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Resumen

Los tratamientos antidepresivos con inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) han
mostrado alta eficacia para reducir la depresion, entre ellos la paroxetina (Px), un antidepresivo
altamente selectivo y ampliamente usado en todo el mundo. Su analogo, un estereoisbmero
hidroxilado en el carbono 3 de su anillo piridinico, que ha sido sintetizado en la FCQ-BUAP, es un
compuesto que se ha propuesto podria tener una mayor biodisponibilidad y una mayor eficacia
farmacologica. Por otra parte, el fragmento C-terminal de la toxina tetanica (Hc-TeTx) por sus
propiedades de inhibir al transportador de serotonina (SERT) se perfila como un agente
antidepresivo, ademas de proteger del estrés celular. El presente proyecto tuvo como propoésito
evaluar el probable efecto antidepresivo del andlogo hidroxilado (3S,4S)-3-OHPx y del fragmento
Hc-TeTx sobre la depresion inducida por rotenona. Ratonas de la cepa CD1 (20-25 g) se usaron para
inducir depresion con rotenona. En primer lugar, se establecié el modelo experimental de depresion
con rotenona y se comprobd con las pruebas de nado forzado, suspension de la colay en la actividad
motora. Los resultados indicaron que la administracion de 0.5 y 1 mg/kg de rotenona por via
intraperitoneal provoca la conducta de desesperanza o inmovilidad en el nado forzado, sin cambios
en la preferencia a sacarosa y la conducta motora o la inmovilidad en la suspension de la cola.
Posteriormente, se evaluo el efecto antidepresivo de la Px, del 3-OHPx (0.5 mg/kg i.p. diariamente)
y el fragmento Hc-TeTx (60 pg/kg i.m. al dia 1 y 7) en animales que recibieron diariamente 0.5
mg/kg de rotenona durante 21 dias. Los resultados fueron que la Px, el 3-OHPx y el fragmento Hc-
TeTx no causaron modificaciones en la conducta depresiva a los 21 dias. Ademas, el efecto de la
Px, el 3-OHPx (1 mg/kg i.p. diariamente) y del fragmento Hc-TeTx (60 pg/Kg i.m) en el modelo de
rotenona (1 mg/kg i.p.) por 7 dias. Unicamente la Px reduce la conducta depresiva inducida por
rotenona, sin embargo, no se encontraron efectos con el 3-OHPx y el Hc-TeTx. En conclusion, éste
trabajo establece el modelo de conducta depresiva con rotenona y prueba el efecto de Px, sin
encontrar modificaciones en la respuesta con 3-OHPXx o el fragmento Hc-TeTx, por lo que debemos

realizar experimentos a otras dosis e intervalos de evaluacion del efecto.

Vi



I Introduccion
1.1 La depresion, antecedentes

La depresidon es un trastorno mental debilitante de relevancia clinica que afecta el desempefio general
del individuo, aumenta el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares, principalmente
coronarias, (Musselman et al., 1998), la Asociacion Americana de Psiquiatria en la 52 edicion del
Manual Diagndstico y Estadistico de Enfermedades Mentales (DSM-5) establece nueve sintomas
para su diagndstico: estado de animo deprimido, pérdida de interés o placer, alteracion significativa
del peso o apetito, insomnio o hipersomnia, agitacion o retraso psicomotor, fatiga o pérdida de
energia, sentimientos de inutilidad, capacidad disminuida para pensar o concentrarse y pensamientos

recurrentes de muerte o suicidio.

Las causas que desencadenan el desarrollo de la enfermedad abarcan factores ambientales, sociales,
psicologicos y biologicos (Bagot et al., 2014), como por ejemplo el estrés, trauma emocional e
infecciones virales (Fava y Kendler, 2000). En el siglo pasado fue planteada la hipdtesis
catecolaminérgica de los trastornos afectivos, la cual propone que los trastornos depresivos estan
asociados con una disminucion de las catecolaminas, en particular la NE (noradrenalina) y la DA
(dopamina), en areas especificas del cerebro, esto se descubrio a partir de observaciones clinicas y
experimentales que mostraron que el farmaco antihipertensivo reserpina causaba un agotamiento de
las reservas presinapticas de NE, 5-HT (serotonina) y DA e inducia un sindrome parecido a la
depresiéon (Schildkraut, 1965). La primera generacion de antidepresivos la conforman los
antidepresivos triciclicos (ATC) y los inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAO), los cuales
aumentan las concentraciones de 5-HT y/o NE y son eficaces para aliviar los sintomas de la
depresion, aunque presentan efectos secundarios que limitan su aplicacién, actuando sobre
receptores histaminicos, colinérgicos y al-adrenérgicos (Feighner, 1999). Por una parte, los ATC
frecuentemente producen sedacién, hipotension, vision borrosa, boca seca e incluso efectos en el
sistema cardiovascular, mientras que los IMAO pueden interactuar con la tiramina y con varios
medicamentos de venta libre causando hipertensiéon (Glassman y Shapiro, 1998). Resultado de los
inconvenientes que representaban los antidepresivos tradicionales, se dio el desarrollo de nuevos
antidepresivos con el objetivo de mejorar la tolerabilidad y disminuir los efectos adversos, lo cual
se consiguio con el descubrimiento de los ISRS, farmacos disefiados racionalmente, que presentan
un margen de toxicidad muy alejado de la dosis eficaz y con una gran selectividad por los

transportadores de recaptura de serotonina (SERT) (Feighner, 1999).



1.2 Neuroquimica de la depresion

Uno de los factores mas importantes causantes de la depresion es el estrés agudo o crénico, que
favorece la liberacion de NE y activa el eje HPA, en donde las neuronas del nicleo paraventricular
del hipotadlamo secretan CRF que estimula la sintesis de ACTH de la pituitaria anterior, lo cual
estimula la sintesis y la liberacion de glucocorticoides del cortex adrenal. En situaciones normales
los glucocorticoides aumentan las funciones hipocampales y promueven ciertas funciones
cognitivas, bloquean la sintesis, la liberacion y la accion de mediadores intercelulares implicados en
la inflamacion (prostaglandinas, leucotrienos, histamina), las respuestas inmunes (linfoquinas), la
reabsorcion de agua (vasopresina), modula respuestas del sistema nervioso central al estrés y regula
la expresion del receptor de serotonina 5SHT1A en regiones corticales (De Kloet et al., 1988). Sin
embargo, cuando el estimulo estresante se prolonga lo suficiente, se observa hipercortisolemia y
alteraciones neuroquimicas en el eje HPA (Lucassen et al., 2001) que ha sido asociado con atrofia,
pérdida neuronal y gliosis (Uno et al., 1989) en el circuito fronto-limbico, principalmente en el HYP
y la CPF (Savitz y Drevets, 2009), implicados en el aprendizaje, memoria, atencion y control de
impulsos; lo que sugiere que estas regiones cerebrales pueden mediar aspectos cognitivos de la
depresion como trastornos de memoria, desesperanza, culpa, fatalidad y suicidio (Figura 1 azul)
(Nestler et al., 2002). Asi mismo, el CPF presenta densas conexiones reciprocas con el NAC vy la
AMY las cuales estan involucrados en la memoria emocional y condicionamiento al miedo, dando
como resultado la mediacion de la anhedonia y la reduccion de la motivacion (Figura 1 rojo) (Price
et al., 1996; Davidson et al., 1999). El estrés agudo o cronico también es capaz de reducir
significativamente la expresion génica de factores de crecimiento conocidos como neurotrofinas, los
cuales estan involucrados en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central y periférico,
atrofiando dendritas y espinas en el CPF, ademas de disminuir la neurogénesis y producir gliosis en
las areas del GD, el CAly el CA3 del HYP (Banasr et al., 2007). Estos hallazgos apoyan la nocion
de que la depresidon se puede ver como un trastorno neurodegenerativo leve, pero con la posibilidad
de que los decrementos neuronales y gliales se puedan revertir mediante el tratamiento

farmacoldgico o el alivio del estrés (Duman y Voleti, 2012).



Figura 1. Esquema simplificado de una serie los circuitos neuronales en el cerebro de raton que se cree
contribuyen a la regulacién del estado de &nimo: serotoninérgico (azul), noradrenérgico (verde),
dopaminérgico (rojo) y glutaminérgico (morado). Si bien la mayoria de las investigaciones en el campo de
la depresion se han centrado en el hipocampo y CPF, otras estructuras subcorticales implicadas en la

recompensa, el miedo y la motivacion también estan involucradas como el NAC, AVT, AMY, LC y los NR.

Las aferencias dopaminérgicas originadas desde el AVT hacia el NAC han sido identificadas como
los ndcleos anatdmicos mas importantes de recompensa, en la comida, el sexo y las interacciones
sociales (Wise, 1998), se ha reportado que el estrés activa neuronas dopaminérgicas del AVT
estimulando la transcripcion de CREB, alterando asi la respuesta emocional (Conti et al., 2002). Del
mismo modo la AMY que es fundamental para las asociaciones aprendidas entre emociones

negativas, también cumple la funcion de recompensar estimulos (Davis y Whalen, 2001).

La via glutamatérgica se asocia con la depresion de forma indirecta, dado el papel que juega el
glutamato en la inflamacién (Parsons et al., 1998) (Lewerenz et al., 2013). En este sistema los
receptores NMDA tienen efectos opuestos en la funcion CREB cuando son sobreactivados, lo que
lleva a una disminucion de la expresion de factores neurotréficos incluido el BDNF (Hardingham et
al., 2002). Los axones glutamatérgicos largos inervan varias areas subcorticales del cerebro que
estan potencialmente involucradas en la sintomatologia depresiva, el NAC es relacionado con la
anhedonia, el complejo amigdaloide es involucrado con el miedo y la ansiedad, el HYP con el estado
de animo y el deterioro de la memoria, el CPF involucrado en los trastornos cognitivos vy el eje

HPA regulador del apetito, el suefio, y el deseo sexual (Groenewegen y Uylings, 2000), donde se
3



ha especulado que el exceso de la neurotransmision glutamatérgica a través de la exposicion al

estrés produce retraccion dendritica y pérdida de espinas (Gorman y Docherty, 2010).

El receptor 5-HT1A es uno de los receptores de serotonina mas abundantes en el cerebro y esta
involucrado en el mecanismo de accion de los farmacos antidepresivos. Se encuentra acoplado a la
proteina G y es el principal efector en la activacion de los canales de K™, hiperpolarizando la
membrana neuronal y reduciendo la velocidad de activacion de las neuronas serotoninérgicas y
piramidales en la corteza y el hipocampo (Sprouse y Aghajanian, 1987). Las neuronas
serotoninérgicas se originan en los NR, el puente troncoencefélico de Varolio y la médula cervical
superior, donde proyectan aferencias ascendentes y descendentes. Las proyecciones ascendentes se
dirigen al cerebro anterior, al hipocampo, al sistema limbico, a los ganglios basales y al hipotalamo
(Bang et al.,, 2012), son moduladas principalmente por neuronas glutamatérgicas del CPF,
adrenérgicas de los nucleos pontinos e interneuronas inhibitorias GABAeérgicas locales (Adell et al.,
2002). Los receptores serotoninérgicos mas vinculados con los efectos

antidepresivos son los receptores 5-HT1A y 5-HT2A.

El receptor 5-HT1A se encuentra altamente expresado en la corteza infralimbica, el hipocampo
(especificamente en la region CA1l), la corteza cingulada y los nucleos de rafe; esta involucrado en
multiples cascadas moleculares, que incluyen: regulacion de la actividad de la fosfolipasa-C,
inhibicién de la acumulacion de AMPc y reduccion de las corrientes de calcio (Claustre et al., 1991,
Raymond et al., 2001).

El efecto de la estimulacion del receptor 5-HT1A por el neurotransmisor 5HT (Figura 2) difiere
entre los subtipos de receptores presinapticos (autorreceptores) y postsinapticos (heterorreceptores),
estudios han demostrado que los autorreceptores de 5-HT1A en el rafe no afectan los niveles de
AMPc, mientras que los receptores 5-HT1A postsinapticos inducen una mayor actividad de la AC
(Billard et al., 2014). Esencialmente, los autorreceptores 5-HT1A actlan como un mecanismo de
regulacion negativo en el cual los aumentos rapidos de serotonina se pueden reducir y volver a
equilibrar, atenuando el aumento de 5-HT extracelular producido por el bloqueo de recaptacion
(Artigas et al., 1996). Finalmente, el tratamiento con ISRS a largo plazo induce la desensibilizacion
del autorreceptor 5-HT1A en el nucleo de rafe del mesencéfalo pero no de los hetero-receptores
postsinapticos encontrados en el hipocampo lo que resulta en una recuperacion de la activacion de
las células 5-HT y en un aumento de 5-HT extracelular mayor después de la administracion Unica
del farmaco ISRS (de Montigny y Blier, 1984; Bel y Artigas, 1993; Pifieyro y Blier, 1999).
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Figura 2. Representacién esquematizada de los receptores serotoninérgicos asociados a la modulacién del
estado de animo. Mientras que la activacién de los receptores 5-HT1A inhiben la actividad piramidal, los
receptores 5SHT2A la aumentan, activando a la PLC (Amargds-Bosch et al., 2004). Ademas, otros receptores
también se han relacionado con la regulacion del estado de animo y la depresion, incluidos receptores 5-
HT2C (Millan, 2005), 5-HT3 (Barnes et al., 1990; Gupta et al., 2014), 5-HT4 (Mendez-David et al., 2014;
Vidal et al., 2014), 5-HT6 (Wesolowska, 2010; Scheggi et al, 2011), dopaminérgicos (D1,
D2) y adrenoceptores (Richardson-Jones et al., 2010).

El receptor 5SHT2A se localiza principalmente en las neuronas piramidales y en las interneuronas
GABAérgicas que controlan la actividad de las neuronas piramidales (Willins et al., 1997). La
estimulacion del receptor 5-HT2A conduce a la produccién de al menos tres sefiales bioquimicas
distintas, IP3/DAG, AA, 2-AG, donde la activacion de estas vias varia dependiendo del ligando
utilizado (Kurrasch-Orbaugh et al., 2003). La activacion del receptor 5-HT2A por la 5HT activa a

la PLC a través de la proteina Gq y conduce a una acumulacion de IP3, DAG vy la activacién de



PKC, el aumento en el IP3 citoplasmico provoca la liberacion de calcio de las reservas de reticulos
endoplasmicos intracelulares (Hoyer et al., 1994), ademas de modular otras vias, incluyendo PLA2,
PLD, ERK1/2, éxido nitrico, CaM, CREB, Akt, Fos, TGF-B, EGFR y JAK/STATs (Turnery
Raymond, 2005; G6oz et al., 2006)

1.3 BDNF y su funcion como neuromodulador sinaptico

Los factores neurotréficos son una familia de proteinas que favorecen el crecimiento, desarrollo de
las neuronas inmaduras e inducen la supervivencia y las funciones de las neuronas adultas (Lindsay
et al., 1994). Las neurotrofinas tienen funciones autocrinas y paracrinas, entran en el sistema de
transporte retroaxonal rapido hasta llegar al nicleo, donde promueven fendmenos de expresion
génica.

La disfuncionalidad en la expresion neurotrofica de BDNF, NT-3 y sus receptores, TrkB y TrkC se
han relacionado con trastornos del estado de animo, siendo las principales regiones afectadas la
CPF, el HYP, el NAC y la AMY. Se ha demostrado que el BDNF promueve la supervivencia y
diferenciacion de las neuronas serotoninérgicas 5-HT y que la administracion de farmacos ISRS
mejora la expresion del gen BDNF, existiendo sinergismo entre los dos sistemas en los
comportamientos afectivos, la epitasis genética entre BDNF y los genes transportadores de
serotonina (Nibuya et al., 1995; Martinowich y Lu, 2008) .

La accidn neurotréfica involucra tres vias principales (Figura 3): (azul) MAP quinasas ERK-1/2,
(verde) PI-3K/Akt y (rojo) PLCy (Reichardt, 2006; Hertz et al., 2015). Las cuales son importantes
mediadores de la liberacion de glutamato y la afluencia de Ca?* (Lindvall et al., 1994; Davidson et
al., 1999; Nestler et al., 2002).
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Figura 3. Las vias involucradas en la mediacion del estado de animo dependientes de la fosforilacion de

TrxB, (se incluye el sitio de actividad del fragmento He-TeTx (amarillo) unido al receptor TrkB supliendo a
su ligando natural BDNF); (azul) ERK-1/2, (verde) P1-3K/Akt y (rojo) PLC.

La activacion de Ras/MAPK se lleva a cabo mediante la union de la proteina adaptadora Shc al
complejo Grb-SOS para la activacion de Ras, la cual estimula la activacién de ERK1/2, MEKK2 y
MEKKS. A su vez Rsk y MEKK2 fosforilan factores de transcripcion como CREB, el cual da como
resultado un aumento de la neurogénesis de células granulares del giro dentado y un aumento de las

ramificaciones y la longitud dendritica (Huang yd Reichardt, 2003; Fujioka et al., 2004).

Akt activa a mTOR C1 que produce un aumento de la sintesis proteica y la supervivencia celular
mediante la fosforilacion de Rsk y 4E-BP1 (Patapoutian y Reichardt, 2001), ademaés controla la
actividad de varias proteinas relacionadas con la via de las caspasas como Bad, ésta al ser fosforilada
se une a la proteina 14-3-3, impidiendo asi la sefial pro-apoptotica, Akt también regula la actividad
de FKHR el cual también se une a la proteina 14-3-3 que la secuestra del citoplasma, Akt también
es capaz de fosforilar e inactivar a SK3B impidiendo sus efectos pro-apoptéticos (Hetman y Xia,
2000; Brunet et al., 2001).



La cascada PLCy modula la transmision sinaptica y la potenciacion a largo plazo, mediante la
hidrolisis de PIP, para generar IP3, el cual promueve la liberacion de calcio y DAG que estimula

algunas formas de PKC activando con ello a la enzima CaMK (Skaper, 2008).

Sin embargo, aunque BDNF ejerce efectos similares a los antidepresivos en el hipocampo, sus
acciones pueden ser diferentes o incluso opuestas en diferentes regiones del cerebro involucrados
en la mediacion del procesamiento emocional como es el caso del AVT y NAC (Ongur y Price,
2000).

1.4 Moléculas con potencial efecto antidepresivo

El estudio de los efectos terapéuticos y adversos de los metabolitos activos de muchos antidepresivos
es una parte importante para comprender sus mecanismos de accion, los cuales, a excepcion del litio,
sufren un metabolismo hepatico extenso. Si bien, la mayoria de los ISRS, exceptuando fluvoxamina,
paroxetina y viloxazina que parecen no formar metabolitos activos, la mayoria de los metabolitos
de los ISRS comparten las mismas acciones bioquimicas primarias que sus compuestos originales y
pueden contribuir a su eficacia terapéutica, mientras que otros pueden aumentar la carga de efectos
adversos o inhibir la actividad del farmaco primario. Las propiedades cinéticas de los metabolitos
secundarios comunmente presentan una vida media mas prolongada (Caccia y Garattini, 1990;
Rudorfer y Potter, 1997), ademés que se ha documentado la disminucion en la biotransformacion
hepatica al aumentar el tamafio de la dosis Unica o repetida (cinética no lineal) para farmacos como
la imipramina, desipramina, fluoxetina, doxepina y paroxetina, debido a la actividad de éstos y de

sus metabolitos sobre el complejo enziméatico CYP 450 (citocromo P450).

La paroxetina (PX) es una fenilpiperidina transisomérica que en comparacion con otros ISRS es de
2 a 23 veces mas potente, sufre un metabolismo de primer paso parcialmente saturado que reduce la
biodisponibilidad de un 30-60%, inhibe especificamente la actividad del CYP 2D6 y del CYP 3A4
alterando con esto las concentraciones del farmaco y los metabolitos en sangre de manera
desproporcionada en respuesta al aumento de la dosis (Nemeroff et al., 1996). Sin embargo, unas de
las grandes ventajas que presenta la PX sobre otros fArmacos es su alta selectividad y su vida media

de 24 horas que permite una administracion diaria (DeVane, 1992).

La modificacién de los grupos funcionales de un farmaco mediante la sustitucién de un hidrégeno

por un sustituyente alquilo, halégeno, hidroxilo, nitro, ciano, alcoxi, aino o carboxilo es una técnica
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utilizada en el disefio racional de fa&rmacos y es capaz de modificar de forma importante la potencia,
vida media y el efecto del farmaco. El analisis de un farmaco disefiado racionalmente se lleva a cabo
mediante una técnica computarizada de docking en que se compara la estructura del ligando con la
del receptor, en ausencia de estructuras 3D de alta resolucion para SERT (Orus et al., 2002), es
posible construir un modelo 3D para un receptor utilizando datos cristalograficos o de RMN de
proteinas relacionadas genética y funcionalmente. El desarrollo de un farmacéforo basado en
ligando 0 QSAR ha sido una alternativa viable para obtener informacidn estructural sobre el bolsillo
de unién (Kharkar et al., 2008), de esta forma es posible generar patrones de interaccion proteina-
ligando y desarrollar un analogo del ISRS Px. Una limitacion de los enfoques basados en el ligando
es que la alineacion flexible que usa diferentes estructuras es menos confiable; el conocimiento de
la conformacion de SERT mejoraria significativamente la precision de la alineacion (B-Rao et al.,
2009).

El analogo hidroxilado de la paroxetina, el (3S,4S)-3-hidroxiparoxetina (3-OHPXx), (Figura 4) es un
estereoisdbmero hidroxilado en el carbono 3 de su anillo piridinico sintetizado en la Facultad de
Ciencias Quimicas de la BUAP bajo la direccion del Dr. Fernando Sartillo Piscil, dicho compuesto
se ha propuesto podria presentar un aumento en su biodisponibilidad o incluso un aumento en la

eficacia farmacoldgica frente a la Px.



F

N
H

(35.45)-3-Hidroxiparoxetina

Figura 4. Modelaje de la estructura moléculas de la (3R,4R)-Paroxetina (arriba) y su analogo (3S,4S)-3-
Hidroxiparoxetina (abajo) se puede observar como el anillo fluorobenceno flanquea al sustituyente hidroxilo
del analogo (Rudorfer y Potter, 1997).

1.5 El fragmento carboxilo terminal de la cadena pesada de la toxina tetanica

La toxina tetanica es una neurotoxina producida por la bacteria Clostridium tetani causante de la
enfermedad del tétanos, la cual causa una paralisis espastica debido a que bloquea la
neurotransmision inhibitoria en musculo, siendo capaz de actuar a dosis inferiores a 1 ng/kg en raton
(Gill, 1982). La toxina esta dividida en tres dominios funcionales (Figura 5) de ~50 kDa cada uno
y corresponden al dominio catalitico (1-437), el dominio de translocacion (448-872) y el dominio
de union (873-1295). El fragmento carboxilo terminal de la cadena pesada de la toxina tetanica (Hc-
TeTx) formado por los residuos 865 al 1315 (azul) (Emsley et al., 2000) es el responsable de su
especificidad, mediante su interaccion con polisialoganglésidos de la membrana plasmatica. El
subdominio Hen (residuos 865-1110) esta formado por 4 hélices-o y 16 laminas-p en un motivo de
jelly-roll que podria actuar como un fragmento rigido espaciador, mientras que el subdominio Hcc
(residuos 1111-1315) presenta una estructura de B-trébol con dos sitios de union R1226 y W1289
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los cuales son responsables de la unidn especifica a las membranas neuronales y su internalizacion
(Lacy y Stevens, 1999).

B-trefoil

jelly-roll

He 0.

Figura 5. Cristalografia de la toxina tetanica (TeTx) (izquierda) compuesta por los dominios LC (rojo), HN
(verde) y HC (azul). El fragmento HC se divide en los subdominios (derecha) Hcn donde se encuentra el
motivo jelly-roll y Hec perteneciente al motivo p-Trébol donde se encuentran sus sitios de union, extraido y
modificado de (Fotinou et al., 2001; Brunger y Rummel, 2009).

La internalizacion del fragmento Hc-TeTx (Figura 6) comparte la misma ruta de transporte
endocitica que las neurotrofinas, se une especificamente con areas no mielinizadas de las terminales
nerviosas colinérgicas conocidas como balsas lipidicas, microdominios enriquecidos con
esfingolipidos, colesterol y proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Herreros et al.,
2001), el fragmento Hc-TeTx interactla con polisialoganglosidos de las series GD1b, GT1b y
GQ1b, siendo la asociacién con GT1b la mas fuerte y especifica (Calvo et al., 2012). Es a través de
un mecanismo especializado dependiente de clatrinas que las vesiculas son escindidas por la accion
de la dinamina y transportadas retroaxonalmente hasta llegar al soma de las a-motoneuronas para
realizan un salto transinaptico a las interneuronas inhibitorias (GABAérgicas y glicinérgicas) de la
médula espinal (Saheki y De Camilli, 2012). La velocidad de transporte del fragmento Hc-TeTx esta
calculada entre 1-5 um/s, correspondiente al transporte axonal rapido (Lalli y Schiavo, 2002). Al

Ilegar al sistema nervioso, el fragmento Hc-TeTx es capaz de activar al receptor TrkB y su cascada
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de sefializacion ERK-1/2, P1-3K/Akt y PLC de manera dependiente a la dosis (Gil et al., 2003),

ademas de inhibir la recaptura de serotonina mediante la fosforilacion del transportador SERT

mediada por PKC (Aguilera et al., 1990; Gil et al., 1998).

Salto
transinaptico

Interneuronal
inhibitoria

Motoneurona

k He-TeTx

Figura 6. Mecanismo de transporte
retrogrado axonal del fragmento Hc-TeTx.
El fragmento Hc-TeTx se une con &reas no
mielinizadas  conocidas como  balsas
lipidicas, (Herreros et al., 2001), realiza un
viaje retro axonal hasta llegar al soma de la
motoneurona, donde realiza un salto
transindptico  hacia la interneurona
inhibitoria de la medula espinal (Saheki y De
Camilli, 2012).

1.6 Uso de la rotenona como neurotoxico para inducir depresion en raton

La rotenona es un isoflavonoide neurotoxico de origen natural que se produce en las hojas, raices y

rizomas de las leguminosas tropicales de los géneros Derris, Lonchocarpus y Tephrosia; es un

neurotdxico muy hidréfobo que atraviesa las membranas bioldgicas y sirve como un inhibidor no

competitivo de alta afinidad del complejo I mitocondrial, produciendo estrés nitrosativo por el
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aumento de los niveles de NO y MDA (Bashkatova et al., 2004), apoptosis neuronal, activacion de
astrocitos y células microgliales (Norazit et al., 2010), excitotoxicidad del glutamato (Johnson et al.,

2008), agregacion de la a-sinucleina y poliubiquitina (Cannon et al., 2009; Xiong et al., 2009).

La inhibicion del complejo 1 mitocondrial inducido por rotenona (Figura 7) produce un desequilibrio
entre la produccién de ERO como el perdxido de hidrogeno (H205), ion superdxido (O2") y el grupo
hidroxilo (OH), y la habilidad celular de defenderse frente a ellos, produciendo estrés oxidativo
(LeDoux et al., 2007). El cerebro es particularmente vulnerable al dafio oxidativo por su elevado
consumo de oxigeno, altos niveles de acidos grasos poliinsaturados, niveles relativamente altos de

iones de metales de transicion rédox y bajos niveles de antioxidantes (Robb y Connor, 2002).

Citocinas
pro-inflamatorias

)\, o-sinucleina IL-11b

IL-6
Fas
Caspasa 2 iINOS
NO pp—
Caspasa 8 ICAM P o
g NIkB
0 Factores de
\( transcripcion
Nrf2/ARE
AP-1
—>Cytc fos
—7 ‘L —> jun
® / myc
@) Bax ) erg-1
9 SAPK
Bak
® - ~_ NFxB
Rotenona caspasa 9 O
Apaf-1
caspasa 3,6,7

Bad Bax/Bcl-2

Figura 7. Mecanismo de accion de la rotenona. El estrés oxidativo es capaz de desencadenar la
sobreexpresion de la NOS1 (6xido nitrico sintasa 1) neuronal, activando distintas vias de muerte celular
como caspasa-2, que inducen la activacién de efectores apoptéticos posteriores tales como Bid, Bax, caspasa
9y caspasa 3 e inducir la liberacién de citocromo-c mitocondrial (Tiwari et al., 2011), asi como aumentar
la expresion de numerosos factores de transcripcion incluidos Nrf2/ARE, AP-1, fos, jun, myc, erg-1, SAPK y
el factor nuclear kB (NFxB) (Calabrese et al., 2004; Escartin y Bonvento, 2008; Johnson et al., 2008;
Pistollato et al., 2017).
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La muerte neuronal dopaminérgica inducida por rotenona podria depender del proceso inflamatorio
asociado con la activacion microglial (Ogawa et al., 2005) ya que la estimulacion de citoquinas
proinflamatorias como la IL-1lb, IL-6, Fas, iINOS e ICAM estan implicadas en la activacion de
NF-kB la que a su vez contribuye a la degeneracion neuronal (Davis y Syapin, 2004) induciendo
astrogliosis y alteraciones en la expresion de y-tubulina, STAT3, conexina 43 y una desorganizacion
del centrosoma con agregados de a-sinucleina (Diaz-Corrales et al., 2005). Finalmente, la rotenona
potencia la excitotoxicidad del glutamato al unirse a los receptores NMDA e inhibiendo la capacidad
de Mg?* para bloquear los canales NMDA e impidiendo la repolarizacion de la membrana (Wu y
Johnson, 2009), induciendo la pérdida del potencial de membrana, la apertura de los poros de

transicion de permeabilidad y la liberacién de moléculas proapoptéticas (Cherian et al., 2000)

1.7 Modelos en animales de laboratorio para evaluar depresion

Un problema en el estudio de nuevos farmacos antidepresivos es la falta de modelos animales
fiables, ya que el modelo debe presentar caracteristicas semejantes a las observadas en humanos,
ademas de ser sensibles al tratamiento con antidepresivos. Si bien el sindrome psiquiatrico completo
de la depresion no se puede generar en modelos animales, ya que sintomas como la culpa, el suicidio
y el estado patolégico de tristeza son caracteristicas puramente humanas, mientras otras
caracteristicas conductuales como el retraso psicomotor, hiperactividad, anhedonia y trastornos del
suefio (Nesse, 2000; Watson y Andrews, 2002), aspectos relacionados con la ansiedad y el estres,
que tienen una funcion adaptativa para protegerse frente alguna posible amenaza, se han replicado
en animales de laboratorio (Sloman, 2008). De este modo, algunos modelos animales de depresion
pretenden analizar cuantitativamente alguna forma de derrota o0 desesperanza inducida
experimentalmente, pero este aspecto del comportamiento en los mamiferos es adaptativo y no
patoldgico. EI comportamiento de la desesperanza es entendido como si fuera depresién inducida,
debido a la reduccidn de la exploracion, inmovilidad, hipertermia por estrés y miedo (Krishnany
Nestler, 2011). Existen varios enfoques metodoldgicos para la construccion de modelos animales de
los trastornos neuropsiquiatricos, como son: (a) Genéticos, alterando la expresion o funcién
especifica de proteinas, vias bioguimicas o circuitos neuronales mediante mutaciones o deleciones

de secuencias de ADN; (b) Farmacologicos, por la administracion de agonistas o antagonistas de la
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neurotransmision; (c) Ambiental, por la exposicion a eventos estresantes; (d) Por estimulacion

eléctrica o mediante lesiones realizadas en regiones especificas del cerebro (Nestler y Hyman, 2010).

La prueba de CA es una de las més utilizadas para medir el comportamiento en modelos animales,
es una prueba rapida y facil que proporciona una variedad de informacion sobre el comportamiento,
desde la capacidad ambulatoria general hasta datos relacionados con las emociones (Walsh y
Cummins, 1976). Los roedores, muestran aversion a entornos grandes, bien iluminados, abiertos y
desconocidos. Podemos suponer que han sido condicionados filogenéticamente a través de un
proceso evolutivo para ver este tipo de entornos como peligrosos (Denenberg, 1969; Choleris et al.,
2001). La prueba de CA también ha sido propuesta como predictora de la susceptibilidad a pruebas
que evalltan la impotencia como son NF y SC, dada la relacién sintomatica de la ansiedad y la
inmovilidad con la depresion (Padilla et al., 2010). Estudios realizados con ISRS en raton han
mostrado una reduccion de la disfuncion motora y un aumento de la conducta exploratoria inducida

con glucocorticoides (David et al., 2009) y por estrés ambiental (Wu et al., 2019).

La prueba de NF fue introducida originalmente por Porsolt, (Porsolt et al., 1977a) en roedores para
la deteccion de conductas depresivas. En esta prueba, la inmovilidad es considerada una medida de
desesperanza y si el tratamiento con un farmaco reduce el tiempo de inmovilidad, el farmaco podria
considerarse un "antidepresivo”. Sin embargo, la prueba también tiene algunos inconvenientes,
como su poca confiabilidad en la deteccion de los efectos de los ISRS, que es un grupo importante
de medicamentos antidepresivos (Can et al., 2012b). Este modelo se basa en la observacion de que
el raton al ser forzado a nadar colocandolo en un tanque con agua, cesara de moverse después de un
periodo de intensa actividad (Porsolt et al., 1977b), se ha observado que este comportamiento
facilmente identificable se debe a un estado de aprendizaje donde el ratbn comprende que es
imposible poder escapar. En el NF original de Porsolt para ratas, los animales eran sometidos a dos
exposiciones. La primera exposicion para inducir un nivel estable de inmovilidad, y la segunda
exposicion para cuantificar la inmovilidad después del tratamiento con farmaco o vehiculo, mientras
que por razones gque aun no son claras, los ratones muestran un nivel de inmovilidad suficientemente
estable desde la primera exposicion durante los Gltimos 4 minutos de una prueba de natacion de 6
minutos (Castagné et al., 2011). En 1985 fue disefiada la prueba de SC, un nuevo procedimiento
para estudiar antidepresivos basado en el modelo de Porsolt, en que el ratén es suspendido por su
cola de una saliente y es registrado el movimiento por un lapso de 6 min, los cuales seran divididos

en periodos de agitacion e inmovilidad, siendo que los farmacos antidepresivos disminuyen el
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tiempo de inmovilidad. Las principales ventajas de este procedimiento son su sencilla ejecucion, y

la sensibilidad a una amplia gama de medicamentos (Steru et al., 1985).

La anhedonia es la incapacidad de experimentar placer por las actividades gratificantes o agradables
y es uno de los sintomas centrales de la depresion en los seres humanos, en los animales de
laboratorio es posible medir la anhedonia mediante una prueba de preferencia a sacarosa (PS).
En esta prueba los roedores naturalmente consumen y beben avidamente alimentos dulces, sin
embargo, cuando se exponen a modelos de depresion provocados por estrés, en un paradigma de
eleccion de dos botellas, los roedores no muestran preferencia por beber agua endulzada. En la
prueba PS les son presentadas dos botellas, una con solucion endulzada y otra con agua sin endulzar,
al finalizar la prueba, es cuantificado el volumen del liquido restante y calculado en porcentaje la
preferencia de la solucion endulzada frente al agua sin endulzar y la ingesta total de liquidos (Zhang
et al., 2017). La proporcion entre la ingesta de la solucion endulzada con relacion a la ingesta total

se considera como una medida de preferencia de sabor.

El estrés fisico cronico leve, la prueba de nado forzado y el neurotdxico rotenona han sido
identificados como estresores capaces de inducir anhedonia (McDowell y Chesselet, 2012; Hu et
al., 2017), mientras que estudios realizados con ISRS en raton han mostrado una recuperacion
parcial de la preferencia por el agua endulzada desde la primera semana de tratamiento y una
recuperacion total en la tercera semana (Kubera et al., 2013). Hasta la fecha, se han informado
resultados inconsistentes y variables después del uso del PS por diferentes grupos, probablemente
debido al uso de diferentes protocolos, equipos y cepas de roedor (Strekalova et al., 2011; Liu et al.,
2018).
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11 Justificacion

Los trastornos depresivos representan un problema de salud publica a nivel mundial, genera altos
costos y hay incapacidad laboral en los afectados. Para tratar esta enfermedad se han desarrollado
diversas familias de antidepresivos, con el fin de mejorar la eficacia y reducir los efectos no
deseados de sus predecesores, un ejemplo son los ISRS de las primeras generaciones.
Actualmente gracias al disefio de medicamentos y a técnicas de modelado por computadora ha
sido posible desarrollar un analogo hidroxilado de la paroxetina denominado DDCHA-V4INV o
(3S,4S)-30Hpx, del cual se espera obtener algunas mejoras farmacocinéticas como su
biodisponibilidad, también aprovechando la posible actividad de los nuevos metabolitos
secundarios. Otra molécula con probable actividad como antidepresivo es el fragmento carboxilo
terminal de la cadena pesada de la toxina tetdnica (Hc-TeTx), el cual es capaz de producir un
efecto neuroprotector en distintos modelos neurotéxicos y mejorar los niveles sindpticos de

serotonina.

Uno de los principales obstaculos en la investigacién de nuevas moléculas con potencial
antidepresivo es la poca fiabilidad que presentan los modelos depresivos y conductuales frente
a nuevos farmacos, por lo cual es necesario validar la informacion obtenida con varias pruebas
y modelos. Recientemente ha sido utilizado el neurotoxico rotenona para inducir un estado
conductual con caracteristicas depresivas en modelos animales. Este modelo permite evaluar los

efectos de nuevas sustancias con posible efecto como antidepresivo.
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11 Hipdtesis
El analogo hidroxilado de la paroxetina, el clorhidrato (3S,4S)-3-hidroxiparoxetina (3-
OHPX) y el fragmento Hc-TeTx reducen la depresion inducida por la administracion de rotenona en

ratona.

3.1 Hipotesis nula
El analogo hidroxilado de la paroxetina, el clorhidrato (3S,4S)-3-hidroxiparoxetina (3-
OHPXx) y el fragmento Hc-TeTx no reducen la depresion inducida por la administracion de rotenona

en ratona.

IV Objetivo general
Comparar el efecto antidepresivo del analogo hidroxilado (3S,4S)-3-OHPx y del fragmento

Hc-TeTx sobre la depresion inducida por rotenona.

4.1 Obijetivos especificos

1. Establecer la conducta depresiva por rotenona en la prueba de nado forzado,
suspension de la cola y en actividad motora.

2. Determinar el efecto antidepresivo del 3-OHPx y del fragmento Hc-TeTx con la
administracion de 0.5 mg/kg de rotenona durante 21 dias.

3. Determinar el efecto antidepresivo del 3-OHPx y del fragmento Hc-TeTx con la

administracion de 1 mg/kg de rotenona durante 7 dias.
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V Diagrama de Trabajo

5.1 Establecer el modelo depresivo de rotenona a una dosis baja de 0.5mg/kg por 21 dias

Ratonas CD-1
30 g (n=20)

I
v v

Administracion de vehiculo Administracion de rotenona (0.5
(DMSO:PGE i.p.) por 21 dias mg/kg i.p.) por 21 dias

(n=10) (n=10)
I
v !} v v

Evaluacion de Evaluacion de Evaluacion de Evaluacion de

la conducta la conducta la conducta la conducta
depresiva por depresiva por depresiva por la motora en el
nado forzado suspension de preferencia a campo abierto

(n=10 por la cola sacarosa (n=20 por

grupo) (n=10 por (n=20 por grupo)
grupo) grupo)
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5.2 Establecer el modelo depresivo por rotenona a una dosis alta de 1mg/kg por 7 dias.

Ratonas CD-1
30 g (n=20)

v

v

Administraciéon de vehiculo
(DMSO:PGE i.p.) por 7 dias

Administracion de rotenona
(Img/kg i.p.) por 7 dias

(n=10) (n=10)
I
i v v
Evaluacion de Evaluacion de Evaluacion de
la conducta la conducta la conducta
depresiva por depresiva por la motora en el
nado forzado preferencia a campo abierto
(n=20 por sacarosa (n=20 (n=20 por
grupo) por grupo) grupo)
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5.2 Evaluar el efecto antidepresivo del 3-OHPx y el fragmento Hc-TeTx en el modelo de rotenona

a una dosis baja de 0.5mg/kg por 21 dias
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30 g (n=20)

'

v

I

)

Administracion
de vehiculo
(DMSO:PGE
i.p.) y salina
(n=6)

Administracién
de rotenona
(0.5mg/kg i.p.)
y salina por 21
dias (n=4)
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5.3 Evaluar el efecto antidepresivo del 3-OHPx y el fragmento Hc-TeTx en el modelo de rotenona

a una dosis alta de 1mg/kg por 7 dias.

Ratonas CD-1
30 g (n=20)

'

v

!

Administracién
de vehiculo
(DMSO:PGE
i.p.) y salina
(n=4)

Administracion
de rotenona
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VI Metodologia general
6.1 Animales

Usamos 80 ratonas de la cepa CD1 (30g) proporcionadas por el Bioterio “Claude Bernard” de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla fueron divididas en diferentes grupos para la
realizacion de tres experimentos. Los animales se mantuvieron en el vivario del laboratorio de
Neuroquimica, FCQ-BUAP a una temperatura de 22°C +2, una humedad relativa de 50% +5 y con
un ciclo de luz/oscuridad 12/ 12h, separados en cajas de acrilico en grupos de 5 ratonas, con libre
acceso de agua y alimento. EI manejo de los animales fue con base en las normas establecidas por

el comité ético y la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999.
6.2 Tratamientos

La rotenona (ABCAM) fue disuelta en una solucion oleosa de dimetilsulfoxido (DMSO)-
polietilenglicol (PEG) con una relacion de 1:1 con agitacion y oscuridad, se tomaron alicuotas de 1

mL y se almacend a -20°C hasta su utilizacion.

La paroxetina (Pax) y el analogo (3S,4S)-30Hparoxetina (3-OHPx) fueron donados por el Dr.
Fernando Sartillo Piscil del laboratorio de Sintesis Organica de la Facultad de Ciencias Quimicas,
BUAP como sal purificada y deshidratada hasta su utilizacion, posteriormente fueron disueltos en

SSl y conservados en refrigeracion.

El liofilizado del fragmento Hc-TeTx, el cual fue donado por el Dr. José Aguilera de la Universidad
Auténoma de Barcelona, fue disuelto en solucién salina isoténica (SSl), hasta obtener una

concentracion de 0.1 mg/ml y almacenado a -20°C hasta su utilizacion.
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6.3 Grupos experimentales

Cada grupo de ratonas fue aleatorizado y dividido en subgrupos: vehiculo (DMSO:PEG),

rotenona+vehiculo, rotenona+Px, rotenona+3-OHPXx, rotenona+Hc-TeTx.

Una vez alcanzado un peso promedio de 30g, las ratonas fueron administradas con SSI como
vehiculo acuoso, DMSO:PEG como vehiculo oleoso, rotenona, Pax, 3-OHPx, o el fragmento
HcTeTx (Tabla 1).

Tabla 1. Dosis administrada de rotenona y farmacos a los diferentes grupos

Rotenona Farmacos

Grupo 1 Rotenona 0.5 mg/kg i.p.
por 21 dias

Grupo 2 Rotenona 0.5 mg/kg i.p. Pax 0.5mg/kg, 3-OHPx
por 21 dias 0.5mg/kg, i.p. por 21 dias y Hc-

TeTx 60pg/kgim. aldialy 7

Grupo 3 Rotenona 1 mg/kg i.p.
por 7 dias

Grupo 4 Rotenona 1 mg/kg i.p. por 7 dias Pax 1 mg/kg, 3-OHPx 1mg/kg

i.p. por 7 diasy Hc-TeTx 60ug/kg

en una dosis Unica
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6.4 Pruebas conductuales

Las pruebas conductuales se realizaron 2 horas después de la Gltima administracion de los farmacos

de forma secuencial: campo abierto y nado forzado o suspension de la cola.

La prueba de anhedonia o preferencia a sacarosa (PS) tiene una duracién de 24 horas, transcurrido
este tiempo se procedié a mover a las ratonas al area donde se realizaron las pruebas conductuales

30 minutos después de su periodo de habituacion, se realizaron las pruebas.

En la prueba de PS fueron presentados por 24 horas 2 botellas, conteniendo 50/ml de agua o 50/ml
de una solucion de sacarosa al 2%, las botellas fueron intercambiadas a las 12 horas y retiradas a las
24 horas, el liquido restante fue recolectado y cuantificado para determinar la preferencia por la

solucion endulzada (Zhang et al., 2017).

ingesta de sacarosa + ingesta de agua

Preferencia a sacarosa = ,
ingesta de sacarosa

Para la prueba conductual de campo abierto (CA) se utilizé una caja de plastico acrilico negro. La
prueba de CA consiste en un area cerrada por sus lados de 55x60cm y una altura de 30cm, suficiente
para evitar que el raton escape, cada ratona debe ser introducida al cuarto de conducta 30 minutos
antes de comenzar la prueba para su habituacion, la ratona es tomada suavemente por la cola e
introducida en el centro del CA y videograbada por 6 minutos, registrando el desplazamiento (linea
continua) y el nimero de cruces a través del campo central (rojo) (Figura 8). Después de
transcurridos los 6 min la ratona es retirada tomandola por la cola y es devuelta a su caja, el campo
es limpiado con una solucidn alcohodlica al 70% para iniciar la prueba con el proximo sujeto
(Seibenhener y Wooten, 2015); (Khadrawy et al., 2017).
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Figura 8. Recorrido realizado por una ratona en la prueba de CA, se registré 1 desplazamiento (linea
continua) cada vez que el animal atraveso con las patas traseras un espacio de la cuadricula, también fue

registrado el nimero de cruces a través del campo central (rojo).

La prueba de nado forzado (NF) se realizé en un tanque cilindrico de acrilico transparente de
22x30cm llenado con 3 litros de agua a 25°C+1, segun la temperatura corporal del raton. Este
volumen evita que la ratona no toque la base del cilindro con la cola. Todo el procedimiento fue
videograbado; se cuantifico el tiempo de inmovilidad, tomando como inmovilidad el ligero
movimiento necesario para mantener el equilibrio, al terminar la evaluacion de cada uno de los
sujetos el tanque fue lavado y llenado nuevamente, evitando asi alguna reaccién hormonal (Can et
al., 2012b). En la prueba de SC, cada ratona fue suspendida por su cola con cinta adhesiva a una
saliente, en una posicion tal que no puedan escapar ni aferrarse a las superficies cercanas, fue
videograbada durante 6 min y se cuantifico el tiempo de inmovilidad, tomando como inmovilidad
los pequefios movimientos exploratorios que no indicaron un intento de escape (Can et al., 2012a).
La prueba de SC dej6 de ser utilizada y NF al mostrar mayor sensibilidad en el modelo de rotenona

fue utilizado en el resto de las pruebas.
6.5 Analisis de datos

Solo fueron cuantificados para el analisis los ultimos 5 minutos videograbados de las pruebas
conductuales, omitiendo el primer minuto. Para el andlisis estadistico entre los grupos Vehiculo,
Rotenona, Paroxetina, 3-OHPx y Hc-TeTx fue utilizada la prueba ANOVA para determinar si existe
diferencia entre las medias, en caso de ser rechazada la hipdtesis nula Ho se realizo la prueba post-

hoc de Tukey. Al comparar los grupos Vehiculo y Rotenona fue utilizada la prueba de t-student.
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V11l Resultados

7.1 Con el fin de evaluar si la rotenona es capaz de producir depresion en ratonas CD1, se
administré una dosis baja de 0.5mg/kg por 21 dias, y fueron evaluadas en las pruebas de PS, CA,
NF y SC. El parametro para evaluar en la prueba de PS es la preferencia por el agua endulzada, los
resultados muestran que la rotenona no causo anhedonia (Figura 9). EIl parametro para evaluar en la
prueba de CA es el nimero de cuadros visitados, en donde se muestra una disminucion (Figura 10).
El pardmetro para evaluar en las pruebas de NF y SC es el tiempo de inmovilidad, los resultados
muestran que la administracion de rotenona si es capaz de aumentar el tiempo de inmovilidad en el
grupo que realizd6 NF (Figura 11), pero no en el que realizd SC, donde no se muestran cambios
(Figura 12). Los resultados de estas pruebas permitieron determinar la sensibilidad de estas al
modelo depresivo con rotenona y se decidio utilizar la prueba de NF en las futuras evaluaciones,

descartando la prueba de SC.

80 1

60

40 A

a la sacarosa

20 A

% de preferencia

Vehiculo Rotenona

Figura 9. Anhedonia de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 0.5 mg/kg intraperitoneal de
rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 21 dias. Finalizado el tratamiento se evalu6 la preferencia
a sacarosa. El gréafico representa el promedio + ESM del porcentaje de agua endulzada consumida durante 24
horas. No se observan diferencias estadisticas entre los grupos al realizar una prueba t-student no pareada P
< 0.05.
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Figura 10. Conducta motora de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 0.5 mg/kg
intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 21 dias. Finalizado el tratamiento se
evalué la conducta motora en campo abierto. El grafico representa el promedio £ ESM. En A se observa una
diferencia estadistica entre los grupos *P < 0.05. En B no se observan diferencias significativas entre ambos

grupos. El analisis estadistico se realizé con una prueba t-student no pareada P < 0.05.
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Figura 11. Inmovilidad en nado forzado de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 0.5 mg/kg
intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 21 dias. Finalizado el tratamiento se
evaluo la conducta depresiva en la prueba de nado forzado. El gréfico representa el promedio del tiempo en
segundos £ ESM. Los resultados indican que el tratamiento con rotenona incrementd el tiempo de
inmovilidad respecto al vehiculo *P < 0.05. El andlisis estadistico se realizd con una prueba t-student no

pareada P < 0.05.
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Figura 12. Inmovilidad en suspension de la cola de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron
0.5 mg/kg intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 21 dias. Finalizado el
tratamiento se evalud la conducta depresiva en la prueba de suspension de la cola. El grafico representa el
promedio del tiempo en segundos + ESM. Los resultados indican que el tratamiento con rotenona no
modifico el tiempo de inmovilidad respecto al vehiculo. El analisis estadistico se realizé con una prueba t-

student no pareada P < 0.05.
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7.2 Con el fin de determinar el efecto de las moléculas con probable efecto antidepresivo en el
modelo de rotenona a baja dosis de 0.5mg/kg por 21 dias en ratonas CD1, fueron evaluadas en las
pruebas de PS, CA y NF. El pardmetro para evaluar en la prueba de PS es la preferencia por el agua
endulzada, los resultados muestran que no hay diferencia entre el grupo Vehiculo vs Rotenona, pero
muestran una disminucion tendencial en la preferencia por la sacarosa en los grupos que recibieron
alguno de los farmacos, con diferencia significativa en el grupo HcTeTx (Figura 13). El parametro
para evaluar en la prueba de CA es el numero de cuadros visitados, los resultados muestran que no
hay diferencia entre el grupo Vehiculo vs Rotenona, pero muestran una disminucion tendencial en
el nimero de cuadros visitados en los grupos que recibieron alguno de los farmacos, con diferencia
significativa en el grupo HcTeTx (Figura 14). El parametro para evaluar en las pruebas de NF es el
tiempo de inmovilidad, los resultados muestran un aumento en el tiempo de inmovilidad con una
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo Rotenona vs Vehiculo, con una recuperacion

parcial observada en los grupos que recibieron los farmacos Px y 30HPx (Figura 15).
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Figura 13. Preferencia a sacarosa de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 0.5 mg/kg
intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 21 dias. Ademas, los animales tuvieron
un tratamiento con vehiculo (salina), paroxetina (Px), el analogo 3-OHPX, y el Hc-TeTx. La grafica muestra
el promedio del porcentaje de preferencia a la sacarosa £ ESM. Los resultados indican que el tratamiento
con rotenona no modifico causa anhedonia. No obstante, el grupo que recibi6 el tratamiento con rotenona y
el fragmento Hc-TeTx presentd anhedonia respecto al grupo vehiculo *P <0.05. El andlisis estadistico se

realizé con una prueba ANOVA de una via y una prueba de multiples comparaciones de Tukey P < 0.05.

30



400 Vehiculo

Rotenona/Vehiculo
3501

Rotenona/Px

3001 Rotenona/3-OHPXx

iy Nip o

250 - Rotenona/Hc-TeTx

2001

1501

1009

NUmero de cuadros
visitados/6 min

50 A

4017

301

201

101

Cruces porcampo/6 min

Figura 14. Conducta motora de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 0.5 mg/kg
intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 21 dias. Ademas, los animales tuvieron
un tratamiento con vehiculo (salina), paroxetina (Px), el analogo 3-OHPX, y el Hc-TeTx. Finalizado el
tratamiento se evalu6 la conducta motora en campo abierto. El gréfico representa el promedio = ESM. En A
Se observa una disminucion significativa en el grupo que recibié el fragmento Hc-TeTx vs el grupo vehiculo
*P < 0.05. En B no se observan diferencias significativas entre los diferentes grupos experimentales. El
analisis estadistico se realiz6 con una prueba ANOVA de una via y una prueba de mdltiples comparaciones
de Tukey P < 0.05.
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Figura 15. Inmovilidad en nado forzado de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 0.5 mg/kg

intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 21 dias. Ademas, los animales tuvieron

un tratamiento con vehiculo (salina), paroxetina (Px), el analogo 3-OHPX, y el Hc-TeTx. Finalizado el

tratamiento se evalué la conducta depresiva en nado forzado. El grafico representa el promedio de tiempo de

inmovilidad + ESM. Los resultados indican que la rotenona incremento el tiempo de inmovilidad respecto al

grupo control *P < 0.05. Ademas, se encontré que los diferentes tratamientos no presentaron accion

antidepresiva a los 21 dias de tratamiento. El analisis estadistico se realizé con una prueba ANOVA de una

via y una prueba de multiples comparaciones de Tukey P < 0.05.
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7.3 Con el fin de evaluar si la rotenona es capaz de producir depresion en ratonas CD1, se
administré una dosis alta de 1mg/kg por 7 dias, y fueron evaluadas en las pruebas de CA y NF. El
parametro para evaluar en la prueba de CA es el nimero de cuadros visitados, en donde no se
muestran cambios (Figura 16). El pardmetro para evaluar en las pruebas de NF es el tiempo de
inmovilidad, los resultados muestran que la administracion de rotenona si es capaz de aumentar el

tiempo de inmovilidad de forma significativa, en la prueba de NF (Figura 17).
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Figura 16. Conducta motora de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 1mg/kg
intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 7 dias. Finalizado el tratamiento se evalud
la conducta motora en campo abierto. El grafico representa el promedio £ ESM. No se observa diferencia
estadistica en los grupos Ay B *P < 0.05. El analisis estadistico se realizd con una prueba t-student no pareada
P < 0.05.
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Figura 17. Inmovilidad en nado forzado de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 1mg/kg
intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 7 dias. Finalizado el tratamiento se evalud
la conducta depresiva en la prueba de nado forzado. El grafico representa el promedio del tiempo en segundos
+ ESM. Los resultados indican que el tratamiento con rotenona incremento el tiempo de inmovilidad respecto

al vehiculo *P < 0.05. El andlisis estadistico se realiz6 con una prueba t-student no pareada P < 0.05.
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7.4 Con el fin de determinar el efecto de las moléculas con probable efecto antidepresivo en el
modelo de rotenona a una dosis alta de 1mg/kg por 7 dias en ratonas CD1, fueron evaluadas en las
pruebas de PS, CA y NF. El parametro para evaluar en la prueba de PS es la preferencia por el agua
endulzada, los resultados muestran que no hay diferencia entre el grupo Vehiculo vs Rotenona, pero
muestran una aumento en la preferencia por la sacarosa en los grupos que recibieron alguno de los
farmacos (Px, 3, OHPx, Hc-TeTx) (Figura 18). El pardmetro para evaluar en la prueba de CA es el
numero de cuadros visitados, los resultados muestran que no hay diferencia entre el grupo Vehiculo
vs Rotenona, pero se muestra un aumento tendencial en el numero de cruces por el campo en los

grupos que recibieron los farmacos (Px, 3, OHPx, Hc-TeTx) (Figura 19).

El parametro para evaluar en las pruebas de NF es el tiempo de inmovilidad, los resultados muestran
un aumento en el tiempo de inmovilidad con una diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo Rotenona vs Vehiculo, con una recuperacién estadisticamente significativa observada en el

grupo que recibié Px (Figura 20).
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Figura 18. Preferencia a sacarosa de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 1 mg/kg
intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 7 dias. Ademas, los animales tuvieron un
tratamiento con vehiculo (salina), paroxetina (Px), el andlogo 3-OHPx, y el Hc-TeTx. Finalizado el
tratamiento se evalud la conducta de anhedonia. El gréfico representa el promedio del porcentaje de
preferencia a sacarosa + ESM. Los resultados indican que no existen diferencias significativas de los
diferentes grupos experimentales respecto al grupo vehiculo. El andlisis estadistico se realiz6 con una prueba

ANOVA de una via y una prueba de multiples comparaciones de Tukey. P < 0.05.
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Figura 19. Conducta motora de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 1mg/kg
intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 7 dias. Ademas, los animales tuvieron un
tratamiento con vehiculo (salina), paroxetina (Px), el andlogo 3-OHPx, y el Hc-TeTx. Finalizado el
tratamiento se evalu6 la conducta motora en campo abierto. El grafico A representa el promedio de cuadros
visitados y el grafico B el nimero de cruces + ESM. En ambas mediciones no se modificé la conducta motora
de los animales tratados con rotenona respecto a los que recibieron el vehiculo. Asimismo, los tratamientos
no modificaron la conducta motora. El anélisis estadistico se realiz6 con una prueba ANOVA de una viay

una prueba de multiples comparaciones de Tukey P < 0.05.
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Figura 20. Inmovilidad en nado forzado de ratonas tratadas con rotenona. Los animales recibieron 1 mg/kg

intraperitoneal de rotenona o el vehiculo (DMSO/PEG 1:1) durante 7 dias. Ademas, los animales tuvieron un

tratamiento con vehiculo (salina), paroxetina (Px), el andlogo 3-OHPx, y el Hc-TeTx. Finalizado el

tratamiento se evalué la conducta depresiva en nado forzado. El gréfico representa el promedio de tiempo de

inmovilidad + ESM. Los resultados indican que la rotenona incremento el tiempo de inmovilidad respecto al

grupo control ***P < 0.001, en contraste el grupo con rotenona y paroxetina presenté una menor inmovilidad

respecto al grupo rotenona &&P < 0.01. En el resto de los grupos tratados no se observaron cambios respecto

al grupo rotenona. El analisis estadistico se realiz6 con una prueba ANOVA de una via y una prueba de

multiples comparaciones de Tukey P < 0.05.
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V111 Discusién

Con la finalidad de establecer el modelo depresivo con la administracion de rotenona se evaluaron
diferentes conductas como la anhedonia, la conducta motora y la desesperanza por dos modelos, el

nado forzado y la suspensién de la cola.

El desinterés por los estimulos placenteros se ha observado en animales que se exponen a diferentes
agentes estresores de tal manera que en los modelos experimentales se asocia dicho patrén a la
anhedonia. Son diferentes los nlcleos y regiones cerebrales involucradas en la conducta de
anhedonia, entre ellos el nicleo accumbens, el area ventral tegmental, la amigdala, el hipocampo, la
habénula lateral, el estriado ventral y la corteza prefrontal, entre otros (Der-Avakiand y Markou,
2012). Se sabe que los animales con cuadros depresivos tienen una menor preferencia por el agua
azucarada y esta conducta permite evaluar dicho cuadro. Para inducir el efecto depresivo se empleo
rotenona en el ratén por 7 o 21 dias, obtuvimos que con 0.5 mg/kg por 21 dias no causé anhedonia,
con 1 mg/kg i.p. por 7 dias tampoco modifico la preferencia a sacarosa respecto a los animales que
recibieron el vehiculo. La rotenona produce neurotoxicidad a los ratones como se ha evaluado por
diferentes marcadores bioquimicos (la tirosina hidroxilasa, incremento de la alfa-sinucleina, o
incremento del estrés oxidativo), de acuerdo con lo observado no todos los estimulos estresantes
pueden generar modificaciones sobre la anhedonia, incluso se encontr6 diferencia entre la cepa
empleada. Es posible que para generar dicho cuadro se requieran administraciones a mas largo plazo
y/o empleando dosis mayores, lo cual representa una desventaja experimental ya que a mayor dosis
se incrementa la mortalidad por rotenona durante los experimentos como diversos trabajos han

reportado.

Por otro lado, algunos reportes sugieren que el tratamiento crénico de ISRS incrementan la
actividad estriatal (El Yacoubi, et al. 2011) y la preferencia a sacarosa en ratones (Ossewaarde, et
al. 2011). Sin embargo, los resultados indican que no existen modificaciones importantes en la
preferencia a sacarosa que pudieran discriminar los efectos de los farmacos antidepresivos frente los
efectos de la rotenona, ya que no habia cambios significativos entre los diferentes grupos
experimentales, aun asi, se observa un incremento tendencial en la preferencia por la sacarosa en las

ratonas administradas con los farmacos a una dosis de 1mg/kg por 7 dias Figura 18.

Por otra parte, los resultados sobre la conducta motora evaluada en los animales con la

administracion de 0.5 mg/kg de rotenona por 21 dias indican que existe una ligera reduccion de la
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actividad motora; sin embargo, esta conducta no siempre se replico en los diferentes experimentos
realizados empleando la misma dosis o una dosis mayor de rotenona (1 mg/kg i.p.) por 7 dias.
También se observd que los animales mantienen las conductas de acicalamiento, alimentacion
independiente, movilidad y exploracion. Todo ello indica que aun a pesar de que la rotenona se
administré por varios dias no se generd un cuadro relacionado con alta toxicidad, con las dosis de
0.5y 1mg/kg por 21y 7 dias, respectivamente. Es importante mencionar que la DL50 de rotenona
en el ratdn es de 2.8mg/kg (Gupta, 2012) y la existencia de reportes donde diferentes marcadores
bioguimicos se incrementan por la rotenona como las especies reactivas de oxigeno o la menor
actividad antioxidante, en el estrés oxidativo y la inhibicion mitocondrial desde 0.5 mg/kg en raton
(Rao et al., 2019). En otros estudios realizados en ratones existe variabilidad en dichos resultados,
ya que se ha descrito que los efectos de la rotenona son diferentes de acuerdo con la dosis y a la via
de administracion (Murakami 2015). Son bastantes los estudios que asocian la toxicidad de la
rotenona con el dafio del sistema dopaminérgico de la via nigroestriatal; el nucleo estriado y la
sustancia nigra pars compacta son nucleos altamente vulnerables (Betarbet et al. 2000; Cannon y
Greenamyre 2014), a pesar de ello no son los Unicos nucleos afectados. Otro factor importante que
permite explicar la falta de anhedonia en el grupo rotenona es que la falta de dopamina no es
determinante en la respuesta hacia la preferencia a sacarosa como ha descrito en sus experimentos
Cannon, y Palmiter, 2003. Asi que, si existiera una disminucion de la tirosina hidroxilasa posterior
a la administracion de rotenona y bajos niveles de dopamina, esos cambios no serian suficientes para

generar anhedonia.

Por otra parte, la evaluacién de los diferentes tratamientos antidepresivos mostrd que solo el
fragmento Hc-TeTx, un agente que se propone incrementa los niveles de 5-HT, disminuyé la
conducta motora de los animales. Este agente ha sido probado en diferentes modelos de toxicidad
como son el MPP*, la 6-OHDA, la metanfetamina, y en todos ellos muestra tener propiedades
antioxidantes y/o neuroprotectoras (Moreno-Galarza, 2018; Mendieta et al., 2012; Patricio et al.,
2019; Mendieta et al., 2016). Por supuesto, que también es posible que por su actividad de inhibir
el transportador de 5-HT (Aguilera et al., 1990), pueda generar un efecto de menor actividad motora.
En contraste ninguno de los tratamientos evaluados caus6 modificaciones sobre la conducta motora.
En resumen, observamos que la rotenona no afecta de forma importante las funciones motoras con
el régimen empleado, lo cual resultaba positivo para poder evaluar la conducta depresiva de los

animales en la prueba de nado forzado.
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Por otro lado, se determind del efecto depresivo en el modelo de NF, evaluando la inmovilidad ante
la desesperanza inducida por estar durante varios minutos en una situacion de estrés como es el nado
forzado o la suspension de la cola. En primer lugar, se propuso determinar que prueba era la mas
sensible y efectiva para evaluar a los animales, por ello se realiz6 un primer experimento donde
posterior al tratamiento con rotenona los animales se evaluaron en la prueba de nado forzado o en
la prueba de suspensién de la cola (Figura 11 y 12). Los resultados encontrados sugerian que la
prueba de nado forzado era la mas contundente para determinar la inmovilidad de los animales; no
obstante, aunque la prueba de suspension de la cola se emplea para el mismo propdsito los animales
en ocasiones se quedaban inmoviles sujetdndose de su propia cola y este hecho complicaba la
evaluacion especifica, esto aunado a que no se encontré diferencia entre el grupo vehiculo y el grupo
con rotenona. En el otro experimento de la evaluacion de la conducta depresiva en NF si se observo
un mayor tiempo de inmovilidad de los animales tratados con rotenona y encontramos una diferencia
significativa al compararlo con el grupo vehiculo (Figura 15). Esto permitio seleccionar la prueba
de nado forzado para la realizacion de los siguientes experimentos. Los resultados nuevamente
confirmaron que el tratamiento con 0.5 mg/kg de rotenona causa depresion, y que esta podria ser
modificada con los diferentes tratamientos con antidepresivos ya sea con Px o las nuevas propuestas
con el andlogo 3-OHPx o el fragmento Hc-TeTx, ambos con un alto potencial de mejorar los niveles
de 5-HT y generar un efecto farmacoldgico similar a la paroxetina. En cuanto al efecto antidepresivo
de los tratamientos se encontrd que 0.5 mg/kg de Px o 3-OHPx (Figura 15) no disminuyeron
significativamente el tiempo de inmovilidad en la prueba de NF aunque si se observa una
recuperacion tendencial y que la administracion de 60 pug/Kg del fragmento Hc-TeTx no causo
modificaciones en la respuesta de los animales cuando eran comparados con el grupo rotenona.
Estos resultados sugieren que es necesario realizar otras evaluaciones a dosis diferentes del agente
antidepresivo Px y su analogo 3-OHPx, dado que la Px es el control positivo de la accion de un

ISRS, y este tampoco causo cambios durante la prueba.

En el dltimo experimento realizado para evaluar la conducta depresiva se llevd a cabo con la
administracion de 1mg/kg de Px o 3-OHPx, asi como una sola aplicacion del fragmento Hc-TeTx,
es necesario comentar que el dicho péptido no presenta la clésica curva dosis respuesta de mayor
dosis-mayor respuesta, puesto que puede presentar efectos a dosis muy bajas como previamente se
ha probado (Mendieta et al., 2012; Mendieta et al., 2016) y que sus efectos antidepresivos pueden

ser duraderos aun con una sola inyeccion intramuscular de 60 pg/kg en el roedor (Getachew et al.,
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2019). Los resultados encontrados no apuntaron a una mejoria por el 3-OHPx o el fragmento Hc-
TeTx frente al efecto depresivo que induce la rotenona. En contraste la Px si disminuy6
significativamente la respuesta de inmovilidad durante la prueba (Figura 20). Esto también se asocia
a que, aungue sin cambios significativos, la Px a una dosis de 1 mg/kg tiende a incrementar la
preferencia a sacarosa. Estos resultados permiten sugerir que es necesario realizar una evaluacion a
mayor detalle sobre el rango de dosis que pudieran resultar efectivas sobre la conducta depresiva,

ademas de considerar otras evaluaciones a mayor tiempo de administracién de la rotenona.
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IX Conclusiones

1. Laadministracion intraperitoneal de rotenona a 0.5y 1 mg/kg a ratonas produce la conducta
depresiva en el modelo de nado forzado, sin cambios en la preferencia a sacarosa, la conducta
motora y la inmovilidad en el modelo de suspension de la cola.

2. La administracién de la Px, el 3-OHPx y el fragmento Hc-TeTx no induce efectos
antidepresivos en el modelo de toxicidad con rotenona posterior a 21 dias.

3. Laadministracion de la Px reduce la conducta depresiva inducida por rotenona, sin embargo
no se produce el mismo efecto con la administracion de su analogo el 3-OHPx o con el

fragmento Hc-TeTx posterior a 7 dias.
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