Pregunta de inVesStigaCiOnN:.............ceeeeeueeerreennieereenniieerenneessesssssssseessssssssnsssssssnssssssnes 40
4. HIPOLESIS: ..ceeveeeeeereeeneeieeennieeseensieeeseneniessseessssssssnssessssnssssssssssssssssssssssssnnsssssssnnssssnnes 41
N0 TT=1 117 02 =1 =1 ¢ | LR N 41
5.1. Objetivos PartiCUIares: ......cciveeeceiiieeieiiieiceetreeceesreaneeseennseseeenssessennssessennssesssnnssessennnnans 41
BLALT  ERAPQA D........eeeee s 41
B.1.2. ERAPQA 2. s 42

6. Materiales Yy MELOOS: ...............eeeeeeneeireeniiieieiiiieseeeniiesseenssesssensssesssssssssssssnsssssssnnns 42
6.1. Sujetos eXperimentales: .....cccccciiieiiiiiiiiiiiirerrere e e e s s e n s e s e s aa e s asnnsaenann 42
(30 R o= T 4 T T LN 42
6.3. M0odelos anNiMales:.......ccceiiiiirirenniiiiiiiiiniriiniinrsstrrrrssssssssstireessssssssssssssesans 43
6.3.1. Prueba de suspension de €Ol .......................c.ooccuueeeeiueeieiiieeeciieeeectee e eeee e ettt e et e e e e aaeaa s 43

6.3.2. Pruebd de Nado fOrzado........................ooooiioeiiiiiiiiee it e e et e e e e e et e e e e e e et a e e e e e e e ennnes 44
6.3.3. ACtiVidad I0COMOTOIA...............cccueieiiiiiieiiiesie ettt ettt ettt st e st e st e sabeesabeesaneenas 46

7. DiseNo eXPerimental:..........ccceuceerreeeuiirneenniisnnennisnnnsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 47
% R =74 e T=T ¢ T 4 1= 3 o T RN 47
7.2, EXPEIrIMENTO 2: ..ccuiiiniiiieiiiieniiiineteeetensistnsessnssesensesensessnssssnssssssssssnsssensessnssssssssssassssnsanen 47



7 T 53T T 41T ] T TN 48

8. ANGIiSiS @SLAUISLICO: ....ceeueeeeeneereneeeeeerreeiereeererererennseerassesssssesesssrssssrsnsssssnsssssassnsnnssees 50
RESUILAAOS: ......ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeetieeeeieieeeeereeseseneseetesseerasiesssssesesssssassrensssssnssnensssssnnsnnen 51
9.1. Establecer la dosis respuesta de P. granatum..............cccceeeirivnniiiiinniciiennieniennieiieansiennes 51

9.1.1. Prueba de suspension de COIQ....................ccccuovoiuieiiiiiiiiieiiii e esieee ettt e e eaae e s saaeee s 52
9.1.2. Prueba de nado fOrzado.....................ccocuiiiiiiiiiiiiiniiieiie ettt 52
9.1.3. ActiVidad I0COMOTONA.................ccocueeieiiiiiieiie ettt te e e ee e st e s s bte e e s sbee e s snaeeesnreeens 53

9.2. Determinar la dosis respuesta del donador de éxido nitrico nitroprusiato de sodio (SNP)

.......................................................................................................................................... 53
9.2.1. Prueba de suspension de COlQ......................cooouueeeeiciieeeiiiieeeceee st ecae et e e stae e e enaa e e areae s 54
9.2.2. Pruebd de NAdo fOrzado......................cuueeecouiiieiieeeeiiee e ectee e eeee e ee et e et s enaa e e aaraae s 55
9.2.3. ACtiVidAd I0COMOTLONQ.................c..uuveeeiieeeeiee e eeeee et e et e e tee e e s e e e et e e e st e e e e sta e e s esteeeenreaenn 55

9.3. Establecer la dosis respuesta del inhibidor de las sintasas de éxido nitrico, NG-nitro-L-

arginina Metil ESter (L-NAIVIE) ........ciiveeieiirieeetitteeeereenneeeeennseerensseeesenssesssnsssesssnssessesnsssssens 56
9.3.1. Prueba de suspension de €ola .......................ccocoooiiiniiiiniiiiiieiieeee e 57
9.3.2. Prueba de Nado fOrzado....................cccocuiiiiiiiiiiiiiiiiiieite et 57
9.3.3. ACtiVidAd I0COMOTONA.................ccocueeeieiiiiieeciit e eeeee et e et eee e et e e e ate e e s ate e e e abae e e ssaeeesnseeens 58

9.4. Determinar la dosis respuesta del inhibidor selectivo de la sintasa de éxido nitrico

neuronal 7-nitroindazol (7-NI)......ce.cirieeeiiieiceerrecerrrreeereeese s s eraseesesnssessennssessennssessennnnans 58
9.4.1. Prueba de suspension de ColQ........................ccooouueeeiiiiieeiiii e et esae e et e et e e e eaae e e aree s 59
9.4.2. Prueba de NAdO fOrzado.......................cueoecieiiiiiieeeeciieeeecee e ecee e s ae e e sae e e et e e et e e e naa e e e areaaan 60
9.4.3. ACtiVidAd I0COMOLOIQ..................c...oooeeiieeeeciee et eeee e e et e e ee e e e e e e e sate e e s tte e e e ata e e e enaaeesareaean 60

9.5. Estudiar el efecto de dosis combinadas de P. granatum y nitroprusiato de sodio (SNP).. 61
9.5.1. Prueba de suspension de €ola.......................ccocoouviimiiiiniiiiiienieee e 62
9.5.2. Prueba de Nado fOrzado....................ccocuieiiiiiiiiiiiiniiieie ettt et 62
9.5.3. ACtiVidAd I0COMOTONQ.................cccueeeeeiieeeeciee ettt e e e ee e e e e s aee e e st e e e sateeeessaeeesnseeens 63

9.6. Estudiar el efecto de dosis combinadas de P. grantum y L-NAME..............ccccccceerevenuennenn 63
9.6.1. Prueba de suspension de COlQ.....................ccooovoueeiiiiiieiieiiis e e e et e e e e s eaae e s naeee s 64
9.6.2. Pruebd de NAdo fOrzado.......................cueoecouiiiiciieeeeiiieeeectee e eeee e st e et e e et e e et e taa e e e areaaan 65
9.6.3. Actividad I0COMOLOIQ.................coooeieieiiiiiiiee ettt e e e e e e e s etb e e e e e e e e e s enrraraeeaeeaan 65

9.7. Estudiar el efecto de dosis combinadas de P. granatum y 7-nitroindazol (7-Nl)............... 66
9.7.1. Prueba de suspension de ColQ........................c.cocouueeeiiiiieeeiiiee e et e et e et e et e e e eaae e e areea s 67
9.7.3. ACtiVidad I0COMOTONQ................cccceeeeeeiiieeeee et e e e ee e e s e e e e ate e e st e e e steeeesnaeeesnseeens 68

10. Resumen general de resultados..............ceeeueeeeeeieeniiieesireeniiieeisieesersesiessesessnssessnns 69
J1. DiSCUSION: ...ceeeeeneeeereenneerreennieessennsiessssesssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssnsssssssnnsssssssnsnanns 70
11, CONCIUSIONES: .....c.ueeeneeeeeieeeniireeirretiireesirtnesestessessasisseassssnssssnssessnssessnsssssassssnassssnnans 82
12, PrSPECLIVAS: ...ccueeeeereeerenrreereenereserneernasseesseesesessensesnsssnssssasseassensssnsssnsssnssssnssenssensen 83
13, REf@IENCIAS: ...cceuueeeeerereeerereuneereuereuseereesesenssesenssesenssessssessnsssssnssssnssesenssessnssesnssessnsans 84
I = (o2 N 91

14.1. Neurogénesis y neuroplasticidad ..........ccceeiiiemeiiiiiimiiiiiiciiiirerecereeecs s reneeseeenens 91

14.2. Neuroconectividad .......cccceiiieeiiiiiemiiireceei e sreneseesrenesessrenessesenesssssenesssssenasssssenens 92



Lista de abreviaturas

5-HT: 5-hidroxitriptamina.

7-NI: 7-nitroindazol.

ACTH (por sus siglas en inglés): Hormona adrenocorticotropica.

ANOVA: Analisis de varianza.

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.

BDNF (por sus siglas en inglés): Factor neurotréfico derivado del cerebro.
CRH (por sus siglas en inglés): Hormona liberadora de hormona adrenocorticotropa.
CRP (por sus siglas en inglés): Proteina C reactiva.

CTRL: Control.

DA: Dopamina.

eNOS (por sus siglas en inglés): Sintasa de 0xido nitrico endotelial.
GABA (por sus siglas en inglés): Acido gamma-aminobutirico.

GMPc (por sus siglas en inglés): Guanosin monofosfato ciclico.

HHA: Hipotalamo hipofisis adrenal.

IL-18: Interleucina 1 beta.

IL-2: Interleucina 2.

IL-6: Interleucina 6.

INOS (por sus siglas en inglés): Sintasa de 6xido nitrico inducible.

ip: Intraperitoneal.

ISRS: Inhibidor selectivo de la recaptura de serotonina.

K*: Potasio.

kg: Kilogramos.

L-NAME (por sus siglas en inglés): NG-nitro-L-arginina metil éster.
L-NMMA (por sus siglas en inglés): N-metilarginina.

L-NOArg (por sus siglas en inglés): NC-nitro-L-arginina.

MAO: Monoamino oxidasa.

MAPK (por sus siglas en inglés): Proteina cinasa activada por mitégenos.

mg: Miligramos.



MPGES-1 (por sus siglas en inglés): Sintasa-1 microsomal de prostaglandina E).
NA: Noradrenalina.

NADPH (por sus siglas en inglés): Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.
NF-kB (por sus siglas en inglés): Factor nuclear kappa beta.

NIMH (por sus siglas en inglés): Escala de depresion de Hamilton.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

NMDAR (por sus siglas en inglés): Receptor N-metil-D-aspartato.

NNOS (por sus siglas en inglés): Sintasa de 6xido nitrico neuronal.

NO (por sus siglas en inglés): Oxido nitrico.

NOS (por sus siglas en inglés): Sintasa de éxido nitrico.

NOSe: Sintasa de 6xido nitrico endotelial.

NOS:i: Sintasa de 6xido nitrico inducible.

NOSn: Sintasa de 0xido nitrico neuronal.

Nrf2 (por sus siglas en inglés): Factor nuclear derivado de eritroide 2 similar al 2.
PGEZ2: Prostaglandina E2.

REDOX (por sus siglas en inglés): Oxidacién-reduccion.

ROS (por sus siglas en inglés): Especies reactivas de oxigeno.

SERT (por sus siglas en inglés): Transportador de serotonina.

SNP (por sus siglas en inglés): Nitroprusiato de sodio.

STAR*D (por sus siglas en inglés): Sequenced treatment alternatives to relieve
depression.

SW: Swiss Webster.

TEC: Terapia electroconvulsiva.

TMS (por sus siglas en inglés): Estimulacion magnética transcraneal.

TNF-a (por sus siglas en inglés): Factor de necrosis tumoral alfa.



[ndice de figuras

Figura 1. Sintomas de depreSiOn . ... e e 18
Figura 2. Teoria unificada de [a depresion.........ccccceeviiiiiiiieiieeeee e 19
Figura 3. Progresion desde sensibilizacion al estrés hasta depresion........... 23
Figura 4. Factores internos y externos que afectan la neuroinflamacion....... 25

Figura 5. Comparacion frente a frente de eficacia y tolerabilidad entre 21
ANTIAEPIESIVOS ..o 28
Figura 6. Diagrama de bosque de las redes de meta-andlisis de todos los
estudios para aceptabilidad ............ooouiiiiiiii e 27
Figura 7. Efectos terapéuticos de los fitofarmacos ............cccoevvvvviiieiiii e, 28
Figura 8. Principales actividades de los compuestos quimicos extraidos de las
NOjas de P. granatUm ............eeeeiiiiiiiiiiiiiii bbb 30
Figura 9. Apreciacion global de la formacion y algunas funciones del 6xido
T oo T (N1 ) TSR 32
Figura 10. Diagrama esquematico de la relacion espacial entre las 3 isoformas

de la sintasa de 0Xido NItriCO (NOS) ......uuiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 34
Figura 11. Via L-arginina — 0Xido nitrico = GMPC ..........ccooeiiiiiiiiiiiiiiie e, 39
Figura 12. Prueba de suspension de Cola........ooooevviiiiiiiiiiiiieccceeeice e 44
Figura 13. Conductas observadas durante la prueba de nado forzado .......... 45
Figura 14. Arena utilizada para la prueba de campo abierto...........ccccccevvvennnne 46
Figura 15. Disefio experimental etapa L.......cccoooeeeiiiiiiiiiiiiiie e 49
Figura 16. Disefio experimental etapa 2.......cccoeveeeiiiiiiiiiiiiie e, 50

Figura 17. Efecto de distintas dosis de Punica granatum en la prueba de
suspension de cola en ratones Swiss Webster machos adultos en estado

Figura 18. Efecto de distintas dosis de Punica granatum en la prueba de nado
forzado en ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal ............ 52
Figura 19. Efecto de distintas dosis de Punica granatum en la actividad

locomotora de ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal...... 53


file://///Users/alexandereaedotorrado/Desktop/Tesis%20final%20Alexandere%20Aedo%20Torrado.docx%23_Toc158721936
file://///Users/alexandereaedotorrado/Desktop/Tesis%20final%20Alexandere%20Aedo%20Torrado.docx%23_Toc158721937
file://///Users/alexandereaedotorrado/Desktop/Tesis%20final%20Alexandere%20Aedo%20Torrado.docx%23_Toc158721938
file://///Users/alexandereaedotorrado/Desktop/Tesis%20final%20Alexandere%20Aedo%20Torrado.docx%23_Toc158721938
file://///Users/alexandereaedotorrado/Desktop/Tesis%20final%20Alexandere%20Aedo%20Torrado.docx%23_Toc158721941
file://///Users/alexandereaedotorrado/Desktop/Tesis%20final%20Alexandere%20Aedo%20Torrado.docx%23_Toc158721941

Figura 20. Efecto de distintas dosis de nitroprusiato de sodio en la prueba de

suspension de cola en ratones Swiss Webster machos adultos en estado

Figura 21. Efecto de distintas dosis de nitroprusiato de sodio en la prueba de
nado forzado en ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal... 55
Figura 22. Efecto de distintas dosis de nitroprusiato de sodio en la actividad
locomotora de ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal...... 55
Figura 23. Efecto de distintas dosis de L-NAME en la prueba de suspensién de
cola en ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal.................. 57
Figura 24. Efecto de distintas dosis de L-NAME en la prueba de nado forzado
en ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal .......................... 57
Figura 25. Efecto de distintas dosis de L-NAME en la actividad locomotora de
ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal ............ccccvvvvvvninnnnns 58
Figura 26. Efecto de distintas dosis de 7-nitroindazol en la prueba de

suspension de cola en ratones Swiss Webster machos adultos en estado

Figura 27. Efecto de distintas dosis de 7-nitroindazol en la prueba de nado
forzado en ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal ............ 60
Figura 28. Efecto de distintas dosis de 7-nitroindazol en la actividad
locomotora de ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal...... 60
Figura 29. Efecto de dosis Unicas de nitroprusiato de sodio y Punica granatum,
y una combinacién de P. granatum con nitroprusiato de sodio en la prueba de
suspensioén de cola en ratones Swiss Webster machos adultos.................... 62
Figura 30. Efecto de dosis Unica de nitroprusiato de sodio y Punica granatum,
y una combinacion de P. granatum con nitroprusiato de sodio en la prueba de
nado forzado en ratones Swiss Webster machos adultos ............ccccccvvvvennnnnns 62
Figura 31. Efecto de dosis Unica de nitroprusiato de sodio y Punica granatum,
y una combinacion de P. granatum con nitroprusiato de sodio en la actividad

locomotora de ratones Swiss Webster machos adultoS ......coooveeveeveiiviiiennennnn. 63

10



Figura 32. Efecto de dosis Unica de L-NAME, Punica granatum, y una
combinacion de Punica granatum con L-NAME en la prueba de suspension de
cola en ratones Swiss Webster machos adultos..........ccccoeeiiii, 64
Figura 33. Efecto de dosis Unicas de L-NAME vy Punica granatum, y una
combinacion de P. granatum con L-NAME en la prueba de nado forzado en
ratones Swiss Webster machos adultoS ...........uuuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 65
Figura 34. Efecto de dosis Unicas de L-NAME y Punica granatum, y una
combinacion de P. granatum con L-NAME en la actividad locomotora de
ratones Swiss Webster machos adultoS ............uuvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 65
Figura 35. Efecto de dosis Unica de 7- nitroindazol, Punica granatum, y una
combinacion de Punica granatum con 7-nitroindazol en la prueba de
suspensioén de cola en ratones Swiss Webster machos adultos.................... 67
Figura 36. Efecto de dosis Unicas de 7-nitroindazol y Punica granatum, y una
combinacion de P. granatum con 7-nitroindazol en la prueba de nado forzado
en ratones Swiss Webster machos adultoS..........cccoooeeeieii 67
Figura 37. Efecto de dosis Unicas de 7-nitroindazol y Punica granatum, y una
combinacion de P. granatum con 7-nitroindazol en la actividad locomotora de

ratones Swiss Webster machos adultos .....c.ooonveevieieee i, 68

11



ndice de tablas

Tabla 1. Resumen de los principales estudios que abordan la relacion entre
los distintos gasotransmisores y laansiedad ............cccoooeeeeiiiiiiiiiiiiiiee e, 36

Tabla 2. Resumen general de resultados .........coevvviiiiiiiieiieeceicce e, 69

12



Resumen

La depresion es uno de los trastornos psiquiatricos mas prevalentes e
incapacitantes a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud estima que 322
millones de personas alrededor del mundo padecen depresion y que 800 mil
muertes por suicidio estan relacionadas directamente con esta patologia. A pesar
de que en la actualidad contamos con una gran cantidad de psicofarmacos
utilizados en el tratamiento de la depresion, la mayoria de ellos intervienen
Gnicamente en los sistemas de neurotransmisores, principalmente en el sistema
serotonérgico. Cerca del 33% de los pacientes con depresion no responden a estos
tratamientos convencionales lo que hace de suma importancia encontrar otros

blancos terapéuticos que puedan combatir esta enfermedad.

Una de las alternativas propuestas es el sistema nitrérgico ya que diversas
investigaciones han demostrado que el 6xido nitrico participa en la regulacion del
estado de animo y la conducta. También se han propuesto fitofarmacos como P.
granatum que ha demostrado tener propiedades antidepresivas y actividad en el

sistema nitrérgico.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar los efectos de P. granatum en
dos modelos animales de depresion, asi como determinar la participacion del 6xido
nitrico en la conducta tipo depresién en estos mismos dos modelos. Se utilizdé un
donador de 6xido nitrico (SNP) y dos inhibidores de sus sintasas (L-NAME y 7-NI).
También se estudié la combinacion de P. granatum con estos 3 farmacos para
definir la interaccion que pudiera tener P. granatum y sus efectos antidepresivos

sobre el sistema nitrérgico.

Los resultados muestran que la administracion aguda de P. granatum ejerce
efectos antidepresivos en ambas pruebas conductuales mientras que el aumento
de 6xido nitrico a través de la administracion aguda de su donador tuvo efectos
prodepresivos en los roedores sometidos a los modelos de depresién. De forma

interesante, tanto la administracion del inhibidor no selectivo (L-NAME) como del
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inhibidor selectivo de la sintasa de 6xido nitrico neuronal (7-NI), presentan acciones
duales con dosis que exhiben efectos prodepresivos y dosis con efectos
antidepresivos en la prueba de nado forzado.

La combinacion de P. granatum y SNP bloquea los efectos prodepresivos
alcanzados por la administracién unica del donador de Oxido nitrico; mientras que
el efecto antidepresivo de este fitofarmaco se inhibe por completo al combinarse
con las dosis prodepresivas de L-NAME y 7-NI. Aungue el efecto antidepresivo de
P. granatum principalmente se debe a su accion sobre el sistema serotonérgico, su
participacion no tan significativa sobre el sistema catecolaminérgico también se ve
afectada al ser combinado con los farmacos que actian sobre las sintasas del 6xido

nitrico.

Podemos concluir que el 6xido nitrico tiene un efecto prodepresivo que se ve
bloqueado por la administracién aguda de P. granatum. Dado que la administracion
de los inhibidores de la sintasa de oOxido nitrico, L-NAME y 7-NI, suprimen por
completo la accién antidepresiva de este fitofdrmaco, se propone que este efecto
esta siendo mediado por la interaccién de P. granatum sobre las sintasas de 6xido

nitrico, principalmente la neuronal.
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Abstract

Depression is one of the most prevalent and disabling psychiatric disorders
worldwide. The World Health Organization estimates 322 million people around the
world suffer from depression and 800 thousand deaths by suicide are directly linked
to this pathology. Even though nowadays we have a great variety of
psychopharmaceutic drugs used for the treatment of depression, most of them
mainly target neurotransmitter systems, especially serotonin. Close to 33% of
patients with depression do not respond to these conventional treatments, making it
of great importance finding other therapeutic targets to treat this disease.

One of the alternatives proposed is the nitrergic system since several
investigations have linked nitric oxide with  mood and behavior.
Phytopharmaceuticals like Punica granatum have been suggested as they have

shown anti-depressive properties and actions on the nitrergic system.

This project’s main goal was to evaluate the effects of P. granatum in two
animal depression models, as well as to determine the involvement of nitric oxide in
these same models using a nitric oxide donor (sodium nitroprusside) and two of its
synthase inhibitors (L-NAME and 7-NI). The combination of P. granatum and these
3 drugs to determine the interaction between the antidepressant effects of P.
granatum and the nitrergic system was also studied.

Results show that acute administration of P. granatum has antidepressant-
like effects in both behavioral tests, while the increase of nitric oxide through the
acute administration of its donor had pro depressive-like effects in mice subjected to
these animal models of depression. Interestingly, both the acute administration of
the non-selective synthase inhibitor (L-NAME), as well as the administration of the
selective nitric oxide neuronal synthase inhibitor (7-NI), showed dual actions with
doses with pro depressive- like effects and others exhibiting antidepressant-like

effects in the forced swimming test.
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The antidepressant-like effects reached with the acute administration of P. granatum
were partially reversed when combined with SNP, similarly as when it is combined
with the pro depressive-like doses of L-NAME and 7-NI. Even though the
antidepressant-like effect of P. granatum is mainly due to its actions on the
serotoninergic system, its not so prominent effects on the catecholaminergic system

are also affected when combined with the drugs acting on nitric oxide.

We can conclude that nitric oxide has a pro depressive effect that is blocked
by the acute administration of P. granatum. Since the administration of the nitric
oxide synthase inhibitors, L-NAME and 7-NI, completely suppress the
antidepressant action of this phytopharmaceutical drug, we propose that this effect
iIs being caused by the interaction between P. granatum and the nitric oxide

synthases, mainly the neuronal synthase.

16



1. Introduccion:

1.1. Depresidon

La depresion es uno de los trastornos psiquiatricos mas prevalentes e
incapacitantes. La Organizacion Mundial de la Salud estimo6 que para el afio 2020,
seria la segunda causa de carga mundial general de morbilidad, Gnicamente detras
de la enfermedad isquémica, y seria la primera causa de discapacidad a nivel
mundial (1,2).

Se estima que el 15% de los pacientes deprimidos acaba suicidandose. Todo
episodio depresivo no tratado dura, por término medio, 10 meses. Como minimo, el
75% de los pacientes afectados sufre un segundo episodio de depresion,
generalmente en los primeros 6 meses después del inicial. El nUmero medio de

episodios depresivos a lo largo de la vida es de cinco (3).

1.1.1. Sintomas de depresion

La depresidn se caracteriza por alteraciones en la cognicion, regulacion emocional,
memoria, funciones motoras, motivacién, y sintomas neurovegetativos. De acuerdo
con el Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales, quinta edicion
(DSM-V), un episodio depresivo mayor consiste en estado de animo triste y/o
pérdida de interés (anhedonia) y al menos cuatro de los siguientes sintomas:
cambios en el apetito/peso, trastornos en el suefio como insomnio o hipersomnia,
agitacion o retraso psicomotriz, falta de energia, ideas sobrevaloradas de culpa o
minusvalia, dificultades para concentrarse y/o poner atencién, e ideacion suicida
(Fig. 1) (3,4).
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Figura 1. Sintomas de depresion. De acuerdo con el Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales (DSM),
un episodio depresivo mayor consiste en estado de animo deprimido o pérdida de interés, y al menos cuatro de los
siguientes: cambios en el apetito/peso, insomnio o hipersomnia, agitacién o retraso psicomotor, fatiga, sentimientos de
culpa o de inutilidad, disfuncion ejecutiva e ideacion suicida. (Stephen M. Stahl, 2013).

1.1.2. Neurobiologia de la depresion

La patofisiologia de la depresion no ha sido del todo elucidada. Las investigaciones
implican a diversos mecanismos que incluyen alteraciones en los sistemas
serotonérgico, noradrenérgico, dopaminérgico y glutamatérgico, un aumento en la
inflamacion, anormalidades en el eje hipotalamo hip6fisis adrenal (HHA), cambios
vasculares, y una disminucion en la neurogénesis y neuroplasticidad (2). Al ser un
trastorno complejo que involucra factores genéticos, epigenéticos y ambientales, su

expresion fenotipica también es variable (Fig. 2) (2)
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Figura 2. Teoria unificada de la depresion. Numerosos factores etiolégicos tanto genéticos como ambientales interactian
para causar uno o mds mecanismos patofisioldgicos reciprocamente interactivos que, a su vez, causan expresiones
sintomdticas fenotipicas en uno o mds de los dominios. (Traducido y modificado de J. Dean, et al., 2017).

1.1.2.1. Hipdtesis monoaminérgica

Considerada como la teoria clasica de la etiopatogenia de la depresion, hipotetiza
que este trastorno es causado por una alteracion en los niveles de una o mas de las
monoaminas (5-hidroxitriptamina [5-HT], noradrenalina [NA] y dopamina [DA]),
sugiriendo que el sistema de neurotransmisién trimonoaminérgico en su conjunto
puede encontrarse disfuncional en varios de sus circuitos cerebrales, con diferentes
neurotransmisores implicados (4). La teoria de las aminas biogénicas se encuentra
basada en la accion antidepresiva de inhibidores de la enzima monoamino oxidasa
(MAO) y blogueadores de la recaptura de las monoaminas, asi como en el efecto
depresivo de la reserpina, una sustancia que depleta los depésitos
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monoaminérgicos. Se sugiere que una escasez de noradrenalina y/o 5-HT en la

hendidura sinaptica conformaba la base neurobiologica de la depresion (5).

Mas evidencia que apoya esta teoria incluye reduccion en los metabolitos de
serotonina en pacientes deprimidos, aumento de 5-HT cerebral posterior al
tratamiento con antidepresivos triciclicos, inhibidores selectivos de la recaptura de
5-HT (ISRS) e inhibidores de la recaptura de 5-HT y noradrenalina, también
conocidos como antidepresivos duales. Aumento en la secrecion de NA por
medicamentos antidepresivos efectivos como la mirtazapina, e inhibicion de su
recaptura con antidepresivos triciclicos, duales, e inhibidores de la recaptura de
noradrenalina y dopamina. Asimismo, los inhibidores de la recaptura de dopamina
como el bupropion, también demuestran la participacién de la via mesolimbica al
explicar los sintomas neurovegetativos causados por una alteracion en el sistema

de motivacion y recompensa (2).

No obstante, esta teoria siempre se enfrentd a dificultades como el hecho de
qgue los tratamientos antidepresivos demoran unas semanas en mostrar efectos
clinicos medibles, de tal manera que el enfoque también se trasladd a posibles
cambios en las caracteristicas y funciones de los receptores monoaminérgicos (5);
las cuales incluyen la regulacion de la expresion génica y el papel de los factores
de crecimiento. El agotamiento de los neurotransmisores provoca una regulacion
compensatoria al alza de sus receptores postsinapticos, encontrdndose mayor
densidad de receptores 5-HT2 y B-adrenérgicos en victimas de suicidio por
depresion (4,5).

Finalmente, otros neurotransmisores que no pertenecen al grupo de las
monoaminas, como el glutamato también han sido implicados en la regulacion del
estado de animo. En los afios 50s se report0 de manera inesperada que el
medicamento antituberculosis, D-cicloserina, un modulador del receptor N-metil-D-
aspartato (NMDAR), poseia propiedades antidepresivas. Sin embargo, no fue hasta

finales de los afios noventa que se descubrié que una Unica dosis sub-anestésica
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de ketamina inducia efectos antidepresivos inmediatos en pacientes con depresion
grave (6). La ketamina, un inhibidor del canal abierto en los receptores de glutamato
NMDA con posterior liberacién de glutamato (4), se considera un potente farmaco
que tiene la capacidad de ejercer su accion de manera inmediata a diferencia de los
antidepresivos clasicos (2), relacionando una de las posibles causas de la depresion

con neurotransmision glutamatérgica excesiva y excitotoxicidad (6).

1.1.2.2. Estrés y depresién

El estrés es una experiencia habitual de la vida diaria que se caracteriza por la
exposicion a estimulos internos y externos generadores de estrés, y que requiere
adaptaciones conductuales, psicolégicas y fisioldégicas para el mantenimiento de un
estado de homeostasis. Cuando algun estresor pone a prueba la integridad de un
organismo, una serie de reacciones fisiolégicas que involucran al eje HHA, al
sistema medular simpatoadrenal y a cascadas inflamatorias, contrarrestan la
amenaza y ajustan al organismo a una nueva situacion usualmente conocida como

“respuesta al estrés” (7).

Mientras que se conoce a través de las teorias modernas de la depresion que
un unico gen no es capaz de provocar trastornos del estado de animo, existen
muchos genes con vulnerabilidad que participan en conjunto con factores de estrés
ambientales para dar lugar a fallas en el procesamiento de informacién en ciertos
circuitos cererbrales. El gen que codifica al transportador de serotonina (SERT) es
uno de estos genes vulnerables para la depresion al determinar si la amigdala de
una persona reaccionara de manera excesiva a estimulos ambientales peligrosos
(4). Es asi como podemos decir que el estrés y la depresion se encuentran
comunmente ligados. Eventos estresores de la vida cotidiana pueden precipitar
episodios depresivos en sujetos vulnerables (personas con el genotipo s de SERT)
(4), y el estrés en la infancia en la forma de abuso y abandono incrementa el riesgo
de depresion en etapas mas tardias de la vida (Fig. 3) (2). Asimismo, modelos
animales han demostrado que la exposicion a estrés crénico induce una serie de

anormalidades conductuales en roedores que simulan sintomas depresivos como
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disminucién en la ingesta de sucrosa y en comportamientos de apareamiento
(anhedonia), disminucién en la motivacion y en comportamientos de acicalamiento,
y cambios en los patrones de suefio. En décadas recientes, se han encontrado
diversas anormalidades en el eje HHA asociadas con una respuesta hiperactiva al
estrés en pacientes deprimidos. Algunas de estas alteraciones incluyen
hipersecrecion de CRH, perturbacion en la retroalimentacién negativa del eje HHA,
glandulas adrenales aumentadas, hipercortisolemia, y una disminucion en la

supresion de cortisol tras la administracion de dexametasona (2).
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Figura 3. Progresion desde sensibilizacion al estrés hasta depresion. Puede ocurrir que el grado de estrés que uno
experimenta durante la infancia afecte sobre el desarrollo de los circuitos y, por tanto, sobre como un determinado
individuo responde al estrés en la vida adulta. La falta de estrés durante la infancia puede dar ligar a un circuito que
presente activacion “normal” durante el estrés y que no conlleve un riesgo aumentado de desarrollar un trastorno
psiquidtrico. El estrés leve durante la infancia puede en realidad causar que los circuitos exhiban una reactividad reducida
alestrés en la vida adulta y asi aportar resistencia a los factores de estrés como adulto. Sin embargo, un estrés sobrepasado
y/o crénico derivado de abuso infantil puede dar lugar a circuitos sensibilizados al estrés que podrian resultar activados
incluso en ausencia de un factor de estrés. Los individuos con sensibilizacion al estrés podrian no presentar sintomas
fenotipicos, pero podrian tener un mayor riesgo de desarrollar una enfermedad mental si son expuestos a futuros factores

de estrés. (Stephen M. Stahl, 2013).
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1.1.2.3. Neuroinflamacién y estrés oxidativo

Existe un circuito de retroalimentacidon positiva entre la depresion y la
neuroinflamacién (Fig. 4), en el que la inflamacion causa depresion y estrés
psicoldgico, los cuales, a su vez, son pro-inflamatorios. Esta relacion bidireccional
también pone en mayor riesgo a los pacientes deprimidos de padecer enfermedades
autoinmunes, a la vez de que se observan mayores indices de depresion en

pacientes con enfermedades inflamatorias (2).

La neuroinflamacion es una respuesta adaptativa ante la infeccion que
promueve conductas como anhedonia y fatiga con el fin de que un organismo evite
la exploracién y la reproduccion a favor de enfocarse en la recuperacion. Sin
embargo, condiciones inflamatorias cronicas como el estrés cronico pueden llevar
a un comportamiento de enfermedad prolongado desadaptativo. Los pacientes con
depresion presentan niveles aumentados de marcadores inflamatorios como IL-13,
IL-2, IL-6, TNF-a, CRP y PGE2 (2). Asimismo, durante estados pro-inflamatorios
cronicos, las células de la microglia se ven inducidas al subtipo M1 con una actividad
fagocitica disminuida resultando en un aclaramiento inefectivo de la proteina beta-
amiloide y contribuyendo al estrés oxidativo mediante la expresion incrementada de
la sintasa de Oxido nitrico inducible (iNOS) (8).

Un gran nimero de estudios de exposicién aguda y crénica al estrés en roedores
han reportado un incremento en las citosinas periféricas pro-inflamatorias, ademas
de que la administracion sistémica de estas citosinas induce comportamientos tipo
depresion en modelos animales, mientras que el tratamiento con farmacos

antidepresivos normaliza dichos niveles y conductas (9).

El estrés oxidativo es un componente clave en la depresion. La produccion
incrementada de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante disfuncion
mitocondrial pueden subsecuentemente impedir el transporte axonal y la funcion
singptica en el sistema nervioso central, particularmente en las neuronas

hipocampales. El aumento del estrés oxidativo también es un resultado de la
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hiperactividad del eje HHA, observado como una adaptacion fisiologica en

pacientes deprimidos ante un aumento de los estresores psicosociales (8).
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Figura 4. Factores internos y externos que afectan la neuroinflamacién. Tanto factores externos (genes/ambiente, estrés),
como internos (comorbilidades inflamatorias cronicas) pueden influir en la fisiologia cerebral a través de dérganos
sensoriales, o directamente mediante la via vascular o neural. La neuroinflamacion ocurre después de cambios funcionales
y estructurales en la microglia (principalmente), astrocitos y neuronas, con mediadores oxidativos y pro-inflamatorias intra
e inter-celulares (citosinas, factores de transcripcion, enzimas inducibles, etc.), llevando a cambios funcionales
(neurotransmisores, receptores y circuitos), estructurales (cambios en volumen en ciertas dreas cerebrales), y finalmente,

manifestaciones clinicas de depresion. (Traducido y modificado de Colin R. Martin, et al., 2021).

El mecanismo de accién de algunos antidepresivos incluye la inhibicion de

algunas citosinas como IL-1 e IL-6. Aunado a esto, los inhibidores selectivos de la

recaptura de 5-HT han demostrado mayor impacto sobre la reduccion de IL-6 que

otros antidepresivos como los medicamentos triciclicos o los duales (9).
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1.1.3. Tratamiento farmacoldgico actual — Contratiempos

En uno de los estudios clinicos mas grandes e importantes, Sequenced treatment
alternatives to relieve depression (STAR*D), se utilizé un disefio controlado
aleatorizado para evaluar los principios tedricos y las creencias clinicas que guiaban
el manejo de la depresion resistente a tratamiento en término de sintomas, funcion,
satisfaccion, carga de efectos secundarios, y utilizacion de cuidados clinicos, asi
como estimacion de costos. Se compararon varias opciones farmacoldgicas para
aguellos sujetos que no alcanzaron una respuesta satisfactoria a citalopram, un
antidepresivo de la clase de inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT. Posterior
a recibir citalopram (nivel 1), los participantes sin un beneficio sintomatico suficiente
fueron aleatorizados a varios tratamientos en el nivel 2, que incluyen tres opciones
de cambio (sertralina, bupropion o venlafaxina), y dos opciones potenciadoras del
citalopram (bupropion o buspirona). Aquellos en el nivel 2 sin una mejoria sustancial
fueron nuevamente aleatorizados a 2 opciones potenciadoras (hormona tiroidea o
litio). Los participantes sin una mejoria suficiente en el nivel 3 fueron elegidos para
una nueva aleatorizacion en el nivel 4 con dos opciones de cambio (tranilcipromina

o la combinacion de venlafaxina y mirtazapina) (2).

A pesar de estos mdultiples tratamientos farmacoldgicos, se observa que
solamente alrededor del 30% de los pacientes sometidos a una primera linea de
tratamiento (citalopram) mostraron una remisién de sus sintomas utilizando la
escala de depresion de Hamilton (NIMH). Cerca del 33% de estos pacientes no
alcanzaron la remision de sus sintomas después de 4 niveles de tratamiento
farmacoldgico, presentando lo que se clasifica como depresion resistente a

tratamiento (2).

Asimismo, aunque a lo largo de los aflos se han realizado diversos
refinamientos en estos agentes que han eliminado muchos de sus efectos
secundarios mas graves como los de los farmacos de primera generacion (triciclicos
e inhibidores de la monoamino oxidasa), los farmacos convencionales utilizados en

la actualidad aun presentan diversos contratiempos. Generalmente, tardan de 4 a 6
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semanas en ejercer su efecto terapéutico ademas de causar efectos adversos
sexuales significativos como disminucion del deseo sexual, anorgasmia, Yy
dificultades para la ereccién y eyaculacion, motivo por el cual muchos de los
pacientes jovenes deciden abandonar el tratamiento (10). En afios recientes
también se hareportado un sindrome de disfuncion sexual post-ISRS, una condicion
en la que los pacientes contindan teniendo efectos secundarios sexuales a pesar
de la suspension de los inhibidores selectivos de la recaptura de 5-HT, impactando
de forma negativa la calidad de vida de estos individuos (11). A pesar de que
muchos de estos efectos secundarios pueden ser idiosincraticos, gran parte de ellos
pueden ser explicados por el mecanismo de accidén propio de los farmacos, la
mayoria de los cuales actuan predominantemente sobre el sistema monoaminérgico
(12).

Al medir la aceptabilidad de los antidepresivos, determinada por la proporcion
de pacientes que suspenden el tratamiento por cualquier razén, ésta varia
dependiendo del agente utilizado (Fig. 5); sin embargo, se mantiene menor al
placebo en farmacos como vortioxetina, venlafaxina, desvenlafaxina, duloxetina,
fluvoxamina, vilazodona, trazodona, reboxetina, levomilnacipran y clomipramina
(Fig. 6) (13). Se estima que alrededor del 28% de los pacientes suspenden los
agentes antidepresivos en el primer mes de tratamiento, aumentando esta cifra al

44% de ellos para el tercer mes (12).

De aqui la importancia de identificar nuevos blancos terapéuticos para

desarrollar nuevos tratamientos farmacolégicos (2).
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(D-B2-1-37) | (0-84-1-42) | (0-83-1-81) | (D-71-1-22) | (D-66-1-18) : [1-06-173) | (3-80-153) | (-93-175) | (0-96-173) | (0-69-1-E3) ((1-02-3-63) | (0-57-1-29) ({1-04~1-80) | (0-75-1-59) |{(0-92-1-49) ( (1-13-3-63)
0-o0* 003 103f 0-7o 075" 085" &7 o071 081 o-&3 o7t o-E3 0-E5° o-ERe oo [y 137t
(371-1-14) | (074-1-17) | (DF0-1-51) |{0-65-0-97)(0-58-0-0F) | (0-67-1-08) |(0-53-0-06) | (0-60-1-11) | (0-63-1-08) | (0-45-1-18) | (0-67-1-03) | [0-37-0-81) | {0-69-1-13) | {0-49-1-D0) |[{0-60-0-04)( (D-73-2-25)
130° 125t 1381 106" 1008 114 134 ofz 004 05 083t 095 63T 1011 o81* o-E7t 1-46t
(0-00-1-48) | (1-06-1-48) | (0-97-1-07) | (0-E7-1-20) | (D-81-1-24) [ (0-01-1-44) [ (113-1-61) (D-64-1-04) | (072-1-20) | (077-1-16) | (0-54-1-300 ((0-83-2-00) {D-44-0-00) | (0-B4-1-21) | {0-60-1-09) | (0-74-1-00) | (0-85-2-53)
1.20° 1251 1381 106 1003 1-141 134 1141 116 1004 116 077t 173 099t 1-06° 1.78¢
(0-01-1-61) | (0-99-1-59) | (0-93-2.07) | (0-E2-139) | (0-76-132) | (0-B5-1-54) | (1-03-175) (0-89-1-57) | (0-62-171) | (0-90-1-49) | (0-53-1-17) | (0-94-1-63) | (0-60-1-42) | (0-80-1-38) | (1-00-3-24)
107+ 111% 1-13t 004t o8t 1-01% 118 o-Bg* 102t 081 102% &7t 108 085 ey 1561
(0-80-1-44) | (0-86-1-43) | (0-83-1-85) | (0-71-1-26) | (0-67-1-19) | (0-74-1-38) | (0-00-1-58) | (0-70-113) [(D-54-1-44) | (0-B0-131) | (0-45-103) | (0-82-1-44) | (0-60-1-25) | (071-1:22) | (0-B9-2-84)
03 o7 107 [iT:v g 075" 88 1-04° 078" 078 (= o&7T 1.00° 065 106° o85 oo 153t
(072131 | (077-1H) | (07315} | (0-65-105) | (0-60-1-00) | (0-67-116) | (0-82-1-32) [{0-64-0-048) |(D-60-g-00) | (0-66-1-15) (0-55-1-41) | (0-E82-1-73) |(0-45-0-90) | (0-84-1-35) | (o-62-1-18) | (073-213) | (0-89-273)
115t 114t 133 1014 046t 109 128* o6 0-95¢ 1074 1158 075¢ 1723t 098t 104t 1761
(D-7E-176) | (0-B0-1-7E) | (0-B0-2-20) | (0-67-1-54) | (0-63-1-45) | (0-71-1-68) | (0-B6-1-04) [ (0-66-1-40) ((0-63-1-46) | (0-70-1-67) ({074-178) | (0-43-137) | (077-190) | (0-57-1-64) | (0-66-1-65) | (0-00-3-5E)
101* 1051 1-16¢ 0-8g* O-R4t 085t 117 o-B4" -84 004t 108* 0-B8% 106 -85t () oy 1537
[O-E2-1-24) | (0-89-1.23) | (D-B1-1-64) | (072-1-00) | (0-68-1-03) | (076-1-10) | 0-93-135) (D-73-0-05) | (0-67-1-04) | po75-2-28) | (0-89-1-30) | (0-60-1-27) {(0-88-1-7E) | (0-63-115) | (077-107) | (0-00-2-66)
1-44° 150F 185+ 1271 1-20% 136+ 1-60¢ 120t 1-30% 135t 1564° 1254 143 161 139+ 138t 23t
11:02-2-04) | (1-07-3-07) | (1-05-2-60) | (0-93-175) | (0-84-170) | (0-95-1-95) | (1-14-2-23) | (0-88-1-62) | (0-83-1-71) | (0-92-1-95) ({1-00-2-27) | (0-77-2-00) ({1-05-1-04) {1-00-3-34) | (0-83-2-01) ({0-94-1-99) | (1-24-4-41)
107" 111- 1-73f a5t 00T 1.02% 1.20° LT -89t 1007 115 093t 107" o80 o8& 1457
(0-85-1-37) | (D-02-1-35) | (D-85-179) | (076-1-18) | (071-113) | (079-137) | (0-97-1-48) | (0-76-105) | (0-70-1-13) | (077-230 | (0-03-1-43)  (0-63-1.37) | (0-00-1-26) (0-5E-1-11)
136* 1417 1561 L-HF 113t 1281 151° 1131 113t LI 1-45* 1184 13 0941 126t
(0-99-1-87) |(1-06-1-86) | {1-04-2-31) | (0-88-1-63) | (0-83-1-54) | (0-92-179) | {1-12-3-04) | (0-87-1-46) ((0-82-1-55) | (0-01-176) |(100-104)| (0-75-1-B4) | (1-04-175) | (0-64-139) | (D-95-1-67)
1.01° 1051 116¢ 090t o5t 096t 113 0841 o84 05" 109° 0Bz 1017 70t 0-04*
[0-82-1-76) | (D-E7-1-77) | (D-B2-1-65) | (0-72-1-100) | (0-67-106) | (077-1-21) | (0-03-137) ((0-73-0-07) |0-66-1-07) | (073-1-73) | (0-89-1-33) | (0-59-130) | (0-BE-1-T7) | (0-51-D-07) | (O-78-1-13)
0731 076% o3t 641 o611 o-6at o811 0-60T o601 0-68T o078t 0631 o7zt e oB8T
[0-42-1-76) | (0-44-1-29) | (0-45-1-54) | (0-T-1-11) | (035-105) | (0-40-1-20) | (0-47-1-30) | (D-36-1-02) ((0-34-1-05) | (0-39-1-20) | (O-45-1-34) | (0-33-1-19) | (0-43-122) |{0-28-0-07) | (D-30-1-16)

Figura 5. Comparacion frente a frente de eficacia y tolerabilidad entre 21 antidepresivos. (Andrea Cipriani, 2018).




B OR (95% Crl)
Acceptability (dropout rate)
Agomelatine — 0-84 (0-72-0-597)
Flucscetine l 0-88 (0-80-0-96)
Escitalopram | . 0-90 (0-80-1.02)
Mefazocdone N 093 (072-119)
Citalopram — 094 (0-80-1-09)
Amitriptyline —— 0-95 (0-83-1-08)
Parcoetine +—— 0-95 (0-87-1.03)
Milnzcipran SR P 0-95 (0-73-1-26)
Sertraline — 096 (0-85-1.08)
Bupropicn — 0-96 (0-81-1-14)
Mirtazapine —_— 099 (0-85-1-15)
Vorticeetine — 101 (0-86-1-19)
Venlafaxine —at 1-04 (0-93-1.15)
Desvenlafa:ine _— 108 (0-83-1.33)
Dulcxetine — 109 (0-36-1-23)
Fluvescamine — 110 (0-91-133)
Vilazodone _— 114 (0-88-1-47)
Trazodone — 115 (0-93-1.42)
Reboe:etine — 5 1-16 (0-96-1-40)
Levomilracipram @ — & 1 119 (0-93-1-53)
Clomipramine ——s—— 1-30 (1-01-1.68)
2! g 10 ﬂl—ﬂ
b —
Favours placebo Favours active dneg

Figura 6. Diagrama de bosque de las redes de meta-andlisis de todos los estudios para aceptabilidad. Los
antidepresivos fueron comparados contra placebo. (Andrea Cipriani, 2018).

1.2. Fitofarmacos

Las propiedades medicinales de las plantas han sido estudiadas desde tiempos
antiguos debido a sus efectos terapéuticos en diversos padecimientos. A pesar de
gue la medicina alopética domina el mercado actual, la fitomedicina (Fig. 7) se
encuentra ganando popularidad nuevamente debido a su efectividad y costo. Los
fitofarmacos utilizan plantas o partes de ellas con propiedades medicinales
conocidas en el tratamiento de varias enfermedades, asi como para la mejoria de
la salud en general. Uno de los principales beneficios de los fitofarmacos es su perfil
bajo de efectos secundarios al utilizarlos a las dosis correctas, ademas de su

contribucion en minimizar los efectos secundarios provocados por medicamentos
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convencionales (14). Los fitofarmacos continGan siendo una alternativa estratégica

en el estudio farmacolégico con un enfoque en la medicina de primer nivel.

Antioxidante

L .

( Onco protector
\r—

FITOMEDICINA

Figura 7. Efectos terapéuticos de los fitofdarmacos. Algunos de los efectos terapéuticos conocidos de los fitofdrmacos
incluyen potenciador inmunitario, antioxidante, cdncer-protector, cardioprotector, neuroprotector, y fuente de vitaminas
y minerales. (Traducido y modificado de Tanima Bhattacharya, et al., 2021).

Diversos estudios han reportado que los anti-oxidantes naturales
encontrados en los fitofarmacos pueden prevenir la sobreproduccién de radicales
libres y, por lo tanto, controlar el inicio y prevenir la exacerbacién de distintos tipos
de padecimientos causados por estrés oxidativo y estresores derivados del REDOX,
al suprimir la degradacién mediada por estos productos. La produccion de estos
compuestos bioquimicos es el resultado del metabolismo normal de las plantas. Sus
propiedades terapéuticas usualmente se deben a combinaciones de metabolitos
secundarios encontrados en un nimero mas pequefio de hierbas o especificamente

en ciertos géneros o especies. Entre estos fitoquimicos considerados valiosos como
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medicamentos derivados de hierbas se encuentran los alcaloides, los fenoles, los
terpenoides, los glicosidos, las quinonas y naptoquinonas, los poliacetilenos, los
flavonoides, las alcamidas y polienos, los aminoacidos no protéicos, y los péptidos

y las lectinas, entre otros (15).

1.2.1. Punica granatum

Punica granatum, comunmente conocida como granada, es una de las plantas
medicinales utilizada para un sinnimero de padecimientos y enfermedades. Es una
especie perteneciente a la familia Lythraceae, cultivada inicialmente en la region
mediterranea y de Asia central pero que posteriormente se adapté a regiones con
climas templados y tropicales tanto en Europa como en Ameérica (16). Se han
encontrado numerosas acciones farmacoldgicas como antidiabética, antitumoral,
antiinflamatoria, antibacterial, antifingica, y antimalaria entre otras (17). Mientras
que su fruto, corteza y raices son principalmente utilizadas para tratar enfermedades
infecciosas y por parasitos, sus hojas estan indicadas en el tratamiento de faringitis,

aftas e infecciones de vias urinarias (16).

Hasta el momento se han aislado diversos componentes bioactivos como
alcaloides, antocianinas, taninos, flavonoides, fenoles, proantocianinas, esteroles,
terpenos, terpenoides, xantonoides, acidos grasos, acidos organicos, lignanos,
sacaridos y vitamina C (17).

Debido a su gran cantidad de componentes fendlicos, esta especie presenta una
actividad antioxidante y de eliminacion de radicales libres importantes, con potencial

para el tratamiento de enfermedades cronicas e inflamatorias (16).

Sus mecanismos de accion principalmente involucran a las vias de
sefalizacion del factor nuclear derivado de eritroide 2 similar al 2 (Nrf2), factor
nuclear kappa B (NF-kB), y proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK) (17).
En estudios in vivo, se ha demostrado que actia principalmente al inhibir la
generacion de nitritos, especies reactivas de oxigeno y TNF-a, sustancias oxidantes

gue son producidas por el organismo durante los procesos inflamatorios. Asimismo,
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el extracto de sus hojas ha demostrado actividad anti-isquémica en dafio cerebral
inducido en ratas. Dentro de sus propiedades en el sistema nervioso central, el
extracto metandlico de las hojas de P. granatum ha exhibido actividad antiepiléptica

aumentando los niveles cerebrales de GABA (16).

Los elagitaninos extraidos de las hojas de la planta, nombrados granatina A y
granatina B, suprimen la expresion de la enzima mPGES-1, responsable de la
produccién de PGE2. Aunado a esto, los elagitaninos también regulan la produccién
de 6xido nitrico, disminuyen la expresion de genes responsables por la produccion
de proteinas inflamatorias, e inhiben la liberacion de citosinas pro inflamatorias. (Fig.
8) (16).

Acido gélico

4

Actividad anti-inflamatoria

Acido elagico
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Figura 8. Principales actividades de los compuestos quimicos extraidos de las hojas de P. granatum. Propiedades anti-
inflamatorias, antitumorales y antivirales. (Traducido y modificado de espafiol de Janaina Carla Barbosa Machado, et al.,
2023).
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1.2.1.1. Punica granatum y depresién

En afios recientes se ha reconocido una relacién importante entre la dieta y
enfermedades neuropsiquiatricas como la depresion. Los cambios conductuales
observados en modelos animales de depresion tras la administracion de P.
granatum, sugieren una actividad antidepresiva significativa (18).

A pesar de que los mecanismos exactos apenas se estan dilucidando, se ha
encontrado que la actividad antidepresiva registrada en las pruebas de suspension
de cola y nado forzado es similar a la de farmacos antidepresivos como la fluoxetina
y la imipramina, y que se puede observar especialmente con dosis moderadas a
altas (18,19).

En investigaciones previas realizadas en este mismo laboratorio, se encontrd
que el mecanismo de acciéon de los efectos antidepresivos de P. granatum
involucran la participacion del sistema serotonérgico a través del receptor 5-HT1A,
asi como la activacion de los receptores de estrégeno beta (20).

Otros de los efectos de P. granatum sobre el cerebro que pudieran explicar este
efecto antidepresivo nuevamente estdn relacionados con los efectos
neuroprotectores derivados de su actividad antioxidante y anti-inflamatoria, con sus
propiedades quelantes, y con su habilidad de activar varias vias de sefializacién e
influir en el dafio mitocondrial, regulando asi la autofagia, apoptosis y la

neurotransmision (21).

Los elagitaninos presentes en la granada afectan los niveles de diversos
neurotransmisores. Aunque se ha observado que este efecto no es universal y que
depende del método experimental y del estrés inducido en el sistema nervioso
central, las conductas tipo depresion observadas en ratones mejoran con la
administracion de acido elagico; resultado que parece depender de los sistemas

noradrenérgico y serotonérgico (21).
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A pesar de estos hallazgos, la mayoria de los estudios coinciden en que se
requiere de mayor investigacion respecto a estos potenciales mecanismos

farmacoldgicos.

1.3. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es un gasotransmisor, es decir, una molécula gaseosa
sintetizada endégenamente cuyo funcionamiento no depende de un receptor en
particular, que controla diversas funciones vitales como el tono vascular, la
neurotransmision, la transcripcion genética, la traduccion de ARNm, la modificacion
post-traduccional de proteinas, asi como diversos procesos inflamatorios e
inmunologicos (Fig. 9) (22,23). Recientemente, también se ha reportado que el 6xido
nitrico participa como neuromodulador en el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (eje
HHA) (24).

4 Actividad —
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Figura 9. Apreciaciéon global de la formacion y algunas funciones del éxido nitrico (NO). (A) El 6xido nitrico se forma a
partir de la particion de L-arginina por la enzima oxido nitrico sintasa (NOS). (B) El NO puede estimular a la guanilil ciclasa
llevando a una sintesis incrementada de GMPc, el cual a su vez relaja el musculo liso, como el musculo liso vascular,
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produciendo un decremento en la presion arterial. (C) El NO puede actuar como un neurotransmisor estimulando los
receptores NMDA. (D) EI NO y/o sus déxidos [como el NO; (diéxido de nitrégeno), N2O; (triéxido de dinitrégeno), y ONOO-
(peroxinitrito)], pueden producir efectos citotoxicos y bactericidas. Asimismo, el NO y/o sus éxidos pueden nitrosar
proteinas o tioles, alterando las funciones de las proteinas. (E) El NO puede modular la inflamacion, produciendo efectos
tanto pro como anti-inflamatorios, como disminucion en la activacion linfocitaria, o incremento en la migracion de
leucocitos. (Traducido y modificado de Richard A. Robbins, 1997).

El NO es sintetizado a partir del aminoacido L-arginina por 3 isoformas (Fig.
10) (22) de la enzima oxido nitrico sintasa (NOS): NOS “n” neuronal (o NOS |), NOS
“I” inducible (o NOS 1), y NOS “e” endotelial (o NOS IIl). Tanto la nNOS como la
eNOS son enzimas de baja potencia cuya produccion pulsétil y de corta duracién
de 6xido nitrico depende mayormente de calcio. La primera se encuentra expresada
en neuronas Yy otras células del sistema nervioso, mientras que la sintasa de NO
endotelial se expresa en células endoteliales y en algunos otros pocos tipos
celulares. Por el contrario, la sintasa de NO inducible, es una enzima de alta
potencia con una produccion continua e independiente de calcio y cuya expresion
puede ser inducida por citosinas y otros agentes en casi cualquier tipo celular (25).
Asimismo, existen varios inhibidores de la éxido nitrico sintasa que se utilizan
actualmente de manera experimental como la NG-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME) (26).
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Figura 10. Diagrama esquemadtico de la relacion espacial entre las 3 isoformas de la sintasa de éxido nitrico (NOS).
(Traducido y modificado de Lisa Gitleman, 2014).

1.3.1. Oxido nitrico y neuroinflamacion

El estrés psicofisiolégico se ha asociado a una activacién microglial extensa
precipitada por la liberacion aumentada de corticoesterona, noradrenalina y
adrenalina. La liberacion consecutiva de citosinas proinflamatorias debido a la
activacion microglial, lleva a la activacion directa de iNOS glial o astrocitica y a un
incremento en la sintesis de 6xido nitrico desde la L-arginina. Una vez inducida,
INOS facilita la produccion masiva de NO por periodos prolongados de tiempo

(hasta que exista una deplecion del sustrato) (7).

La via del 6xido nitrico en el hipocampo se encuentra involucrada en la
respuesta bioldgica al estrés con consecuencias negativas tanto a las células como
a la retroalimentacion negativa del eje HHA. Los genes de esta via, NOS1AP y

NOS1, desempefian un papel importante en esta respuesta al estrés y se han
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encontrado diversos polimorfismos asociados con el desarrollo de ansiedad y
depresion (27).

De un modo similar, la relacion entre la liberacion de nNOS y componentes
del eje HHA ha sido demostrada por varios investigadores. La sintasa de oxido
nitrico neuronal se encuentra presente en el hipocampo, hipotalamo, hipdfisis, y
glandulas adrenales, sugiriendo una colonizacion en el eje HHA. Algunos estudios
muestran la regulacién transcripcional de nNOS por glucocorticoides en el
hipocampo, implicando a nNOS en la patogénesis del estrés y sus comorbilidades.
Otra hipotesis sugiere que la activacion del eje HHA por estimulos estresores lleva
a una liberacion aumentada de corticoesterona, y que esta corticoesterona potencia
directamente la activacion de nNOS via receptores post-sinapticos para
mineralocorticoides (7).

Sin embargo, es importante recalcar que las investigaciones muestran
resultados contradictorios 0 ambiguos (Tabla 1) (26) en cuanto a la relacion entre el
oxido nitrico y la aparicién de trastornos neuropsiquiatricos como la ansiedad. La
administracion oral aguda (4 dias) de L-arginina y L-lisina, precursores del 6xido
nitrico, redujo la ansiedad en ratas macho sometidas a estrés por inmovilidad,
mientras que los niveles de corticoesterona en plasma posterior a la prueba de
laberinto elevado en cruz también se encontraron significativamente disminuidos.
Por otro lado, ratones tratados con L-arginina no mostraron ninguna alteracion
conductual en la prueba de laberinto elevado en cruz, pero la administracion de este
aminoécido con sildenafil, un inhibidor de la fosfodiesterasa 5, causé efectos
ansiogénicos significativos, probablemente a traveés de la activacion de la via de
NO-GMPc (26).
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Tabla 1. Resumen de los principales estudios que abordan la relacion entre los distintos gasotransmisores y la ansiedad.
(Traducido y modificado de Artur Palasz, 2021).

Sustancia Dosis Ruta Especie  Efecto

Precursor de NO

L-Arg 200 mg/kg diario | v.o. por 4 dias Rata Ansiolitico

L-Arg \ a.l. por 10 dias Dieta rica en Arg/Lys Puerco Ansiolitico

L-Arg 2.6 g/dia v.0. por 1 semana Humano | Ansiolitico

L-Arg 1,5y 10 Inyeccidn intra amigdalina Rata Ansiolitico
mcg/rata

L-Arg 3 g/dia v.0. por 10 dias Humano | Ansiolitico

L-Arg 0.4,0.8 Inyeccidn intra hipocampal Ratén Anxiogénico
mcg/raton

L-Arg + 200 +0.5-10 Aguda, i.p. Rata Ansiogénico

Sildenafil mg/kg

Donadores de NO

Molsidomina 1,2,4 mg/kg Aguda, i.ip. Rata Ansiolitico

SNP ‘ 1, 3 mg/kg Aguda, i.p. Rata Ansiolitico a 1 mg/kg

SIN-1 0.1,03,1 Aguda, i.c.v. Ratén Ansioliticoa 0.3, 1
mg/ratén mg/raton

SNP ‘ 0.1,0.3y 1 mg/kg @ i.p. por5 dias Rata Ansiolitico

NOC-9 18.7,37.5075 Inyeccidn intra ndcleo del lecho de la Raton Ansiogénico
nmol estria terminal

SNP 9.3,18.7037.5 Inyeccién intra CPF Raton Ansiogénico
nmol

SNP 1,2y 3 mg/kg Aguda, i.p. Raton Ansiogénico a 3 mg/kg

Inhibidores de NOS

Aminoguanidina | 50, 100, 150 i.p. por 5 semanas Rata Ansiolitico
mg/kg

L-NAME 10 mg/kg i.p. aguda o por 15 dias Rata Ansiolitico

L-NAME/7-NI 50-200y 5-10 Inyeccién intra amigdalina Rata Ansiolitico
nmol

L-NAME 200 nmol Inyeccidn intra sustancia gris Rata Ansiolitico

periacueductal

L-NAME/7-NI 10 mg/kg Aguda, i.p. Rata Ansiolitico

NPLA ‘ 0.04 nmol Inyeccién intra CPF medial Rata Ansiolitico

L-NOARG 20y 40 mg/kg Aguda, i.p. Raton Ansiolitico

7-NI ‘ 20-120 mg/kg Aguda, i.p. Raton Ansiolitico

L-NAME 10, 25y 50 mg/kg | Aguda, s.c. Ratdn Ansiogénico

L-NOARG ‘ 10 mg/kg Aguda, s.c. Raton Ansiogénico

L-NOARG 10 mg/kg Aguda, s.c. Raton Ansiogénico

L-NOARG ‘ 30-120 mg/kg Aguda, i.p. Rata Ansiogénico

L-NOARG 0.5,1,204 Intra hipocampal e intra amigdalina Rata Ansiogénico
mcg/mcl

L-NAME ‘ 20y 40 mg/kg Aguda, i.p. Rata Ansiogénico

L-NAME 40 ng/animal Inyeccién intra hipocampal Rata Ansiogénico
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De forma similar, otros estudios han demostrado que la inhibicion de la 6xido
nitrico sintasa, con una subsecuente disminucion en la concentracion de GMPc,
puede llegar a producir efectos similares a los antidepresivos, al menos bajo ciertas
condiciones, reportados por una disminucion en el tiempo de inmovilidad en la
prueba de nado forzado (1). Asimismo los inhibidores especificos de NOS como N°-
nitro-L-arginina (L-NOArg) bloquean la liberacion de CRH y ACTH en cultivos
celulares in vitro de hipotalamo e hipofisis anterior de ratas, sugiriendo que la

secrecion de CRH y ACTH pueden estar mediadas por la induccién de NOS (24).

1.3.2. Oxido nitrico y depresion

A pesar de su vida media sumamente corta, el NO modula varios sistemas de
neurotransmisores (noradrenalina, 5-HT, dopamina y glutamato), poseyendo un rol
dual en la neurogénesis de la depresion. De la misma forma, posee una actividad
moduladora sobre la actividad de varios antidepresivos como los inhibidores
selectivos de la recaptura de 5-HT (28). Adicionalmente, la activacidén de receptores
NMDA estimula la produccion cerebral de NO y la via de sefializacion NO-GMPc se
ha propuesto como un blanco interesante para los trastornos del estado de animo
(29).

Las isoformas neuronal y endotelial de la sintasa de NO, expresadas en el
cerebro, son inducidas bajo ciertas circunstancias estresantes, y la isoforma
neuronal se ha encontrado en muchas areas cerebrales relacionadas con el estrés
y la depresiéon (hipocampo, hipotdlamo, ndcleo del rafé dorsal y locus coeruleus)
(28). Los inhibidores de las NOS poseen efectos similares a los antidepresivos en
roedores, mediando igualmente las propiedades antidepresivas de agentes
efectivos (29). El inhibidor no selectivo, L-NAME, y el inhibidor selectivo de la sintasa
de NO neuronal, 7-nitroindazol (7-NI), reducen el periodo de inmovilidad en la
prueba de nado forzado y aumentan los niveles extracelulares de serotonina y
dopamina en el hipocampo ventral de ratas (28).

La inhibicion de la sintasa de 6xido nitrico inducible por aminoguanidina suprime las

conductas tipo depresion en un modelo estrés cronico inesperado de intensidad
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moderada percibido por una disminucion en el tiempo de inmovilidad en la prueba
de nado forzado (30). Adicionalmente, se ha observado que la aminoguanidina
protege al cerebro del dafio por inflamacion y oxidacion, mejorando las conductas
tipo depresion y ansiedad en un modelo de induccién cronica con lipopolisacérido
(31).

Asimismo, la atenuacion y/o disminucion de los niveles de 6xido nitrico ejercen
efectos neuroprotectores mientras que niveles aumentados tanto de oxido nitrico
como de sus metabolitos en plasma se han observado en personas con depresion
y pacientes suicidas (28). La gravedad del retraso psicomotor observado en un
grupo de éstos pacientes se correlacion6 positivamente con los niveles séricos de

oxido nitrico (32).

No obstante, la participacion del 6xido nitrico en la patogénesis de la
depresion contintia siendo controversial debido a que, por otro lado, también se han
encontrado niveles significativamente disminuidos de nNOS en pacientes con
depresion y a que se ha observado que el minacipran, un inhibidor de la recaptura
de serotonina y noradrenalina, puede aumentar los niveles de NO en estos

pacientes (28).

1.4. Punica granatum vy su relacidon con el 6xido nitrico

Esta fruta con un alto contenido fendlico ha mostrado potencial inhibitorio en la
produccion de oxido nitrico en macrofagos RAW 264.7 LPS-inducidos. Algunos de
sus componentes antioxidantes y anti-inflamatorios activos como la pulicalagina,
punicalina, estrictina A, y granatina B, que pertenecen a las taninas hidrolizables,
mostraron inhibicién en la produccién de éxido nitrico y en la expresion de la sintasa

de 6xido nitrico inducible (iNOS) (Fig.11) en estas células (33).
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Figura 11. Via L-arginina — 6xido nitrico — GMPc. Relacion entre Punica granatum y la via del oxido nitrico.

En enfermedades cardiovasculares, los polifenoles de origen vegetal son una
fuente de antioxidantes utilizados favorablemente para eliminar los efectos dafiinos
de la isquemiay la reperfusion. El acido elégico, la pulicalagina y el acido galico son
fuertes antioxidantes fendlicos encontrados en la granada con efectos
cardioprotectores que involucran en parte al 6xido nitrico. No obstante, se demostré
en un estudio que estas propiedades anti-arritmicas y protectoras de la granada, no
se bloquean por completo al introducir un inhibidor de 6xido nitrico como L-NAME,

por lo que otros mecanismos también pudieran estar involucrados (34).

Asimismo, estudios inmunohistoquimicos en células del miocardio han
demostrado que P. granatum provoca un aumento en la expresion de la sintasa de
oxido nitrico endotelial (eNOS) (Fig.11), con regulacion a la alza de mecanismos
antioxidantes e inhibicibn de la apoptosis mediada por Oxido nitrico,

especificamente tras infarto agudo al miocardio (35).

Estas propiedades antioxidantes de P. granatum también han sido

estudiadas en cerebros de ratas en donde se ha encontrado un aumento en la
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mayor parte de los parametros antioxidantes con una reduccién en el peréxido de
hidrogeno, el 6xido nitrico y el malondialdehido, proponiéndose como un extracto
prometedor en la prevencion de enfermedades neurodegenerativas causadas por

estrés oxidativo (36,37).

2. Justificacion:

La OMS ha clasificado a la depresion como la primera causa de morbimortalidad a
nivel mundial. A pesar de la gran cantidad de tratamientos farmacolégicos
disponibles para tratar este padecimiento, hasta 33% de los pacientes con
depresion no alcanzan la remisién de sus sintomas. Esto implica una acumulacién
significativa de afios de vida productiva potencial perdidos ya que la mayoria de las
personas que padecen depresion experimentan los primeros sintomas entre los 17
y los 34 afios de edad, con una edad media de 26 afios. La depresion afecta distintas
esferas de la vida de los individuos, incluyendo sus actividades académicas y

laborales, y sus relaciones de pareja, familiares e interpersonales en general.

Mientras que el sistema monoaminérgico ha sido el mas estudiado e
implicado en la etiopatogenia de la depresion, otros sistemas quimicos como la via
de sefializacidn del 6xido nitrico también contribuyen al estado de animo y conducta.
Es por ello que se requiere estudiar mas a fondo estos sistemas como posibles
nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de la depresion.

3. Pregunta de investigacion:

¢, Cual es la participacion del 6xido nitrico en el efecto antidepresivo de Punica
granatum en las conductas tipo depresion en ratones Swiss Webster machos

adultos?
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4. Hipotesis:

La administracion de Punica granatum tendré un efecto tipo antidepresivo en
ratones adultos de la cepa Swiss Webster.

El aumento de la sintesis de 6xido nitrico a través de la administracion del
donador de 6xido nitrico, nitroprusiato de sodio (SNP), tendra un efecto tipo

prodepresivo en ratones de la cepa Swiss Webster.

El bloqueo de la sintesis de 6xido nitrico por medio de la administracion del
inhibidor no selectivo de las sintasas de Oxido nitrico, NG-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), y del inhibidor selectivo de la sintasa de 6xido nitrico
neuronal, 7-nitroindazol (7-NI), favorecera el efecto antidepresivo de P.

granatum.

5. Objetivo general:

Determinar la participacién del 6xido nitrico en el efecto antidepresivo de Punica

granatum en las conductas tipo depresidn en ratones Swiss Webster adultos.

5.1. Obijetivos particulares:

5.1.1. Etapa 1

Establecer en dos modelos animales de depresion en ratones machos adultos de la
cepa Swiss Webster (S.W.):

a.
b.

C.

La dosis respuesta de P. granatum.
La dosis respuesta del donador de 6xido nitrico, nitroprusiato de sodio (SNP).
La dosis respuesta del inhibidor de las sintasas de éxido nitrico, NG-nitro-L-

arginina metil éster (L-NAME).
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d. La dosis respuesta del inhibidor selectivo de la sintasa de Oxido nitrico

neuronal, 7-nitroindazol (7-NI).

5.1.2. Etapa 2

Estudiar en ratones machos adultos de la cepa S.W. utilizando dos modelos
animales de depresion:

a. El efecto de dosis combinadas de P. granatum y SNP.

b. El efecto de dosis combinadas de P. granatum y L-NAME.

c. El efecto de dosis combinadas de P. granatum y 7-NI.

6. Materiales y métodos:

6.1. Sujetos experimentales:

Para la realizacion de este proyecto de investigacién, se utilizaron un total de 190
ratones de la cepa Swiss Webster machos adultos (25-40 g). Los animales se
mantuvieron a una temperatura ambiente de 22+2°C, bajo un ciclo invertido de
luz/oscuridad de 12/12 hrs., y una humedad relativa del 50%. Los animales tuvieron

acceso a alimento y agua ad libitum.

Los procedimientos y protocolos experimentales de este proyecto de
investigacion fueron realizados considerando los lineamientos establecidos por el
Comité de Etica Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
(CICUAL Cinvestav; Protocolo No. 0272-18:0273-18) y la Norma Oficial Mexicana
(NOM-062-Z00-199).

6.2. Farmacos:

Todos los farmacos, a excepcion de Punica granatum, fueron adquiridos a través

de la empresa Merck México, filial de Merck KgaA, Darmstadt, Alemania y su marca
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Sigma-Aldrich (Estado de México, México). Punica granatum fue recibido como una

donacién por parte del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Muiiiz”.

- Punica granatum disuelta en solucién salina al 0.9% y administrada i.p. 30
minutos antes de las pruebas.
- Nitroprusiato de sodio disuelto en solucion salina al 0.9% y administrado i.p.
30 minutos antes de las pruebas.
- NG-nitro-L-arginina metil éster disuelto en solucién salina al 0.9% vy
administrado i.p. 30 minutos antes de las pruebas.
- 7-nitroindazol disuelto en unas gotas de Tween 80 y posteriormente en
solucion salina al 0.9% y administrado i.p. 30 minutos antes de las pruebas.
El tiempo de latencia entre la adminisracion y la realizacion de las pruebas
conductuales se determind con base en estudios previos (19,26,38).

6.3. Modelos animales:

6.3.1. Prueba de suspension de cola

La prueba de suspension de cola es un método experimental utilizado para medir la
conducta tipo desesperanza en roedores. Es utilizada para medir la eficacia de
componentes antidepresivos. Los animales son suspendidos por el extremo distal
de la cola durante un periodo de 6 minutos y aproximadamente a 10 centimetros del
suelo. Durante este tiempo, el animal trata de escapar y alcanzar el suelo. Cuando
el animal es sometido a un estrés agudo del que no puede escapar, eventualmente
se quedard inmovil (Fig. 12). Es este tiempo acumulado de inmovilidad el que se
mide (39). El efecto de farmacos con propiedades antidepresivas se observa

mediante una disminucion significativa del tiempo de inmovilidad.
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Figura 12. Prueba de suspension de cola. (Michael F. O’Neil, 2003).

6.3.2. Prueba de nado forzado

La prueba de nado forzado (en ocasiones llamada prueba de nado de Porsolt) fue
en un inicio desarrollada para ratas y posteriormente modificada por Porsolt y
colegas para ser utilizada con ratones. Esta prueba conductual en roedores es
utilizada para la evaluaciéon de farmacos antidepresivos, para probar la eficacia de
nuevos compuestos antidepresivos, y para manipulaciones experimentales
enfocadas en reproducir o prevenir estados similares a la depresién. Los ratones
son colocados en un cilindro transparente inescapable el cual es llenado con agua

y su conducta de movilidad relacionada al escape es medida (Fig. 13) (40).
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Inmovilidad Escalamiento Nado

Figura 13. Conductas observadas durante la prueba de nado forzado. (Adem Can, 2011).

Se ha descrito como la reproducciéon de una situacién en la que se induce
una “desesperanza conductual”’; esto es, el animal pierde la esperanza de escapar
del ambiente estresor. La versidon en ratones de la prueba de nado forzado es una
prueba conductual relativamente corta y de bajo costo que no requiere
entrenamiento previo de los ratones y que puede ser llevada a cabo con
equipamiento minimo (40). Los farmacos antidepresivos disminuyen la conducta de
inmovilidad al mismo tiempo que aumentan las conductas de nado y escalamiento
(41).

Para realizar el analisis de esta prueba se registra la conducta predominante
(inmovilidad, nado o escalamiento) de los ratones en un tiempo total de 4 minutos
dividido en 47 segmentos de 5 segundos. La conducta de inmovilidad se considera
cuando el animal realiza movimientos minimos para mantenerse a flote con la
cabeza fuera del agua; cuando el animal realiza movimientos que le permiten
desplazarse alrededor del cilindro o cuando se sumerge y bucea, se considera como

conducta de nado; la conducta de escalamiento se presenta cuando el animal
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realiza movimientos vigorosos con las 4 extremidades generalmente contra las
paredes del cilindro. Mientras que la conducta activa de nado se asocia con
actividad serotonérgica, la conducta de escalamiento se asocia con actividad

catecolaminérgica (Fig. 13).

6.3.3. Actividad locomotora

También llamada prueba de campo abierto, es empleada para observar la actividad
motora general y conductas de exploracion, asi como en ocasiones, medidas de
ansiedad. Consiste en un area cuadrada (Fig. 14) (7) de 60x60x35 cm., dividida en
16 cuadrados de 15x15 cm. Los sujetos son colocados individualmente en el centro

del area 30 minutos después de la administracion de farmacos.

Usualmente se registran el nimero de entradas, el tiempo en el centro, en la
periferiay en las esquinas del area, el nimero de cruzamientos, el nUmero de veces
gue los animales pasan en patas traseras y con las patas delanteras sobre las

paredes (7).

Figura 14. Arena utilizada para la prueba de campo abierto. (Kumar V, 2003).
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7. Disefio experimental:

7.1. Experimento 1:

El objetivo de este experimento fue establecer la dosis respuesta de P. granatum
en dos modelos animales de depresion (prueba de suspension de cola y prueba
nado forzado) en ratones adultos de la cepa Swiss Webster.

Para lograr este objetivo se utilizaron 5 grupos independientes (1 control, 1
P. granatum 0.25 mg/kg, 1 P. granatum 0.5 mg/kg, 1 P. granatum 1.0 mg/kgy 1 P.
granatum 2-0 mg/kg; n=10 [10 machos]). Todos los grupos fueron probados a los
90 dias de vida. Tanto el farmaco activo (P. granatum) como el control (solucién
salina al 0.9%) fueron administrados 30 minutos antes de las pruebas conductuales.
Los ratones de cada uno de estos dos grupos fueron evaluados en las pruebas de
actividad locomotora, suspension de cola y nado forzado en un periodo de 2 dias.
(Fig. 15).

7.2. Experimento 2:

El objetivo de este experimento fue determinar la participacion del 6xido nitrico en
las conductas tipo depresion en ratones adultos de la cepa S.W. mediante la
administracion de un donador de 6xido nitrico (nitroprusiato de sodio), el inhibidor
de las sintasas de 6xido nitrico (L-NAME), y el inhibidor selectivo de la NOS neuronal

(7-nitroindazol).

Para este objetivo se utilizaron 11 grupos independientes (1 nitroprusiato de
sodio 1.0 mg/kg, 1 nitroprusiato de sodio 2.0 mg/kg y 1 nitroprusiato de sodio 4.0
mg/kg, por una parte; 1 L-NAME 2.5 mg/kg, 1 L-NAME 5.0 mg/kg, 1 L-NAME 10
mg/kg, 1 L-NAME 20 mg/kg y 1 L-NAME 40 mg/kg, por otra parte; y 1 de 7-
nitroindazol 20 mg/kg, 1 de 7-nitroindazol 40 mg/kg y 1 de 7-nitroindazol 80 mg/kg;
n=10 [10 machos]). El grupo control descrito en el experimento 1 fue comparado

con los grupos de nitroprusiato de sodio y con los grupos de L-NAME y 7-
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nitroindazol, respectivamente, a los 90 dias de vida. Los farmacos activos
(nitroprusiato de sodio, L-NAME y 7-nitroindazol) fueron administrados 30 minutos
antes de las pruebas conductuales. Los ratones de cada uno de estos grupos fueron
evaluados en las pruebas de actividad locomotora, suspension de cola y nado
forzado en un periodo de 2 dias (Fig. 15).

7.3. Experimento 3:

El objetivo de este experimento fue estudiar el efecto combinado de dosis de P.
granatum al ser administradas en conjunto con dosis de nitroprusiato de sodio, L-
NAME y 7-nitroindazol en ratones adultos de la cepa S.W. en dos modelos animales

de depresion (prueba de suspension de cola y prueba de nado forzado).

Para ello, se utilizaron 3 grupos independientes (1 P. granatum 1.0 mg/kg +
nitroprusiato de sodio 1.0 mg/kg; 1 P. granatum 1.0 mg/kg + L-NAME 2.5 mg/kg; y
1 P. granatum 1.0 mg/kg + 7-nitroindazol 40 mg/kg; n=10 [10 machos]). Todos los
grupos fueron probados a los 90 dias de vida y los farmacos fueron administrados
simultaneamente 30 minutos antes de las pruebas. (Fig. 16). Las 3 pruebas
conductuales fueron realizadas en un periodo de 2 dias.
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Figura 15. Disefio experimental etapa 1. En la figura se muestran los grupos experimentales y las dosis empleadas para
establecer las dosis respuesta de P. granatum (1.a), SNP (1.b), L-NAME (1.c) y 7-NI (1.d) en dos modelos animales de
depresion en ratones adultos de la cepa Swiss Webster. CTRL, control; SNP, nitroprusiato de sodio; L-NAME, NG-nitro-L-
arginina metil éster; 7-Ni, 7-nitroindazol; i.p., intraperitoneal.
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Figura 16. Disefio experimental etapa 2. En la figura se muestran los grupos experimentales y las dosis empleadas para
estudiar el efecto de dosis combinadas de P. granatum y SNP (2.a), P. granatum y L-NAME (2.b) y P. granatum y 7-NI (2.c)
en ratones adultos de la cepa Swiss Webster en dos modelos animales de depresion. SNP, nitroprusiato de sodio; L-NAME,
NG-nitro-L-arginina metil éster;7-Ni, 7-nitroindazol; i.p., intraperitoneal.

8. Analisis estadistico:

Se utilizé el software GraphPad Prism version 9.0.1. En el analisis descriptivo se
obtuvo la media aritmética y el error estandar para todas las variables numéricas.

Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) de un factor para examinar las diferencias
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en las medias de tres 0 mas grupos. Un valor de P<0.05 fue considerado como

estadisticamente significativo.

9. Resultados:

9.1. Establecer la dosis respuesta de P. granatum

En la prueba de suspension de cola (Fig. 17), se observa una disminucion
significativa en el tiempo de inmovilidad con la dosis de P. granatum de 1.0 mg/kg

(p<0.05), sin que esto se presente con las demas dosis (0.25 o 0.5 mg/kg).

Asimismo, en la figura 18 se observan las diferencias entre distintas dosis de
P. granatum (0.25, 0.5 y 1.0 mg/kg) en la prueba de nado forzado realizada en
ratones Swiss Webster machos adultos. En principio, en la figura 18 A se observa
una disminucién significativa en la conducta de inmovilidad tanto en la dosis de 0.5
mg/kg como en la dosis de 1.0 mg/kg, al compararlo con respecto al grupo control
(p<0.01). En la figura 18 B se puede observar que la disminucion de la conducta de
inmovilidad se debe a un aumento en la conducta de nado en la dosis de 1.0 mg/kg
de P. granatum (p<0.05), sin que se observen diferencias significativas en las
demas dosis (0.25 o 0.5 mg/kg). Respecto a la conducta de escalamiento
representada en la figura 18 C, no se observaron diferencias significativas con

respecto al grupo control.

Por altimo, en la figura 19 podemos observar que los animales a los que se
les aplico la dosis de 2.0 mg/kg, presentaron menor actividad exploratoria
(p<0.0001) que las dosis evaluadas (0.25, 0.5y 1.0 mg/kg) al compararse contra el
grupo control.
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9.1.1. Prueba de suspension de cola

P. granatum Suspension de cola

Inmovilidad en segundos
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Figura 17. Efecto de distintas dosis de Punica granatum (0.25, 0.5 y 1 mg/kg) en la prueba de suspension de cola en
ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post
hoc Dunnett’s, * p<0.05; n=10; CTRL, control.

9.1.2. Prueba de nado forzado
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Figura 18. Efecto de distintas dosis de Punica granatum (0.25, 0.5 y 1.0 mg/kg) en la prueba de nado forzado en ratones
Swiss Webster machos adultos en estado basal. A: Conducta de inmovilidad. B: Conducta de nado. C: Conducta de
escalamiento. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Dunnett’s, ** p<0.01 * p<0.05; n=10;

CTRL, control.
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9.1.3. Actividad locomotora

P. granatum Actividad locomotora
200- *kk

150

100

50

Numero de cruces

Figura 19. Efecto de distintas dosis de Punica granatum (0.25, 0.5, 1.0y 2.0 mg/kg) en la actividad locomotora de ratones
Swiss Webster machos adultos en estado basal. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc
Dunnett’s, *** p<0.0001; n=10; CTRL, control.

9.2. Determinar la dosis respuesta del donador de 6xido nitrico nitroprusiato

de sodio (SNP)

En la prueba de suspension de cola (Fig. 20) se observa un aumento significativo
en el tiempo de inmovilidad con la dosis de 1.0 mg/kg, pero no a la dosis de 2.0

mg/kg de nitroprusiato de sodio entre los grupos experimentales y el grupo control.

Igualmente, en la figura 21 podemos observar las diferencias en la prueba de
nado forzado en ratones Swiss Webster machos adultos. Existe un aumento
significativo en la conducta de inmovilidad [Fig. 21 A] (p<0.01) en el grupo que
recibio la dosis de 1.0 mg/kg, pero no a la dosis de 2.0 mg/kg de nitroprusiato de
sodio, a expensas de una disminucion en la conducta de nado [Fig. 21 B] (p<0.05)

pero sobretodo en la conducta de escalamiento [Fig. 21 C] (p<0.001).
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En ultima instancia, al evaluar la actividad locomotora de los animales (Fig.
22), se observa una disminucion significativa (p<0.001) en la motricidad del grupo
al que se le administro 4.0 mg/kg, pero no a las dosis de 1.0 o 20 mg/kg de

nitroprusiato de sodio.

9.2.1. Prueba de suspension de cola
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Figura 20. Efecto de distintas dosis de nitroprusiato de sodio (1.0 y 2.0 mg/kg) en la prueba de suspensién de cola en
ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post
hoc Dunnett’s, ** p<0.01; n=10; CTRL, control; SNP, nitroprusiato de sodio.
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9.2.2. Prueba de nado forzado
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Figura 21. Efecto de distintas dosis de nitroprusiato de sodio (1.0 y 2.0 mg/kg) en la prueba de nado forzado en
ratones Swiss Webster machos adultos en estado basal. A: Conducta de inmovilidad. B: Conducta de nado. C: Conducta
de escalamiento. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Dunnett’s, *** p <0.001 ** p<0.01
* p<0.05; n=10; CTRL, control; SNP, nitroprusiato de sodio.

9.2.3. Actividad locomotora
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Figura 22. Efecto de distintas dosis de nitroprusiato de sodio (1.0, 2.0 y 4.0 mg/kg) en la actividad locomotora de ratones
Swiss Webster machos adultos en estado basal. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc
Dunnett’s, *** p<0.0001, n=10; CTRL, control; SNP, nitroprusiato de sodio.
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9.3. Establecer la dosis respuesta del inhibidor de las sintasas de 6xido nitrico,

NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)

En la prueba de suspension de cola (Fig. 23), no se observan diferencias
significativas en el tiempo de inmovilidad con distintas dosis de L-NAME con

respecto al grupo control.

No obstante, en la figura 23 podemos observar las diferencias entre distintas
dosis de L-NAME en la prueba de nado forzado realizada en ratones Swiss Webster
machos adultos. En principio, en la figura 24 A se observa una diferencia
significativa en la conducta de inmovilidad tanto en las dosis de 5 y 10 mg/kg
(p<0.01) como con las dosis de 20 y 40 mg/kg (p<0.001), con una disminucion de
esta conducta respecto al control; asi como una diferencia en la dosis de 2.5 mg/kg
(*p<0.05) con un aumento de esta conducta respecto al grupo control. En la figura
24 B se puede observar que la disminucion de la conducta de inmovilidad en las
dosis de 5, 10, 20 y 40 mg/kg se debe a un aumento en la conducta de nado con
respecto al control (p<0.05), sin que se observen diferencias significativas a 2.5
mg/kg. Respecto a la conducta de escalamiento representada en la figura 24 C, no

existen diferencias significativas.
Por dltimo, en la figura 25 podemos observar que no hubo diferencias

significativas en la actividad locomotora de los grupos experimentales al ser

comparados con el grupo control.
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9.3.1. Prueba de suspension de cola
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Figura 23. Efecto de distintas dosis de L-NAME (2.5, 5.0, 10, 20 y 40 mg/kg) en la prueba de suspensién de cola en ratones
Swiss Webster machos adultos en estado basal. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; n=10; CTRL,
control; 7-NI, L-NAME, NG-nitro-L-arginina metil éster.

9.3.2. Prueba de nado forzado
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Figura 24. Efecto de distintas dosis de L-NAME (2.5, 5.0, 10 20 mg/kg) en la prueba de nado forzado en ratones Swiss
Webster machos adultos en estado basal. A: Conducta de inmovilidad. B: Conducta de nado. C: Conducta de escalamiento.
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Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Dunnett’s, **** p<0.001 ** p<0.01 * p<0.05; n=10;
CTRL, control; L-NAME, NG-nitro-L-arginina metil éster.

9.3.3. Actividad locomotora
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Figura 25. Efecto de distintas dosis de L-NAME (2.5, 5.0, 10, 20 y 40 mg/kg) en la actividad locomotora de ratones Swiss
Webster machos adultos en estado basal. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; n=10; CTRL, control;
7-NI, L-NAME, NG-nitro-L-arginina metil éster.

9.4. Determinar la dosis respuesta del inhibidor selectivo de la sintasa de 6xido

nitrico neuronal 7-nitroindazol (7-NI)

En la prueba de suspensién de cola (Fig. 26) no hubo diferencias significativas entre
los grupos experimentales en cuanto al tiempo de inmovilidad, aunque si se puede
observar una tendencia al incremento de este tiempo en el grupo al que se le

administré 40 mg/kg de 7-nitroindazol.

Por el contrario, en la figura 27 se observan las diferencias entre distintas
dosis de 7-nitroindazol (20, 40 y 80 mg/kg) en la prueba de nado forzado realizada
en ratones Swiss Webster machos adultos. En principio, en la figura 27 A se observa
un aumento significativo con respecto al grupo control en la conducta de inmovilidad

con la dosis de 40 mg/kg (p<0.01). En la figura 27 B se puede observar que el
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aumento de la conducta de inmovilidad se debe a una tendencia a la disminucion
en la conducta de nado, sin que se observe una diferencia significativa con esta
dosis. Sin embargo, es posible observar un aumento significativo en la conducta de
nado tanto en la dosis de 20 mg/kg como en la de 80 mg/kg (p<0.05). Respecto a
la conducta de escalamiento representada en la figura 27 C, existe una disminucién
significativa en la conducta de escalamiento con la dosis de 40 mg/kg de 7-

nitroindazol (p<0.01).

En la figura 28 no se observan diferencias significativas en la actividad

locomotora de los distintos grupos experimentales con respecto al control.

9.4.1. Prueba de suspension de cola
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Figura 26. Efecto de distintas dosis de 7-nitroindazol (20, 40 y 80 mg/kg) en la prueba de suspensién de cola en ratones

Swiss Webster machos adultos en estado basal. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; n=10; CTRL,
control; 7-NI, 7-nitroindazol.
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9.4.2. Prueba de nado forzado

7-NI Escalamiento
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Figura 27. Efecto de distintas dosis de 7-nitroindazol (20, 40 y 80 mg/kg) en la prueba de nado forzado en ratones Swiss
Webster machos adultos en estado basal. A: Conducta de inmovilidad. B: Conducta de nado. C: Conducta de escalamiento.
Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Dunnett’s, ** p<0.01 * p<0.05; n=10; CTRL, control; 7-

NI, 7-nitroindazol.

9.4.3. Actividad locomotora
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Figura 28. Efecto de distintas dosis de 7-nitroindazol (20, 40 y 80 mg/kg) en la actividad locomotora de ratones Swiss
Webster machos adultos en estado basal. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; n=10; CTRL, control;

7-Nl, 7-nitroindazol.
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9.5. Estudiar el efecto de dosis combinadas de P. granatum y nitroprusiato de

sodio (SNP)

En la prueba de suspension de cola con dosis combinadas de P. granatum y SNP
(Fig. 29) no se observan diferencias significativas en el tiempo de inmovilidad del
grupo combinado con respecto a los grupos experimentales con dosis Unicas o con

respecto al grupo control.

En la figura 30 se observan las diferencias entre dosis Unica de P. granatum
(1.0 mg/kg) en combinacion con 1.0 mg/kg de SNP en la prueba de nado forzado
realizada en ratones Swiss Webster machos adultos. En la figura 30 A podemos
observar una diferencia significativa en la conducta de inmovilidad al comparar el
grupo que Unicamente recibié 1.0 mg/kg de SNP versus el grupo que recibié una
combinacion de P. granatum 1.0 mg/kg + SNP 1.0 mg/kg (p<0.001); notando una
disminucién en la conducta de inmovilidad en el grupo que recibié la combinacién
de farmacos. Asimismo, en esta figura se puede notar que el grupo de P. granatum
1.0 mg/kg + SNP 1.0 mg/kg presenta un aumento significativo en la conducta de
inmovilidad (p<0.001) con respecto al grupo que solamente recibié 1.0 mg/kg de P.
granatum.
En la figura 30 B es posible identificar una diferencia entre la dosis combinada de
P. granatum 1.0 mg/kg + SNP 1.0 mg/kg y el grupo de P. granatum 1.0 mg/kg, con
una disminucion significativa en la conducta de nado (p<0.01) en el grupo con la
combinacion de farmacos.
Respecto a la conducta de escalamiento representada en la figura 30 C, no existen

diferencias significativas en ninguno de los grupos experimentales y el grupo control.

Finalmente, en la figura 31 podemos observar diferencias significativas en la
actividad locomotora del grupo que recibié una dosis combinada de P. granatum 1.0
mg/kg + SNP 1.0 mg/kg, y el grupo control (p<0.01) y el grupo con dosis Unica de
1.0 mg/kg de P. granatum (p<0.01).
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9.5.1. Prueba de suspension de cola
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Figura 29. Efecto de dosis unicas de nitroprusiato de sodio (1.0 mg/kg) y Punica granatum (1.0 mg/kg), y una
combinacion de P. granatum 1.0 mg/kg con 1.0 mg/kg de nitroprusiato de sodio en la prueba de suspension de cola en
ratones Swiss Webster machos adultos. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Tukey’s **
p<0.01 * p<0.05; n=10; CTRL, control; SNP, nitroprusiato de sodio.
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Figura 30. Efecto de dosis tinica de nitroprusiato de sodio (1.0 mg/kg) y Punica granatum (1.0 mg/kg), y una combinacién
de P. granatum 1.0 mg/kg con 1.0 mg/kg de nitroprusiato de sodio en la prueba de nado forzado en ratones Swiss
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Webster machos adultos. A: Conducta de inmovilidad. B: Conducta de nado. C: Conducta de escalamiento. Los datos
representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Tukey’s *** p<0.001 ** p<0.01; n=10; CTRL, control; SNP,
nitroprusiato de sodio.

9.5.3. Actividad locomotora
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Figura 31. Efecto de dosis tinica de nitroprusiato de sodio (1.0 mg/kg) y Punica granatum (1.0 mg/kg), y una combinacién
de P. granatum 1.0 mg/kg con 1.0 mg/kg de nitroprusiato de sodio en la actividad locomotora de ratones Swiss Webster
machos adultos. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Tukey’s, ** p<0.01; n=10; CTRL,
control; SNP, nitroprusiato de sodio.

9.6. Estudiar el efecto de dosis combinadas de P. grantum y L-NAME

No se pudieron observar diferencias significativas en la prueba de suspension de
cola (Fig. 32) entre los grupos experimentales que recibieron dosis Unicas de L-
NAME (2.5 mg/kg) y P. granatum (1.0 mg/kg), el grupo con dosis combinada de
estos farmacos y el grupo control.

Sin embargo, en la prueba de nado forzado ilustrada en la figura 33, podemos
identificar una disminucion en la conducta de inmovilidad (Fig. 33 A) en el grupo con
dosis combinada respecto al grupo control (p<0.05) y al grupo con dosis unica de L-
NAME (p<0.001); pero un aumento en esta conducta al comparar este mismo grupo
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combinado con el grupo con una dosis Unica de P. granatum (p<0.001). Al menos
la disminucion en la conducta de inmovilidad puede ser explicada por un aumento
en la conducta de nado (Fig. 33 B) al realizar la comparacion del grupo combinado
con el grupo control (p<0.001) y el grupo con dosis Unica de L-NAME (p<0.001). El
aumento de la conducta de inmovilidad que se aprecia al comparar el grupo
combinado con el grupo de P. granatum parece deberse a una disminucién
significativa en la conducta de escalamiento del grupo con dosis combinadas
(p<0.001).

Finalmente, no se observan diferencias significativas en la actividad

locomotora de ninguno de los grupos (Fig. 34).

9.6.1. Prueba de suspension de cola
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Figura 32. Efecto de dosis tnica de L-NAME (2.5 mg/kg), Punica granatum (1.0 mg/kg), y una combinacion de Punica
granatum 1.0 mg/kg con 2.5 mg/kg de L-NAME en la prueba de suspension de cola en ratones Swiss Webster machos
adultos. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Tukey’s ** p<0.01; n=10; CTRL, control; L-
NAME, NG-nitro-L-arginina metil éster.
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9.6.2. Prueba de nado forzado

P. granatum + L-NAME Inmovilidad

A i

_—

30

20

Conteo

10

P. granatum + L-NAME Nado

Conteo

P. granatum + L-NAME Escalamiento

HHH
15;

10

Conteo

Figura 33. Efecto de dosis tnicas de L-NAME (2.5 mg/kg) y Punica granatum (1.0 mg/kg), y una combinacién de P.
granatum 1.0 mg/kg con 2.5 mg/kg de L-NAME en la prueba de nado forzado en ratones Swiss Webster machos adultos.
A: Conducta de inmovilidad. B: Conducta de nado. C: Conducta de escalamiento. Los datos representan la media + SEM;
ANOVA de una via; post hoc Tukey’s **** p<0.001 *** p<0.001 * P<0.05; n=10; CTRL, control; L-NAME, NG-nitro-L-arginina

metil éster.

9.6.3. Actividad locomotora
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Figura 34. Efecto de dosis unicas de L-NAME (2.5 mg/kg) y Punica granatum (1.0 mg/kg), y una combinacién de P.
granatum 1.0 mg/kg con 2.5 mg/kg de L-NAME en la actividad locomotora de ratones Swiss Webster machos adultos.
Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; n=10; CTRL, control; L-NAME, NG-nitro-L-arginina metil éster.
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9.7. Estudiar el efecto de dosis combinadas de P. granatum y 7-nitroindazol (7-

NI)

En la figura 35, en la prueba de suspensién de cola, se aprecia un aumento
significativo (p<0.01) en el tiempo de inmovilidad en segundos en el grupo que
recibid una dosis combinada de P. granatum 1.0 mg/kg + 7-NI 40 mg/kg al
compararlo con el grupo que unicamente recibié 1.0 mg/kg de P. granatum, sin que
se observen diferencias significativas con el grupo control o con el otro grupo

experimental.

De la misma manera, existe un aumento significativo (p<0.001) en la
conducta de inmovilidad (Fig. 36 A) en la prueba de nado forzado (Fig. 36) en el
grupo de P. granatum 1.0 mg/kg + 7-NI 40 mg/kg comparandolo con el grupo de P.
granatum 1.0 mg/kg. Esto con una disminucién significativa (p>0.01) tanto en la
conducta de nado (Fig. 36 B) como en la conducta de escalamiento (Fig. 36 C), al
comparar el grupo que recibié una dosis combinada de P. granatum 1.0 mg/kg + 7-
NI 40 mg/kg y el grupo que recibié solamente una dosis de P. granatum 1.0 mg/kg.
No se observaron diferencias significativas al realizar la comparacién del grupo con
combinacion de farmacos con el grupo control o con el grupo que recibié dosis Unica

de 40 mg/kg de 7-nitroindazol.

Por ultimo, en la figura 37 podemos observar una diferencia significativa en
la actividad locomotora entre el grupo que recibié una dosis combinada de P.
granatum 1.0 mg/kg + 7-NI 40 mg/kg, y los grupos control (p<0.01), 7-NI 40 mg/kg
(p<0.05) y P. granatum 1.0 mg/kg (p<0.01).
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9.7.1. Prueba de suspension de cola
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Figura 35. Efecto de dosis unica de 7- nitroindazol (40 mg/kg), Punica granatum (1.0 mg/kg), y una combinacién de
Punica granatum 1.0 mg/kg con 40 mg/kg de 7-nitroindazol en la prueba de suspension de cola en ratones Swiss
Webster machos adultos. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Tukey’s, ** p<0.01; n=10;

CTRL, control; 7-NI, 7-nitroindazol.

9.7.2. Prueba de nado forzado
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Figura 36. Efecto de dosis tnicas de 7-nitroindazol (40 mg/kg) y Punica granatum (1.0 mg/kg), y una combinacién de P.
granatum 1.0 mg/kg con 40 mg/kg de 7-nitroindazol en la prueba de nado forzado en ratones Swiss Webster machos
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adultos. A: Conducta de inmovilidad. B: Conducta de nado. C: Conducta de escalamiento. Los datos representan la media
+ SEM; ANOVA de una via; post hoc Tukey’s **** p<0.001 ** p<0.01; n=10; CTRL, control; 7-NI, 7-nitroindazol.

9.7.3. Actividad locomotora
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Figura 37. Efecto de dosis tnicas de 7-nitroindazol (40 mg/kg) y Punica granatum (1.0 mg/kg), y una combinacién de P.
granatum 1.0 mg/kg con 40 mg/kg de 7-nitroindazol en la actividad locomotora de ratones Swiss Webster machos
adultos. Los datos representan la media + SEM; ANOVA de una via; post hoc Tukey’s ** p<0.01 * p<0.05; n=10; CTRL,
control; 7-NI, 7-nitroindazol.
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10. Resumen general de resultados:

Tabla 2. Resumen general de resultados.

Tratamiento  Suspension  Inmovilidad Nado Escalamiento Actividad Interpretacion
de cola locomotora
P. granatum S/C S/C S/C S/C S/C
0.25 mg/kg
P. granatum S/C N} S/C S/C S/C Efecto
0.5 mg/kg antidepresivo
P. granatum J N ™ S/C S/C Efecto
1.0 mg/kg antidepresivo
P. granatum s/C S/C S/C S/C N2
2.0 mg/kg
SNP 1.0 P P ™~ N NN S/C Efecto
mg/kg prodepresivo
SNP 2.0 S/C S/C S/C S/C S/C
mg/kg
SNP 4.0 s/cC s/cC S/C s/c NANZ
mg/kg
L-NAME 2.5 S/C ™ S/C S/C S/C Efecto
mg/kg prodepresivo
L-NAME 5.0 S/C N ™ S/C S/C Efecto
mg/kg antidepresivo
L-NAME 10 S/C N2 T S/C s/C Efecto
mg/kg antidepresivo
L-NAME 20 s/c N T s/cC s/c Efecto
mg/kg antidepresivo
L-NAME 40 S/C NN TP S/C S/C Efecto
mg/kg antidepresivo
7-NI20 S/C S/C S/C S/C S/C
ma/kg
7-NI40 S/C ™ S/C NN S/C Efecto
mg/kg prodepresivo
7-NI 80 S/C S/C P S/C S/C
mg/kg
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P. granatum muestra un efecto tipo antidepresivo.

e EIl 6xido nitrico ejerce efectos tipo prodepresivos.

e La inhibicion de las sintasas de Oxido nitrico tiene efectos duales
dependientes de la dosis.

e EIl nitroprusiato de sodio (SNP) bloquea parcialmente los efectos tipo
antidepresivos de P. granatum.

e La inhibicibn no selectiva de las sintasas de oOxido nitrico bloquea
parcialmente los efectos tipo antidepresivos de P. granatum.

e La inhibicién selectiva de la sintasa de Oxido nitrico neuronal bloquea de

forma total los efectos tipo antidepresivos de P. granatum.

11. Discusion:

11.a. Establecer la dosis respuesta de P. granatum en dos modelos animales

de depresién en ratones adultos de la cepa Swiss Webster.

Tanto la prueba de suspensién de cola como la prueba de nado forzado comparten
la observacion clave que los animales confrontados ante un estrés inescapable
desisten de intentar escapar de la situacion en la que se encuentran. La validez de
estas pruebas conductuales se basa en el hecho de que una amplia variedad de
medicamentos antidepresivos mantienen las conductas activas y disminuyen el
tiempo de inmovilidad (39).. De tal modo, estos modelos animales de induccion de
estrés y conductas de afrontamiento son utilizados para probar el potencial efecto
antidepresivo de otros compuestos como es, en este caso, el de Punica granatum.
El efecto tipo antidepresivo de esta planta se conocia gracias a diversos estudios,
en los que se habian probado distintas dosis (25 y 50 mg/kg) de la pulpa y de la
cascara de este fruto en dos modelos animales de depresion en ratones ICR
machos (19), asi como en un modelo de induccion de menopausia en ratas hembras

de la cepa Wistar (21). A diferencia de estas investigaciones, en el presente trabajo
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se utilizé un extracto acuoso de P. granatum, el cual generalmente se obtiene a
través de un procedimiento basado en el extraccion de la planta completa triturada.
Asimismo, se probaron varias dosis (0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg, i.p.) en ratones
machos adultos de la cepa Swiss Webster con el objetivo de determinar la dosis
efectiva especificamente en estos sujetos experimentales. Esta distincién es
importante ya que a pesar de las similitudes entre ratas y ratones, existen
diferencias fisioldgicas y conductuales significativas entre estos roedores. El menor
tamafo de los ratones ofrece ciertas ventajas como permtir que se utilicen dosis
menores al mismo tiempo que presenatn un metabolismo mas rapido; no obstante,
presentan mayores niveles de estrés al ser manipulados y presentan

comportamientos mas agresivos en situaciones sociales con otros ratones.

Se encontré que la dosis de 1.0 mg/kg, i.p. disminuyé de manera significativa
el tiempo de inmovilidad tanto en la prueba de suspensién de cola como en la prueba
de nado forzado. Estos resultados coinciden con trabajos previos (20) en donde se
observé que la administracion intraperitoneal de 1.0 mg/kg de P. granatum
disminuy¢ la conducta de inmovilidad a expensas de un aumento en la conducta de
nado en la prueba de nado forzado en ratas hembras ovarectomizadas. En este
caso, también se pudo observar que la disminucion de la conducta de inmovilidad
en la prueba de nado forzado se debié a un aumento en la conducta de nado sin
que hubiera modificaciones en la conducta de escalamiento. De acuerdo a lo
reportado en otros trabajos (41), podemos inferir que P. granatum interactta con el
sistema serotonérgico para ejercer su efecto tipo antidepresivo con poca o nula
participacion en el sistema catecolaminérgico; esto también ya habia sido reportado
en investigaciones previas en donde al administrar una neurotoxina selectiva que
causa degeneracion de las neuronas presinapticas serotonérgicas, el efecto tipo
antidepresivo de P. granatum se vio bloqueado (20).

El sistema serotonérgico ha sido uno de los mas implicados en la etiopatogenia de
la depresion, ademas de ser uno de los blancos terapéuticos mas reconocidos en
el tratamiento farmacolégico de este padecimiento. Se estima que los inhibidores

selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) son prescritos hasta 6 veces por
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segundo en Estados Unidos, siendo su caracteristica farmacolégica principal, la
inhibicion selectiva y potente de la recaptacion de serotonina al inhibir al
transportador de serotonina o SERT. La importancia de esto se centra en que a
pesar de que la serotonina no es el Unico neurotransmisor implicado en la depresion,
la hipbétesis monoaminérgica afirma que puede haber un déficit de serotonina en las
areas presinapticas somatodendriticas asi como en la misma sinapsis del axén
terminal que contribuyan de manera significativa a este padecimiento, con una

participacion adicional de otros sistemas bioquimicos (4)..

La dosis de 2.0 mg/kg de Punica granatum produjo una disminucion
significativa en la actividad locomotora con respecto al grupo control lo que sugiere
que cualquier diferencia significativa observada con en las pruebas conductuales
con esta dosis pudiera deberse a un falso positivo mas que a un efecto del farmaco

sobre las conductas depresivas (41)..

11.b. Determinar la dosis respuesta del donador de 6éxido nitrico,
nitroprusiato de sodio (SNP), en dos modelos animales de depresién en

ratones adultos de la cepa S.W.

Se conoce que los donadores de 6xido nitrico ejercen efectos bifasicos dependiendo
de su estructura quimica, dosis, esquema de tratamiento y rapidez de liberacion
gaseosa (26). Estas propiedades sugieren que el O0xido nitrico pudiera llegar a
comportarse como un compuesto con caracteristicas adaptogénicas, es decir, un
regulador metabdlico que incrementa la capacidad de un organismo para adaptarse
a factores ambientales y evitar el dafio provocado por dichos factores (42). En
modelos animales de depresion, se ha encontrado que mientras que el pre-
tratamiento con nitroprusiato de sodio, un profarmaco que reacciona con grupos
sulfhidrilo fisiolégicos para liberar 6xido nitrico (43), en un rango de 0.5-1.0 mg/kg
I.p. no afecta la accion antidepresiva de la ketamina, tampoco muestra efecto alguno
en la prueba de nado forzado en ratones cuando es administrado de forma individual

(44). Es importante recalcar que, a pesar de que nuestro estudio se enfoca en
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depresion, la mayoria de las investigaciones de este compuesto se han realizado
en modelos animales de ansiedad, pudiendo también observar aqui sus efectos
duales: ansiolitico a una dosis de 1.0 mg/kg administrada intraperitonealmente en
ratas (45) y ansiogénico a una dosis aguda intraperitoneal de 3.0 mg/kg en ratones
(38).

En nuestro trabajo encontramos que la administracion aguda intraperitoneal
30 minutos antes de las pruebas conductuales de 1.0 mg/kg de SNP aumento de
manera significativa el tiempo de inmovilidad tanto en la prueba de suspensién de
cola como en la prueba de nado forzado, esta Ultima a expensas de una disminucién
en la conducta de nado pero mas significativamente en la de escalamiento. Con
base en lo observado en ambas pruebas, podemos concluir que el incremento del
oxido nitrico muestra un efecto tipo prodepresivo que se contrapone con algunos
datos publicados (46) en donde la administracién de esta misma dosis de SNP 30
minutos previo a las pruebas no produjo cambios significativos en las conductas de
los animales o que, por el contrario, produce un efecto antidepresivo que no puede
ser atribuido a cambios en la actividad locomotora (45).
Mientras que estos efectos contradictorios o duales pudieran explicarse por el
esquema terapéutico y la dosis administrada, el efecto tipo prodepresivo ocasionado
por la liberacién incrementada de éxido nitrico tras la administracion de nitroprusiato
de sodio, coincide con estudios en animales que han indicado que este
gasotransmisor produce estados depresivos al modular los niveles de GMPc (47).
En ellos se ha observado que el pre-tratamiento con el precursor de 6xido nitrico L-
arginina abole los efectos antidepresivos alcanzados por diversos compuestos
como melatonina, agmatina y cloruro de zinc (48-50), mientras que el pre-
tratamiento con sildenafil, un inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa 5 que aumenta
los niveles de GMPc, previene los efectos antidepresivos de los inhibidores de los
canales de K* en la prueba de nado forzado. Es decir, mientras que las acciones
del oxido nitrico son mediadas por la produccién local de 6xido nitrico, también lo
son en gran parte por la generacion subsecuente su segundo mensajero GMPc

(47). Por ultimo, la dosis de 4.0 mg/kg de nitroprusiato de sodio ocasiond una
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alteracion significativa en la actividad locomotora de los roedores, con una
disminucién en el numero de cruces observados por lo que esta dosis no fue
contemplada en el analisis de las pruebas conductuales para evitar posibles

resultados falsos positivos.

11.c. Establecer la dosis respuesta del inhibidor de las sintasas de oxido
nitrico, NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), en dos modelos animales

de depresién en ratones adultos de la cepa S.W.

Al contrario que los resultados obtenidos con el 6xido nitrico, sus donadores y su
precursor, la literatura ha demostrado de manera casi consistente que la inhibicion
en la produccién de éxido nitrico produce efectos ansioliticos y antidepresivos (26).
El bloqueo de las sintasas de 6xido nitrico disminuye la deplecion de los depdésitos
de serotonina en la corteza prefrontal de ratones similar a lo observado con la
imipramina (51), mientras que la fluoxetina regula a la baja la NOS neuronal en el
hipocampo (52). Asimismo se ha encontrado que los inhibidores selectivos y no
selectivos de las sintasas de 6xido nitrico como L-NAME y 7-nitroindazol, acttan al
atenuar las respuestas de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) a los choques
eléctricos en modelos animales de ansiedad (26). Al recordar que el eje HHA se
encuentra fuertemente colonizado por la sintasa de 6xido nitrico neuronal y que esta
es potenciada directamente por la corticoesterona en respuesta al estrés, la
inhibicion de esta sintasa pudiera estar bloqueando la participacién del 6xido nitrico
en la patogénesis del estrés y sus comorbilidades (7).

No obstante, algunos estudios realizados con inhibidores tanto selectivos como no
selectivos de 6xido nitrico, demuestran un efecto dual de estos compuestos. En el
caso del inhibidor no selectivo de las sintasas de o6xido nitrico, L-NAME, los
resultados obtenidos en un estudio en donde se evaluaron 3 modelos murinos de
exploracion empleados para evaluar farmacos utilizados en conductas ligadas a
ansiedad, se demostrdé que este compuesto tiene un efecto tipo ansiogénico de
manera no consistente; sugiriendo que la inhibicion de la produccion de NO puede,

de acuerdo a la dosis empleada y bajo ciertas circunstancias como el nivel de estrés
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al que son sometidos los sujetos experimentales, aumentar las conductas tipo
ansiedad (53). Sin embargo, un estudio por Sevgi y colegas, demostré que, por el
contrario, L-NAME previene comportamientos tipo ansiedad y depresion en ratas
expuestas a estrés por sujecion en una dosis de 10 mg/kg. Nuevamente esto
coincidiria con algunas propiedades adaptogénicas del o&xido nitrico,
especificamente como niveles leves de estrés inducen una inmunicdad o resistencia
a exposiciones subsecuentes de estrés mas grave pero que esta Unicamente se
alcanza después de exposiciones repetidas. Este fendmeno de adaptacion al estrés
también se caracteriza por una respuesta hormética, en la cual una dosis menor

puede tener un efecto estimulante y una dosis mayor un efecto inhibitorio (42).

Nuestros resultados demuestran este efecto hormético. Mientras una dosis
menor (2.5 mg/kg) tiene un efecto tipo prodepresivo similar al que observamos con
el nitroprusiato de sodio en la prueba de nado forzado, aumentando la conducta de
inmovilidad a expensas de una disminucién no significativa en ambas conductas
activas, dosis mayores (de 5 mg/kg en adelante), producen un efecto tipo
antidepresivo, disminuyendo la conducta de inmovilidad y aumentando,
principalmente, la conducta de nado. Estas diferencias pudieran deberse a que a
menor dosis de L-NAME, menor es la inhibicién de las sintasas de Oxido nitrico,
permitiendo que todavia exista una produccién lo suficientemente significativa de
oxido nitrico como para inducir conductas similares a las observadas con la
administracion de los donadores de este gasotransmisor. Por otro lado, entre mayor
sea la dosis, mayor sera la inhibicion en la produccién de éxido nitrico. Esto coincide
con algunas investigaciones que sugieren que las sintasas de O6xido nitrico
desempeiian distintas funciones en las conductas tipo ansiedad, estando estas
conductas relacionadas con la sintasa de Oxido nitrico inducible en ratones
estresados y, por otro lado, siendo provocadas por la sintasa de Oxido nitrico
neuronal en ratones no estresados (54). De tal manera que, seria la inhibicion
completa y no parcial de todas las isoformas de la sintasa de 0xido nitrico necesaria

para lograr un efecto tipo antidepresivo en cualquier condicion.
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Sin embargo, justamente debido a esta participacion de la sintasa de oxido
nitrico neuronal en las conductas tipo ansiedad en ratones estresados y a que,
nuestros modelos animales de depresién provocan un estrés significativo en los
roedores estudiados, quisimos realizar una inhibicion selectiva de esta isoforma
utilizando al inhibidor selectivo de la sintasa de 6xido nitrico neuronal, 7-nitroindazol
(7-NlI).

11.d. Determinar la dosis respuesta del inhibidor selectivo de la sintasa de
oxido nitrico neuronal, 7-nitroindazol (7-NlI), en dos modelos animales de

depresion en ratones adultos de la cepa S.W.

Al analizar los resultados obtenidos en nuestro trabajo con la administracion del
inhibidor selectivo de la sintasa de Oxido nitrico neuronal, 7-nitroindazol,
observamos igualmente un efecto dual dependiente de la dosis, que Unicamente fue
significativo en la prueba de nado forzado. Mientras la dosis de 40 mg/kg mostré un
efecto tipo prodepresivo al aumentar la conducta de inmovilidad y disminuir de forma
importante la conducta de escalamiento, interactuando de esta manera con el
sistema catecolaminérgico; las dosis tanto de 20 como de 80 mg/kg demostraron el
efecto contrario al aumentar significativamente la conducta de nado, relacionada
con el sistema serotonérgico, y tendiendo a disminuir la conducta de inmovilidad sin
que esto ultimo fuera estadisticamente significativo. A pesar de que esto podria
parecer contradictorio a los publicado en investigaciones previas y a lo reportado en
este mismo trabajo con la administracion de nitroprusiato de sodio, otros estudios
han encontrado que los efectos del 7-NI sélo fueron observados en ratones
estresados y no asi en ratones no estresados, mientras que los niveles elevados de
nitritos en estos roedores fueron atenuados por la administracion de
aminoguanidina pero no de 7-NI (54).

Estos resultados podrian una vez mas explicarse tanto por la participacion de las
otras sintasas en la produccion de Oxido nitrico como las -caracteristicas
adaptogénicas del oxido nitrico. Como se menciond anteriormente, parece ser que

ademas del 6xido nitrico de manera directa, son también los niveles excesivos de
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GMPc los que pueden llegar a producir estados tipo prodepresivos; la activacion de
la guanilato ciclasa soluble, responsable de convertir guanosina trifosfato en GMPc,
no es una acciéon exclusivamente realizada por la sintasa de 6xido neuronal, sino
que también participan la NOS endotelial presente de manera importante en las
paredes de los vasos sanguineos y la NOS inducible que tiene una accién continta
y potente y puede ser inducida por una variedad de citosinas (25,28). Estas dos
sintasas de Oxido nitrico también se encuentran presentes en el sistema nervioso
central, tanto en el endotelio de los vasos sanguineos cerebrales como en la glia
como parte del sistema inmunitario del cerebro, y no se ven afectadas por la
administracion de 7-NlI, permitiendo asi la produccién de éxido nitrico cerebral en

respuesta al estrés al que fueron sometidos los animales.

Asimismo, se sabe que, bajo ciertas circunstancias, las sintasas de 6xido
nitrico pueden catalizar una oxidacion “no acoplada” de NADPH formando
superoéxido (55). Parece ser que dentro de las tres isoformas, la sintasa de éxido
nitrico neuronal es particularmente propensa a catalizar esta reaccion en la
presencia de ciertos inhibidores de NOS (55). La importancia de esto recae en el
hecho de que si las sintasas son capaces de producir una variedad de especies
reactivas de nitrégeno al ser inhibidas por ciertos compuestos o en la ausencia de
L-arginina y BHa, esto explicaria las diferencias a veces observadas con los distintos
inhibidores utilizados y las isoformas inhibidas (55).

Otra dificultad encontrada con la utilizacion de inhibidores de las sintasas de 6xido
nitrico es su selectividad. Mientras que se promueve al 7-nitroindazol como un
inhibidor selectivo de la sintasa de éxido nitrico neuronal, la realidad es que su
selectividad es comparable a aquella alcanzada con un inhibidor no selectivo como
L-NAME. Datos publicados indican que 7-NI inhibe la NOS cerebelar de ratas con
una potencia similar a L-NAME y L-NMMA (56), y que su selectividad es menor a
10 veces por lo que en realidad deberia de ser considerado como un agente no
selectivo (55). Por otro lado, a pesar de que no conocemos con exactitud si la
afinidad de estos compuestos por los sitios de union de las sintasas de 0xido nitrico

es mayor que la de otras sustancias como P. granatum, es importante tenerla en
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consideracion como una de las posibles explicaciones del bloqueo del efecto de P.

granatum tras la administracion de estos inhibidores observada mas adelante.

1l.e. Estudiar el efecto de dosis combinadas de P. granatum y SNP en

ratones adultos de la cepa S.W. en dos modelos animales de depresion.

Mientras que con los resultados anteriores podemos inferir la participacion del
sistema nitrérgico en la generacion e inhibicion de conductas tipo depresion como
ya ha sido reportado en otras investigaciones (1,28), nuestro interés principal se
centraba en la intervencion de P. granatum dentro de este sistema.

Al realizar la combinacién de una dosis efectiva de nitroprusiato de sodio (1.0
mg/kg), la cual demostrd un efecto tipo prodepresivo, con una dosis efectiva (1.0
mg/kg) de P. granatum, se bloquea parcialmente el efecto tipo prodepresivo
alcanzado por el primer compuesto. Sin embargo, los grupos con la administracion
combinada no alcanzan los mismos efectos antidepresivos que el grupo al que
solamente se le administré P. granatum. Esto nos lleva a pensar que los efectos
antidepresivos de P. granatum sobre el sistema nitrérgico estan relacionados
Gnicamente con su interaccidon con las sintasas de oxido nitrico y por ende, al
agregar un profarmaco que aumenta los niveles de 6xido nitrico a través de otros
mecanismos, P. granatum no es lo suficientemente potente como para continuar
ejerciendo acciones antidepresivas. Parece ser que de esta forma, el 6xido nitrico
simula un estado de estrés basal que al agregarse a los niveles de estrés generados
por las pruebas conductuales, supera la capacidad de P. granatum para combatir
los efectos negativos; una vez mas recordando algunas de las propiedades
adaptogénicas ya mencionadas con el éxido nitrico y que parecen aplicar también

a este fitofarmaco (42).

Aunque parece que actualmente no hay estudios con dosis combinadas de
estos farmacos, las propiedades individuales de P. granatum nos permiten concluir
gue el efecto tipo antidepresivo sobre el sistema serotonérgico (20), posiblemente

esta siendo bloqueado de manera anticipada por efectos del nitroprusiato de sodio.
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Como ya se menciond anteriormente, la via del éxido nitrico se encuentra
involucrada en la respuesta bioldgica al estrés con consecuencias negativas tanto
a las células como a la retroalimentacion negativa del eje HHA (27), lo que a su vez,
puede reducir los niveles de serotonina y puede aumentar de manera aguda, y
después agotar, tanto a la noradrenalina como a la dopamina (4); como se puede
sugerir a partir de los datos obtenidos en la prueba de nado forzado, con una
supresion del efecto de P. granatum tanto en la conducta de nado como en la de
escalamiento.

Otra posible explicacion nos lleva al efecto potencial que P. granatum tiene sobre la
produccion de oOxido nitrico, con una disminucion de la misma a través de una
participacion en la expresion de sus sintasas, principalmente la neuronal y la
inducible (33). Al ser el nitroprusiato de sodio un profarmaco que no participa con
las sintasas de Oxido nitrico, su administracion aumenta la liberaciébn de este
gasotransmisor sin importar que su produccion se encuentre afectada por la
inhibicién en su sintesis normal. Esta liberacion de 6xido nitrico a través de un
donador, también llevara al aumento de GMPc como segundo mensajero, el cual se

ha visto fuertemente relacionado con estados tipo ansiedad y depresion (26).

Finalmente, el pequefio efecto tipo antidepresivo que permanece con la
coadministracién de ambos farmacos, al no observarse el mismo resultado que se
obtiene con la administracién Unica de nitroprusiato de sodio pudiera deberse a
otros mecanismos antidepresivos de P. granatum que no estan relacionados con la
via de NO-GMPc ni con el sistema serotonérgico directamente. Uno de estos
posibles mecanismos independientes al sistema serotonérigico y que parecen
involucrar al sistema noradrenérgico ha sido descrito con anterioridad y se relaciona
con las altas concentraciones de polifenoles en el extracto acuoso de P. granatum
(20).

11.f. Estudiar el efecto de dosis combinadas de P. granatum y L-NAME en
ratones adultos de la cepa S.W. en dos modelos animales de depresion.
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Al querer investigar si P. granatum es lo suficientemente efectiva como para facilitar
o promover que los inhibidores del éxido nitrico en sus dosis prodepresivas tengan
efectos tipo antidepresivos como los observados con otras dosis de estos mismos
compuestos, en la combinacion utilizamos Unicamente la dosis de 2.5 mg/kg de L-
NAME vy la de 40 mg/kg de 7-NI.

Administrando de manera concomitante 1.0 mg/kg de P. granatum con 2.5
mg/kg de L-NAME pudimos observar que existe una inhibicion parcial del efecto tipo
antidepresivo del fitofarmaco. Aunque esto solamente pudo observarse en una de
las pruebas (prueba de nado forzado), muy probablemente se debe a los niveles de
estrés alcanzados en ambas; mientras que en las dos pruebas los animales son
enfrentados a una situacion inescapable, en la prueba de suspension de cola este
estrés se considera moderado (57). Con la dosis combinada, en la prueba de nado
forzado, la conducta de inmovilidad regreso a los parametros registrados en el grupo
control, perdiendo casi por completo el efecto tipo antidepresivo alcanzado por P.
granatum. Asimismo, las conductas activas disminuyeron de forma significativa
nuevamente demostrando esta inhibicién de las acciones de P. granatum con la
administracion de L-NAME. Mientras que este fenbmeno podria explicarse por una
mayor afinidad de L-NAME por los sitios de union de las sintasas de 6xido nitrico
como ya se habia mencionado anteriormente, también podria deberse a las
propiedades adaptogénicas de P. granatum. Diversas investigaciones (42,58)
mencionan que la resistencia no especifica de un organismo al estrés mediante el
incremento en su habilidad para adaptarse y sobrevivir son funciones
adaptogénicas comunes y aplicables para todos los fitofarmacos. Sin embargo,
farmacocinéticamente pueden interferir con otros compuestos (58) y la inhibicion
competitiva de L-NAME podria estar desplazando las acciones de P. granatum

sobre las distintas sintasas de 6xido nitrico.
Asimismo, una caracteristica particular de los adaptdégenos es que actitan como

moderadores principalmente en situaciones de estrés leve a moderado (42), lo que

podria explicar como P. granatum actia como antidepresivo en las pruebas de
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conductuales utilizadas pero pierde su efecto cuando a una prueba que genera una
mayor cantidad de estrés por si misma, como la prueba de nado forzado, se le

agrega otro componente prodepresivo (L-NAME o SNP).

11.9. Estudiar el efecto de dosis combinadas de P. granatumy 7-Nl en ratones

adultos de la cepa S.W. en dos modelos animales de depresion.

Finalmente, con respecto a la coadministracion de P. granatum y 7-NI podemos
notar que 40 mg/kg de 7-nitroindazol, una dosis con efectos prodepresivos, inhibe
totalmente el efecto tipo antidepresivo alcanzado con la aplicacion de 1.0 mg/kg de
P. granatum, esto tanto en la prueba de suspensién de cola como en la de nado
forzado. Esto podria explicarse una vez mas por la afinidad de los compuestos
utilizados, sin embargo, probablemnte seria necesario utilizar dosis mayores de P.
granatum para determinar si esto es suficiente para desplazar al 7-NI de sus sitios

de union.

En la prueba de nado forzado se observa que tanto la conducta de nado como
la conducta de escalamiento se modifican, disminuyendo hasta los niveles
alcanzados con la aplicacién unica de 7-NI. A diferencia del experimento anterior en
donde se utiliz6 un inhibidor no selectivo, la inhibicion selectiva de la sintasa de
oxido nitrico neuronal también tiene un efecto sobre el sistema catecolaminérgico y
el efecto de P. granatum se ve abolido de manera total; lo que podria demostrar que
P. granatum interactia de manera casi exclusiva con esta isoforma y que, al existir
una mayor afinidad por el bloqueo de esta, en lugar de por el bloqueo de las 3
sintasas a la par, no es posible observar los efectos de este fitofarmaco.

Aungue ya se mencion0 la posible participacion de otros mecanismos en el
efecto tipo antidepresivo de P. granatum, parece ser que aquellos relacionados con
el oxido nitrico tienen que ver con una disminucion en la existencia o produccion del
mismo o de su segundo mensajero, el GMPc. No obstante, al realizar la

combinacion de este farmaco con los inhibidores de la sintasa de NO, observamos
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gue las dosis con efectos prodepresivos no son contrarrestadas por la adicién de P.
granatum. Esto nos lleva a pensar que el bloqueo parcial de las isoformas pudiera
interferir de alguna manera con el efecto de P. granatum sobre las mismas,
aumentando la produccion de NO por mecanismos alternativos y compensatorios
gue no son inhibidos por este compuesto. Nuevamente demostrando como las
propiedades adaptogénicas de P. granatum pudieran estar interactuando

farmacocinéticamente con L-NAME y 7-NI.

11. Conclusiones:

En modelos de depresion el extracto acuoso de Punica granatum mostro efectos

antidepresivos mediados principalmente por el sistema serotonérgico.

El éxido nitrico se comporta como un compuesto con propiedades adaptogénicas,
ya que el donador de NO y los inhibidores de sus sintasas mostraron efectos
prodepresivos. Considerando que un adaptégeno muestra un efecto hormético

(dependiente de la dosis).

Unicamente en condiciones de estrés grave el 6xido nitrico logré inhibir las acciones

de P. granatum.

Contrario a lo esperado, el bloqueo de la sintesis de 6éxido nitrico no facilitd las
acciones antidepresivas P. granatum, por lo que se propone que los inhibidores de
las sintasas de Oxido nitrico a ciertas dosis podrian estar desplazando a P. granatum

de sus sitios de unién. Lo que se tendria que confirmar en un trabajo posterior.
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12. Perspectivas:

Debido a que las hormonas sexuales femeninas, principalmente los estrogenos,
participan de manera signiifcativa en el estado de &nimo, seria importante
determinar el efecto de la administracién aguda de P. granatum en modelos
animales de depresion utilizando ratones hembras no ovarectomizadas y

ovarectomizadas.

Por otro lado, sabemos que la activacion del eje HHA ante el estrés provoca una
activacion de las sintasas de Oxido nitrico neuronal que colonizan en este eje
mediada directamente por el cortisol, con un aumento posterior del 6xido nitrico. Sin
embargo, también es importante determinar qué papel juega el 6xido nitrico sobre

gue vemos con los corticoides.

También seria importante determinar la relacion directa de P. granatum sobre el
sistema nitrérgico utilizando estudios moleculares que demuestren su efecto sobre
la produccion de 6xido nitrico y la expresion e inhibicion de sus sintasas; ademas
de elucidar las posibles interacciones farmacocinéticas provocadas por sus

propiedades adaptogénicas.

Las caracteristicas adaptogénicas podrian ser demostradas utilizando distintos
niveles de estrés al utilizar varias pruebas conductuales, con varios esquemas de
administracion (agudo, subagudo y crénico), con sujetos experimentales de distintas
edades (adolescentes y adultos) y sexo (machos y hembras), y al realizar

combinaciones de diferentes dosis.
Para determinar si P. granatum esta siendo desplazada por los inhibidores de las

sintasas de Oxido nitrico, seria importante analizar el mecanismo de accién de P.

granatum sobre los sitios de union en las sintasas de 6xido nitrico.
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Como se mencioné con anterioridad, el aumento del GMPc, el segundo mensajero
del 6xido nitrico, también ha demostrado efectos prodepresivos; seria importante
determinar si las acciones antidepresivas de Punica granatum se atribuyen en parte
a una inhibicién no solamente de las sintasas de o0xido nitrico sino también a una
accion sobre este compuesto.

Esto podria realizarse utilizando inhibidores de la via del GMPc como la
fosfodiesterasa 5 asi como farmacos que inhiben a esta fosfodiesterasa como el

sildenafil.
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14. Anexo |

14.1. Neurogénesis y neuroplasticidad

Se conoce como neuroplasticidad a la capacidad del cerebro para crear y eliminar
sinapsis, y alterar circuitos funcionales en los procesos de adaptacion y aprendizaje.
Para que esto sea posible, uno de los factores moleculares requeridos, el factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), promueve la supervivencia de neuronas

existentes, asi como el crecimiento y diferenciacion de nuevas neuronas y sinapsis

).

Alteraciones en la neuroplasticidad de regiones ejecutivas dorsales,
incluyendo la corteza prefrontal dorsolateral, asi como el hipocampo han sido
reportadas en la depresion (59). Acumulacion de excitotoxicidad glutamatérgica y
disrupcién en la neuroplasticidad resulta en un decremento en las ramas dendriticas
y en la densidad espinal de neuronas piramidales, finalmente ocasionando atrofia

neuronal en estas regiones. Otras anormalidades asociadas con la neuroplasticidad
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también observadas en la depresion incluyen un ciclo glutamatérgico disfuncional y
aumento en los niveles de glutamato en plasma y liquido cefalorraquideo (60).
Estudios preclinicos también han demostrado que el estrés crénico puede suprimir
la neurogénesis en el giro dentado de adultos que contribuye en la reduccion del
volumen hipocampal en el trastorno depresivo (61).

La expresion de niveles de BDNF, necesarios para la potenciacion
hipocampal a largo plazo, se ve reducida en la depresion, lo cual promueve a su
vez sinapsis debilitadas y atrofia neuronal, con mayores cambios funcionales vy
estructurales (60). Los medicamentos antidepresivos y procedimientos como la
estimulacién magnética transcraneal (TMS) y la terapia electroconvulsiva (TEC),
aumentan la neurogénesis hipocampal al aumentar los niveles de BDNF y, por ende,
la neuroplasticidad (2). En estudios de resonancia magnética se ha observado un
aumento consistente en el volumen hipocampal, especialmente en la region del giro

dentado, en pacientes que recibieron tratamiento con TEC (62).

14.2. Neuroconectividad

Hipotéticamente, cada uno de los sintomas de la depresion se encuentra
relacionado con informacion procesada de manera deficiente en diversos circuitos
neuronales que topograficamente se encuentran localizados en regiones cerebrales

especificas.

Las principales proyecciones dopaminérgicas que se originan en el area
tegmental ventral y sustancia nigra del tallo cerebral ascienden via el hipotalamo
hasta la corteza prefrontal, el prosencéfalo basal, el nacleo estriado y el nucleo
accumbens, se relacionan con el movimiento, el placer y la recompensa, la
cognicion, y la psicosis. Proyecciones directas del sistema talamico-dopaminérgico,
intervienen por su parte en el suefio y la activacion (4).

Por otro lado, las proyecciones noradrenérgicas ascendentes que se originan en el

locus coeruleus del tallo regulan el estado de animo, la activacion y la cognicion
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principalmente, mientras que aquellas que descienden hacia la médula espinal se
encargan de regular las vias del dolor (4).

Finalmente, las principales proyecciones serotonérgicas que se originan en los
nucleos del rafé del tallo cerebral y se extienden a diversas proyecciones como el
nucleo estriado y el nicleo accumbens regulan el estado de animo, la ansiedad y el
suefio. Las proyecciones que descienden a la médula espinal también estan

implicadas en las vias del dolor (4).

Estudios de neuroimagen han demostrado cambios en la conectividad
funcional de estos circuitos involucrados en diversas funciones. Mientras el sistema
limbico como la amigdala, el hipocampo, los ndcleos de la base y el nucleo
accumbens se encargan de mediar emociones crudas no procesadas, regiones
corticales superiores como la corteza prefrontal y la corteza del cingulo se encargan
del procesamiento cognitivo de las emociones y de una inhibicién “top-down”. Por
lo tanto, la depresion puede estar causada por un fenébmeno “bottom-up” en el cual
la hiperactividad cronica de los centros limbicos y del tallo sobrepasan este
mecanismo inhibitorio por una hipoactividad o hipoconectividad en la corteza (2).
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