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RESUMEN
El Trastorno de Depresion Mayor (TDM) es un desorden mental frecuente que se presenta

en la poblacién mundial sin importar edad, sexo, raza o clase social; datos de la OMS
revelan que alrededor de 350 millones de personas padecen depresion, realmente es

preocupante debido a que es un factor predisponente para cometer suicidio.

Existen agentes de riesgo que afectan la calidad de vida, entre ellas se encuentra el estrés
psicologico que conduce a la depresion y al complicarse se desarrolla muy posiblemente un
Desorden de Depresion Mayor (DDM), que se caracteriza por presentar uno 0 mas
episodios depresivos en el paciente [DSM-IV-TR, 2002]; la depresion mayor se presenta:
tristeza, pérdida de interés o placer, anhedonia, sentimientos de culpa, poca autoestima,
disturbios de suefio y apetito, poca energia, asi como pobre concentracion durante un

periodo de 2 semanas segun DSM-IV.

En los afios 60°s Copen determina la hipoteisis de las monoaminas sobre el DDM en este
trastorno afectivo las monoaminas presentan disminucion en su concentracién y por lo tanto
se observan cambios negativos en diferentes areas del cerebro sobre su actividad neuronal

viéndose afectado principalmente el comportamiento afectivo, la memoria y el aprendizaje.

Existen diferentes farmacos usados como antidepresivos entre ellos destacan los ISRS
(Inhibidores Selectivos de la recaptura de Serotonina) dentro de los que destaca fluoxetina
el cual tiene como objetivo incrementar principalmente a la serotonina en el espacio
intersindptico para mejorar su comunicacién neuronal, su efecto no es inmediato ya que se
necesita desde 3 semanas hasta 6-8 meses segun el caso para ver su efecto positivo; sin
embargo se ha descrito que personas que cursan con ésta enfermedad presentan efectos
secundarios adversos ademas del sindrome de discontinuacion, por lo que es importante

buscar nuevos tratamientos.

Una de las nuevas vertientes es el uso de antidepresivos que tienen una funcién dual como
el farmaco agomelatina que es antagonista de los receptores 5HT,c que a su vez un agonista
de los receptores melatoninérgicos, en estudios se ha observado el aumento de dopamina y
norepinefrina dentro de las primeras dos horas de administracion del farmaco, pero los

niveles de serotonina se mantienen [Bodiant et al., 2010]. Del farmaco existen pocos



estudios en referencia al modelo de depresion mayor, por lo que en este estudio se abordo
el efecto de la administracion de agomelatina en el modelo de depresion mayor realizado
mediante bulbectomia olfatoria en ratas comparado con el antidepresivo utilizado con

mayor frecuencia Fluoxetina (ISRS).

En éste trabajo observamos el efecto antidepresivo de los farmacos Agomelatina como
antagonista del receptor 5-HT,c y agonista de los receptores de melatonina y Fluoxetina
sobre el modelo de depresién Mayor que se ve reflejado en la mejora del comportamiento
en diferentes pruebas conductuales; ademas de observar un incremento parcial en la
concentracion de serotonina en Corteza prefrontal (CPF) después de 7 dias de
administracion para fluoxetina y 21 dias para agomelatina; en cuanto a la presencia de
dopamina se observé una marcada presencia en el dia 21 de administracién en ambos
farmacos, con esto se corrobora el efecto como antidepresivo tanto en fluoxetina como
Agomelatina ademas de elucidar parte del mecanismo de accién de Agomelatina donde se
comprueba la hipotesis del trabajo observando un aumento de serotonina en CPF por un
mecanismo indirecto debido al aumento del neurotransmisor de dopamina tras una
administracion prolongada del dicho farmaco ya que en estudios realizados por Bodiant en

el 2010 no se observan cambios en los niveles de serotonina tras una administracion inicial.
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INTRODUCCION

DEPRESION
La depresion es un desorden mental el cuél se ve reflejado en su estado de &nimo triste o

una falta de interés pronunciado en las actividades diarias o la capacidad de obtener placer
de estas actividades (conocido cientificamente como anhedonia). Los sintomas de la
depresion se clasifican en varias categorias que se agrupan basandose en sus similitudes
para su diagndstico es necesario diferenciar el tipo de depresién en 3 diferentes tipos
Desorden de Depresion Mayor (DDM), Trastorno Distimico el cual se sugiere que es de
tipo genético y el Trastorno Depresivo no especificado representados en la figura 1 [DSM-
IV-TR, 2002].

Episodio Unico

Desorden de
Depresién Mayor

Episodios
recurrentes

Caracteristicas

h atipicas
Desorden depresivo .
Trastorno Distimico
(Trastorno Depresivo Persistence DSM V)
Trastorno Depresivo Inicio temprano o
NE (no especificado) tardio

Figura 1. Clasificacion del Desorden de Depresion Mayor segin Manual Diagnostico y Estadistico de Tastornos Mentales V.

Trastorno de Depresion Mayor
El Trastorno de Depresion Mayor (TDM) o Desorden de Depresién Mayor (DDM) es una

enfermedad que afecta al organismo principalmente al cerebro, se ve reflejado en el estado
de animo, en la manera de pensar y actuar, tanto que se ha documentado como causa
comun de suicidio [Hirschfeld and Robert, 2012]; ademas es un desorden mental frecuente
ya que afecta a la poblacién mundial, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
qgue 350 millones de personas de todas las edades sin importar etnia ni clase social padecen

depresion, la mayor incidencia se presenta en el sexo femenino [OMS, 2016].
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El episodio depresivo mayor es un trastorno mental grave que conduce a un deterioro
significativo del funcionamiento mental asociado a problemas de concentracion, ademas se
observa déficit en la memoria y aprendizaje [Castaneda et al., 2008]; para su diagnostico
clinico se deben presentar 5 0 mas sintomas que se califican en leves, moderados o severos,
en un periodo de al menos dos semanas en las que el individuo presenta anhedonia
(incapacidad para experimentar placer), disturbios de suefio y apetito, sentimientos de
infravaloracion, fatiga, ideas suicidas y sentimientos de culpa o inutilidad. El episodio
depresivo mayor se agrava produciendo el TDM; la caracteristica esencial de éste trastorno
es un curso clinico caracterizado por uno o mas episodios depresivos mayores Yy es
necesario que curse con uno de los dos sintomas que son tristeza y pérdida de interés o
placer [DSM-1V-TR, 2002].

Los desérdenes de ansiedad son alarmantes y frecuentemente se asocian con TDM o abuso
de sustancias psicotropicas [Pompili et al., 2013]. Uno de los factores de riesgo para
desarrollar depresion es el estrés oxidativo el cual al ser constante presenta dafio y
disfuncion neuronal [Xu et al., 2016]. El trastorno de depresion mayor se acompafia con
frecuencia de alteraciones conductuales, ritmos circadianos, temperatura, secrecion de
cortisol y liberacion de otras hormonas [Germain and Kupfer, 2008]. Al haber dafio
neuronal se observa una conectividad deficiente debido a la baja liberacion de

neurotransmisores [Bremner et al., 2001].

Neurotransmisores involucrados en la depresion
La teoria de las monoaminas fué promulgada por Copen en 1965 en el cual enfatiza en una

disminucion notable de la concentracion de serotonina como la causa primordial del
trastorno depresivo, sin embargo también se ven afectados los niveles de dopamina y
noradrenalina; los cambios en el circuito serotoninérgico que regulan emociones en los

individuos desencadenan en un DDM.

Existe evidencia sobre niveles anormales de neurotransmisores monoaminérgicos como
serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), catecolaminas (dopamina y norepinefrina), que
actuan en las neuronas del sistema nervioso central y son de gran importancia en la

fisiopatologia depresiva [Baldwin, 2002].
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La dopamina es un neurotransmisor el cuél se sintetiza a partir del aminoacido L-Tirosina,
se hidroxila para convertirse en L-Dopa mediante tirosina hidroxilasa (terabiopterina como
cofactor), posteriormente se lleva a cabo una descarboxilacion de L-Tirosina a partir de la
enzima Dopa descarboxilasa la cual es comuan en la sintesis de monoaminas [Grzanna and
Molliver, 1980].

El neurotransmisor noradrenailna es una catecolamina y su sintesis se lleva a cabo a partir
de dopamina mediante la enzima dopamina B-monooxigenasa teniendo como cofactores al

oxigeno y &cido ascérbico [Musacchio, 2013].

La serotonina 5-HT (5-hidroxitriptamina) es una monoamina la cual se sintetiza en el
Ndcleo dorsal del rafé a partir del aminodcido L-Triptéfano teniendo como primera
reaccion la hidroxilaciéon del carbono 5 del anillo aromatico por la accion de la enzima
Triptéfano hidroxilasa (1 presente en el sistema nervioso central SNC o 2 fuera del SNC)
teniendo como cofactor a biopterina, ésta etapa es la limitante para la sintesis de serotonina,
posteriormente sufre una descarboxilacion mediada por la enzima Dopa Decarboxilasa

teniendo a piridoxal-fosfato como cofactor [Walter, 2003].

La noradrenalina y la serotonina influyen fuertemente en patrones de conducta y funcion
mental, mientras que la dopamina esta involucrada en la parte motriz. Estas tres sustancias
son fundamentales en el estudio de la depresion mayor, por lo que son objeto de anélisis en
las neurociencias [Millan et al., 2000].

La dopamina es conocida por estar involucrada en el sistema de recompensa del cerebro y
una disminucién en la actividad de liberacion mesocortical y mesolimbica contribuye a un

estado de animo deprimido [Willner et al., 2005].

La serotonina ejerce accion sobre el talante, conducta, movimiento, dolor, actividad sexual,
apetito, secreciones enddcrinas, funciones cardiacas y ciclo de suefio-vigilia. La serotonina
cerebral en su mayoria se genera en los nucleos del rafé encordado entre la linea media del
puente y el bulbo raquideo [Blows, 2000; Robbins and Roberts, 2007].

En la hipotesis de las monoaminas la depresion se caracteriza por presentar niveles bajos de

neurotransmisores principalmente la serotonina, en la hipotesis de las monoaminas se hace
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hincapié sobre la restauracion de la transmision monoaminérgica que ocurre
inmediatamente después de la administracion de los antidepresivos [Castren, 2005]; esta
administracion puede variar de 3 semanas hasta 8 meses, bajando la dosis terapéutica hasta

presentar mejora sin tratamiento.

Las proyecciones catecolaminérgicas pueden tener facil dafio axonal debido a la longitud de
sus proyecciones, el alto costo de energia para llevar a cabo su comunicacion ya que
aumenta su estrés metabdlico [Pissadaki and Bolam, 2013] y la pobre mielinizacion [Staal
and Vickers, 2011] hacen mas susceptible el mecanismo de dafio.

Receptores involucrados en TDM

Receptores serotoninérgicos

Son receptores metabotropicos (excepto el 5-TH3) que poseen 7 dominios
transmembranales, ademas se clasifican en 7 familias con un total de 16 subtipos agrupados
de acuerdo a su mecanismo de sefializacion inicial [Bockaert y col., 2006]. Dentro de los
que comprenden los receptores 5-HT1 (A, B, D, E y F) acoplado a proteinas G inhibidoras
(Gi/o) teniendo efecto negativo sobre adenilato ciclasa /proteina cinasa A (PKA). 5-HT2
(A, B y C) estan acoplados a la proteina Gq que estimula a fosfolipasa C (PKC) la cual
aumenta Ca* intracelular vinculado con la liberacién de neurotransmisores. 5-HT3 (A, B y
C) son receptores ligados a canales ionicos. 5-HT4, 6 y 7 se acoplan a proteinas G
estimulante (Gs) acttian sobre adenilato ciclasa /proteina cinasa A (PKA). La familia de 5-
HT5 (A y B) estd menos esclarecida pero podria estar ligada a proteinas Gi [Raymond et
al., 2001].

A 5HT,.R S
= S ™ .
08 o e B --~.f..“-..r?“.|.r?:-
FJUn-unase 2 —» o I J
Tl =goac s QU
(BN fan = #lanus-kinase 2 i gt f13) o8 CalmRoInE
A g CAMP A W T A
fd 4 \.. ||—+' $RE  camoduin i { B-Am
=Microhubukes Rho A E
—gcaz'# cAMP RGS, v /
N A MHE-1 3
| SNmOA et - FARE
N e Akt
M cskep T PG PLD EF#

Figura 2. Estructura y mecanismo de accion de los receptores de serotonina 5-HT14 Y 5-HT,c involucrados en el trastorno de depresion
mayor. Tomado de Handbook of the behavioral neurobiology of serotonin.
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La familia de los receptores 5-HT;a Yy 5-HT,c han sido ampliamente involucrados en el
trastorno de depresion mayor, asi como el episodio de depresion mayor y esta ligada con
trastornos de ansiedad y desordenes depresivos [Albert, 2012]. La familia de los
receptores 5-HT2 ha sido ampliamente estudiada en corteza prefrontal ya que esta ligada a

trastornos depresivos y de ansiedad [Benekareddy et al., 2010].

Los receptores 5HT,¢ se han encontrado en: hipocampo, amigdala, bulbo olfatorio anterior,
ndcleo endopiriforme, corteza piriforme, nucleo taldmico y sustancia nigra. Aunque
preferentemente se encuentra localizado en interneuronas GABAGérgicas, los receptores
5HT,c también pueden encontrarse en neuronas dopaminérgicas en la parte mesolimbica
del cerebro. Interesantemente los agonistas y antagonistas del receptor 5HT,c han
demostrado efectos antidepresivos [Carr, 2011]. Esta informacién aparentemente
contradictoria proporciona un efecto dual por el hecho de bloquear las acciones del receptor
5HT,c en células GABAérgicas dando como resultado final el incremento de dopamina y
norepinefrina en las regiones terminales Corteza Prefrontal [Millan, 2003; Morrissette and
Stahl, 2014].

Receptores dopaminérgicos
Se ha observado que la dopamina participa en desordenes emocionales e involucra a los

sistemas mesolimbico y mesocortical, originados en el area ventral tegmental, se proyectan
hacia la corteza cerebral, el bulbo olfatorio, el septum y el nicleo acumbens éstas
estructuras participan en funciones cognitivas, de motivacion y adiccion. Para llevar a cabo
la comunicacion neuronal, la dopamina interactia con 5 subtipos de receptores presentes
en las neuronas como heteroreceptor o autoreceptor comprendiendo dos familias de
receptores metabotropicos D1 y D2 los cuales poseen 7 dominios transmembranales
acoplados a proteina G desencadenando la cascada de sefializacion D1 y D5 que activan a
la proteina Gs para llevar a cabo la transduccion de sefiales activando Adenilato ciclasa; por
otro lado D2, D3 y D4 son receptores acoplados a la proteina Gi la cual inactiva a la
adenilato ciclasa, disminuyendo indirectamente la cantidad de AMPc intracelular. Estudios
han reportado que las neuronas que presentan autoreceptores D2/3 inhiben la liberacion de
dopamina debido a un exceso en la cantidad presente en el espacio intersinaptico
[Mansarini et al., 2010].
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Se han observado dos isoformas distintas debido al splicing alternativo que sufre el gen de

dopamina D2S y D2L (corto/autoreceptor y largo/heteroreceptor) [Usielloet al., 2000].

En particular el receptor D2 esté intimamente ligado a los comportamientos de recompensa
y motivacion [Simpson et al., 2012] se ha reportado un incremento del RNAm de éste
receptor en sus dos isoformas sobre el andlisis post mortem en CPF de pacientes con
esquizofrenia; sin embargo en pacientes con el trastorno de depresion mayor se encontro la

disminucion en la expresion del receptor DRD2S [Kaalud et al., 2014].

En las neuronas gabaérgicas se encuentra el autoreceptor D2 que participa en funciones
motoras de CPF, en algunos aspectos de la emocion, integracion y expresion de las
conductas de motivacion, ademas regula la sintesis y la liberacién de dopamina [Ungles,
2004].

Areas del cerebro involucradas en depresién
Estudios de neuroimagen han demostrado disminucion en areas del cerebro como corteza

prefrontal e hipocampo [Bremner et al.,, 2002; MacQueen et al., 2003]; los cambios
morfoldgicos en hipocampo estan relacionados con la deficiencia funcional y dafio en la
memoria en pacientes que sufren el TDM [MacQueen et al., 2003].

Corteza prefrontal.
Diferentes estudios realizados han encontrado alteraciones en la funcion y metabolismo de

las neuronas en CPF de pacientes que presentan desdrdenes psiquiatricos severos como
esquizofrenia y TDM, otros mas han encontrado una disminucion en el volumen de la CPF

e hipocampo en pacientes con depresion [Bremner et al., 2002].

Se sabe que la CPF juega un papel importante en el trastorno de depresion y el
comportamiento suicida a través de la regulacion en la memoria, conocimiento,
reconocimiento de emociones y estados de animo como ansiedad. Esta area recibe una
densa inervacion serotoninérgica del nucleo dorsal del rafé las cuales tienen su efecto sobre
receptores 5SHT1a, SHT,a Y 5HT,c, presentes principalmente en neuronas GABAGérgicas.
Regiones corticales como CPF llevan conexiones dopaminérgicas al Locus coeruleus [El
Mansari et al., 2010].
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La parte mas rostal del 16bulo frontal con fronteras anatdmicas imprecisas en las diversas
especies de mamiferos es la CPF, sin embargo todas se conectan con el ncleo medio dorsal
del tdlamo [Puig et al., 2004]. Estudios neuroanatémicos distinguen en la CPF de la rata
tres regiones principales: lateral, orbital y medial (CPFm); esta Gltima se subdivide, a su
vez, en tres zonas (de dorsal a ventral): cingulada anterior (Cgl), prelimbica (PL) e
infralimbica (IL). Aunque no esté clara la funcién de estas subdivisiones en la rata, estudios
recientes infieren del patron de proyecciones de la zona PL e IL que la primera participaria
mas en las funciones limbicocognitivas —homdlogas a la CPF dorsolateral de primates—, y
la segunda controlaria actividades viscerales-autonomas —homalogas a la CPF orbitomedial
de primates [Vertes, 2004].

La CPF es un area del cerebro de interés particular ya que aqui se llevan a cabo la toma de
decisiones, atencion, impulsividad, agresién y la funcion ejecutiva, ademas se ha
documentado que la neurotransmision dopaminergica y serotoninérgica modulando criticas

funciones en corteza prefrontal [Robbins and Roberts, 2007].

Estudios realizados mediante resonancia magnética nuclear en pacientes TDM encuentran
disminucion en actividad del lado derecho del globo palido y la parte anterior tAlamo y un
incremento en la actividad en la parte derecha ventrolateral CPF y el lado izquierdo
dorsomedial CPF frente expresiones de miedo, sin embargo frente a los estimulos de alegria
la amigdala, el area ventromedial CPF y el lado derecho del hipocampo permanecen
inactivos comparados con el control; por otro lado los pacientes deprimidos muestran un
incremento de respuesta neuronal en la parte izquierda del hipocampo frente al estimulo de

tristeza [Lawrence et al., 2004] .

Existe una especificidad laminar en el tipo de proyecciones de la CPF: las neuronas
piramidales de las capas II/I11 tienden a proyectar a otras areas de la corteza, las de la capa
VI al tdlamo y algunas zonas corticales y son principalmente las neuronas piramidales de
las capas V y Vla las que envian la sefial de salida hacia gran nimero de estructuras

subcorticales como conexiones serotoninérgicas [Lambe et al., 2000].
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Comunicacion neuronal entre las diferentes areas del cerebro
En la depresion se ha encontrado una alteracion notoria en la actividad de diferentes areas

del cerebro entre ellas el sistema corticolimbico, que incluye al hipocampo, amigdala, CPF;
ademaés se ha encontrado la desregulacién en la expresion de BDNF que es un factor de
crecimiento involucrado en la neuroplasticidad y del receptor de tirosina NTRK2 envuelto
en maduracion y proliferacion neuronal en CPF de sujetos deprimidos [Kim and Webster
2010; Bernard et al., 2010].

La complejidad del cerebro es muy marcada debido a que todas las areas se conectan entre
si ya sea directa o indirectamente, mediante comunicacion neuronal (sinapsis quimica y
sinapsis eléctrica) en donde se lleva a cabo la transduccion de sefiales dentro de la célula
que provoca cambios en la misma. En el siguiente esquema se puede observar
perfectamente la sinapsis quimica entre los nlcleos y la corteza cerebral en las que se
presentan estimulos positivos 0 negativos segun la interaccion de ligando receptor.

Figura 3. El esquema representa la interaccion reciproca entre las neuronas serotoninérgicas(5-HT) en el nicleo Dorsal del rafé (DRN),
neuronas noradrenérgicas (NE) secretadas en el Locus coeruleus (LC), y neuronas dopaminérgica en el derea ventral Tegmental (VTA)
teniendo diferentes efectos positivos o negativos segun el tipo de receptor presente en la neurona. Tomada de Mansarini y col., 2010.

Antidepresivos
El tratamiento de DDM requiere de la administracion prolongada de farmacos y se toman
como primera opcion a los antidepresivos triciclicos con mecanismos serotoninérgicos que

ejercen una marcada influencia sobre la actividad de las vias dopaminérgicas y
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norepinérfrica que se proyectan en la CPF [Chenu et al., 2013], clasificados en la siguiente

tabla.
Inhibidores selectivos de la Citalopram, escitalopram, Inhibidores selectivos de la recaptura de
recaptura de serotonina fluoxetina, fluvoxamina, serotonina
paroxetina, sertralina
Antidepresivos triciclicos Amitriptilina, desipramina, Inhibidores no selectivos de la recaptura
doxepina, imipramina, de monoaminas, incluyendo serotonina,
maprotilina, nortriptilina, dopamina y noreprinefrina
protriptilina, trimipramina
Inhibidores de la recaptura Bupropion Inhibidores de la recaptura de
de Dopamina-Noreprinefrina noreprinefrina y dopamina
Modulador de serotonina Nefazodona,trazodona Antagoniza principalmente a receptores 5-
HT2
Inhibidores de la recaptura Desvenlafaxina, duloxetina,  Inhibidores de la recaptura de serotonina
de Serotonina-Noreprinefrina  venlafaxina y noreprinefrina
INRS
Modulador noradrenérgicosy Mirtazapina Antagonistas primarios o -2 y receptores
serotoninergico especifico 5-HT2C
Inhibidores Selectivos de la Vilazodona Inhibidores de la recaptura de serotonina
recaptura de Serotonina ISRS potente y selectivamente y acttia como
y agonistas del receptor 5- agonista parcial del receptor 5-HT1A
HT1A
Inhibidores de la Isocarboxazida, fenelzina, Inhibe a las enzimas (MAO-A y MAO-
monoaminooxidasa tranilcipromina, selegilina B)implicadas en la ruptura de
IMAO monoaminas, incluyendo serotonina,

dopamina y norepronefrina

MAO-B= inhibidor selectivo
FDA= Administracion Estadounidense de alimentos y medicamentos. MAO= Monoamino oxidasa. 5-HT=Serotonina
Tabla: Antidepresivos aprobados por la FDA Tomada de Kuppfer et al. 2012

La importancia que tiene el TDM para la comunidad cientifica y el sector salud, radica en

conocer sus causas para generar posibles tratamientos sin efectos secundarios adversos.

Fluoxetina
Los antidepresivos mas utilizados son los Inibidores Selectivos de la recaptura de

serotonina (ISRS) de los que destaca Fluoxetina. El cual ha sido ampliamente estudiado, su
mecanismo de accion se basa en el bloqueo de los transportadores de serotonina en las
neuronas serotoninérgicas encontradas principalmente en el nicleo Dorsal del Rafe también
esta asociado en alteraciones corticales de los neurofilamentos y el remodelamiento
sinaptico [Guest et al., 2004] en la siguiente figura se explica como se encuentra la
comunicacion neuronal comparando una sinapsis quimica normal en la cual hay una

correcta liberacion de neurotransmisores en el espacio intersindptico teniendo excelente
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interaccion del ligando-receptor; en el TDM la liberacién de los neurotransmisores
especialmente serotonina se ve disminuida viéndose un efecto marcado en trastornos
afectivos; cuando se lleva a cabo la terapia a partir de los ISRS como es fluoxetina se
observa un aumento en la concentracion de serotonina en el espacio intersinaptico teniendo

asi una mejor comunicacién neuronal [Castren, 2005].

Post sinapsis

Figura 4. Comparacion de la sinapsis neuronal en el Trastorno de depresion mayor. A) Se observa la funcién normal de la neurona
presinéptica al liberar una cantidad considerable de serotonina al espacio intersinaptico, b) disminuye la liberacién de neurotransmisor
provocando menor interaccion de ligando receptor, c) Bloqueo de los transportadores de serotonina mediante ISRS para mantenerla por

mas tiempo en el espacio intersinapt ico. Tomada de [Castren, 2005].

La participacion del sistema serotoninérgico en el proceso de depresion es el foco de las
terapias clasicas que destacando el uso de los ISRS utilizados en TDM, sin embargo,
presentan efectos secundarios adversos como hipertensién, disfuncion eréctil, cefalea, y el

sindrome de discontinuacion por lo que es importante buscar diferentes tratamientos.

Estudios recientes muestran al farmaco agomelatina como un tratamiento eficiente en el

TDM ya que no presenta los efectos negativos antes citados [Hale et al., 2010].

Agomelatina
Agomelatina es un antidepresivo analogo de la melatonina que actua sobre los receptores

MT1/MT2 y a su vez es antagonista del receptor 5SHT,¢c [Aloyo et al., 2009]; al bloquear a
éste receptor se libera dopamina y norepinefrina [Srinivasan, 2012], diversos estudios
proponen que la activacion de los receptores D2 tienen como respuesta la posible
generacion de serotonina en el medio [Chenu et al., 2013] aunque éstos resultados son
controversiales [Bodiant et al., 2010]. Existen evidencias de que en la administracion aguda

(2hrs) de agomelatina los niveles de Dopamina y noradrenalina se ven aumentados y
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serotonina se mantiene constante [Bodiant et al., 2010; Chenu et al., 2013], Vincenzo en el
2001 establece que los antagonistas de los receptores 5-HT,c se encuentran localizados en

las interneuronas GABAGérgicas bloquean el estimulo de la liberacion de GABA cuya
funcién es inhibir la secrecion de dopamina.
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Figura 5. Mecanismo de accion de agomelatina como antagonista del receptor de serotonina 5-HT2c [Bodiant y col. 2010].
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Figura 6. Mecanismo de accion de agomelatina como agonista de los receptores melatoninérgicos [Bodiant y col. 2010].
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Modelo de Depresion Mayor
Existen diferentes modelos de depresion en roedores donde los animales se someten a

pruebas que constan de periodos de estrés cronico para producir un comportamiento
anormal reflejado en su alimentacion, peso, temperatura, interaccién sexual, social y
materna  segun el caso, ademas de presentar cambios en el comportamiento de

desesperanza y locomotor.

Bulbectomia olfatoria
En el afio de 1971 Marks y colaboradores investigo la lesion bilateral de bulbos olfatorios

para evaluar el efecto de anosmia sobre el aprendizaje, poco mas tarde se evalud el dafio
sobre la memoria del animal en la prueba de evitacidén pasiva mediante la bulbectomia
olfatoria (OBX) [Thomas, 1973]. Mdltiples estudios muestran que animales con cirugia
modifican su comportamiento sexual [Sato y col., 1974; Larsson 1975; Pollak y Sachs,
1975]; alimencitio [Leung et al., 1972; Larue 1975] y cuidado materno [Schwartz y Rowe,
1976]. Personas que cursan con TDM presentan una deficiencia conectiva olfatoria debido

a que se encuentra ligado al sistema limbico [Negoias et al., 2010].

La bulbectomia en rata consiste en la eliminacion de los bulbos olfatorios que conducen a

cambios conductuales (por ejemplo, irritabilidad, problemas de aprendizaje, hiperactividad
en campo abierto), que simulan el cuadro clinico de la depresion, el estudio de éste estudio
es relevante en el andlisis farmacoldgico de antidepresivos [Van Riezen et al., 1976;
Cairncross et al., 1978; Marazziti et al., 2010]. La bulbectomia olfatoria provoca
alteraciones en la concentracion de neurotransmisores; el sistema serotoninérgico es el mas
estudiado donde reportan una disminucién de serotonina en Corteza frontal, Nucleo
accumbens, amigdala e hipocampo [Jancsar and Leonard, 1984; Redmond et al., 1997,
Connor et al., 1999; van der Stelt et al., 2005] y el aumento del receptor 5-HT2 ha sido
reportado [Gurevich et al., 1993], en cuanto a los niveles de dopamina no se observan
alterados, los niveles de GABA se han encontrado aumentados en CPF asi como una
disminucion de su receptor B [Dennis et al. 1993]; Se ha reportado una desregulacién de
interleucinas presentes en procesos inflamatorios [Song and Leonard, 2005]; en cuanto a la
desregulacién hormonal se ha documentado el aumento de corticosterona en suero
[Machado et al., 2012].
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Ensayos clinicos quirargicos rara vez han utilizado una cirugia Sham, "falsa" o
procedimiento quirargico placebo como control, debido a las preocupaciones éticas. Sin
embargo es importante realizarlas para no atribuirle el efecto buscado al procedimiento

quirargico per se en estudios cientificos [Wolf and Buckwalter, 2006].

En el modelo de depresion mayor mediante bulbectomia olfatoria produce cambios
neurodegenerativos en regiones del cerebro las cuales estan inervadas directa o
indirectamente con los bulbos olfatorios como son amigdala, hipocampo y Corteza
prefrontal las cuales comprenden al sistema limbico; [Wrynn et al., 2000; Song and
Leonard, 2005].

Carpuso et al. en1977 confirma lo establecido por Heimer y Kalil en los afios 70°s donde
la remonicion de los bulbos olfatorios tiene como consecuencia la muerte neuronal de

55000 células en la corteza piriforme en rata.

El modelo de bulbectomia olfatoria es ampliamente utilizado para estudiar el efecto de
diferentes farmacos como antidepresivos ademas de los cambios en la conducta, memoria y

neurodegeneracion [Van Riezen et al., 1976, Morales et al. 2017].
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JUSTIFICACION

El Desorden de Depresion Mayor (DDM) es una de las epidemias modernas que
compromete cada vez mas la calidad de vida humana; el tratamiento clinico para ésta
enfermedad es mediante antidepresivos los cuales tienen diferentes mecanismos de accién
entre los que destacan ISRS, IMAO, INRS, glucocorticoides; los cuales tienen marcados
efectos secundarios adversos, ademés se ha documentado que existen pacientes que
presentan el sindrome de discontinuacion ya que no ven mejoras en su salud en periodos
relativamente inmediatos, por lo que es importante buscar mejores alternativas frente a este
padecimiento, sin embargo existen nuevos farmacos con efecto terapéutico corto y
mecanismos de accion diferentes como agomelatina; hay pocos estudios sobre el modelo de
depresion mayor relacionados con el efecto del antidepresivo agomelatina, ademas no se ha
reportado especificamente cudl es el efecto sinérgico del farmaco como agonista de los
receptores melatoninérgicos y antagonista del receptor 5HT,c en CPF después de un

tratamiento cronico y sub-cronico en el modelo de depresion mayor .

Por lo que nos lleva a plantear la pregunta: ;Cémo se encuentra la concentracion de
neurotransmisores serotonina y dopamina en una administracion prolongada de

agomelatina por la inhibicion del receptor 5SHT,c en CPF?

En este proyecto se reta a fluoxetina (ISRS) frente al farmaco agomelatina, ademas se
analiza la conducta y los niveles en los neurotransmisores de serotonina y dopamina
después de una administracion cronica y sub-crénica en ratas bulbectomizadas, compara la
expresion del receptor D2 para modular el incremento de dopamina; el alcance que se
obtiene sobre el proyecto de tesis fue dar a conocer parte del efecto de agomelatina sobre
los niveles de serotonina en diferentes dias de administracion de los antidepresivos ya que
los resultados mostraron el incremento de serotonina desde el dia 7 para fluoxetina y hasta
el dia 21 para agomelatina estos ultimos resultados obtenidos sobre agomelatina no han

sido reportados aun.
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HIPOTESIS
El farmaco agomelatina actia sobre el receptor 5-HT,c de la corteza prefrontal

aumentando los niveles de serotonina y dopamina en administracion cronica teniendo mejor
efecto que el farmaco fluoxetina en el modelo de depresién mayor en rata involucrando al

receptor D2.

OBJETIVOS

Objetivo general:
Evaluar el efecto de agomelatina sobre el receptor 5-HT,c de CPF en un modelo de

depresion mayor en ratas.

Objetivos particulares:

» Aplicar el modelo de depresién mayor mediante la bulbectomia olfatoria en ratas.

» Evaluar las conductas depresivas y el efecto de los antidepresivos Agomelatina o
Fluoxetina en los diferentes periodos de administracion mediante el modelo de presion

mayor.

» Determinar el efecto que tienen los antidepresivos Agomelatina o Fluoxetina sobre los

neurotransmisores de serotonina y dopamina.

» Evaluar la inmunoreactividad del receptor DRD2 en CPF de ratas OBX tratadas con

Agomelatina o Fluoxetina.
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ESQUEMA DE TRABAJO
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METODOLOGIA DE TRABAJO
Se utilizaron un total de 120 ratas macho de la cepa Wistar de entre 2509-300g de peso

provenientes del Bioterio "Claude Bernard" de BUAP bajo la direccion del Dr.Carlos
Escamilla Weinmann; con ndmero de autorizacion de proyecto de la Vicerrectoria de

Investigacion y Estudios de Posgrado VIEP 1185.

De manera aleatoria se asignaron 6 animales a cada uno de los 5 grupos ordenados de la
siguiente manera: Sham (cirugia falsa), OBX (bulbectomia), OBX-V (bulbectomia y
vehiculo), OBX-F (bulbectomia y fluoxetina) y OBX-A (bulbectomia y agomelatina).

Cirugia bulbectomia bilateral en rata (0OBX)
Se colocaron las ratas anestesiadas con ketamina/xilazina 0.2ml/100g de peso en el

estereotaxtico, se realizé una incision, se retir el peridsteo localizando el punto Bregma y
se midi6 6.4 mm hacia la parte anterior del Bregma, haciendo 2 perforaciones de 2.0 mm de
diametro profundidad de 1.9 mm. Los bulbos olfatorios se extrajeron removiendo el tejido
con una pinza de microcirugia y por succién con una canula adaptada. El proceso se realizo
como se describe en la Tesis de Maestria [Aparicio, 2014; Thomas, 1973; Cairncross,
1978]. Los animales con cirugia Sham fueron sometidos al proceso de exposicién de los

bulbos olfatorios sin su extraccion.

Pruebas conductuales
Se llevaron a cabo tres semanas posteriores al dia de cirugia (tiempo de recuperacion) y el

dia final al tratamiento con antidepresivos los dias 0, 7, 14 y 21.

Discriminacion olfatoria
Se llevd a cabo como prueba de anosmia dénde el animal fué expuesto a un estimulo

oloroso (galletas de chispas de chocolate) el cual debe ser reconocido por la presencia de
los bulbos olfatorios con ayuno previo de 12 horas. (Los animales a los que se les realizo la
bulbectomia no reconocen el alimento) Se analiz6 durante 5min. midiendo el tiempo

reconocimiento del alimento.
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Conducta motora
Se realizo la prueba de mediante Campo Abierto [Denenberg, 1969], durante 5 minutos

evaluando acicalamiento, conducta erguida, actividad horizontal (ndmero de cuadros

visitados), nimero de estéticos >3s y tiempo en el centro.

Luz/oscuridad
La prueba de luz/obscuridad [Crawley JN, Goodwin FK, 1980] se evaluo el tiempo de

latencia, se cuenta el nimero de entradas y salidas durante 4 minutos y el tiempo total en

oscuridad.

Desesperanza
Mediante la prueba de Nado Forzado teniendo como variante de la prueba descrita por

Porsolt con tiempo Unico de 10 min. Donde se determina el tiempo total de nado, tiempo
total de inmovilidad y tiempo de struggling [Porsolt, 1977; Morales, 2013].

Pruebas fisicas
Todos los grupos fueron pesados y se les determind la T° cada tercer dia [Oba et al., 2013]

durante los diferentes periodos de analisis del proyecto.

Administracion de farmacos
La administracion de antidepresivos se realiz a partir del dia 21 una vez evaluado el

modelo y se llevd a cabo por diferentes periodos con administraciones diarias del

antidepresivode 0, 7, 14 y 21 dias.

Agomelatina:
El antidepresivo se administr6 agomelatina IUPAC N-[2-(7-methoxinaftalen-1-

il)etil]Jacetamida se administra 40mg/Kg [Bodiant et al., 2010].

Fluoxetina:
El antidepresivo se administr6 Fluoxetina IUPAC (RS)-N-Metil-3-fenil-3-(4-

trifluorometilfenoxi)propilamina la familia IRSS se administro 10mg/Kg [Roche et al.,
2007].

Ambos farmacos tuvieron como vehiculo a carboximetilcelulosa 1% durante los diferentes
periodos (0, 7, 14 y 21dias) via oral teniendo los grupos: OBX-F, OBX-A y OBX-V.
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Los dias de sacrificio se llevaron a cabo: 0, 7, 14 y 21 dias una vez comenzado el
tratamiento; 24 horas después de la dltima administracion del farmaco, se anestesio y el
método de eutanasia se llevo a cabo por perfusion. Las muestras repartieron a la mitad para
ser incluidas en parafina y la otra mitad se mantuvieron a -80°C hasta su procesamiento
[Ladurelle et al., 2012].

Los Cuidados de los animales de laboratorio se llevaron a cabo segun el CICUAL a través
de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Una vez obtenidas las cortezas prefrontales de rata se cuantifico serotonina en sobrenadante
mediante Serotonin ELISA kit ADI-900-175.

El anélisis de la presencia de dopamina y de su receptor DRD2 se llevé a cabo por el

ensayo de inmunohistoquimica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con el fin de disminuir el nimero de animales de estudio segun lo establecido por el
CICUAL se llevd a cabo el analisis entre el grupo Control y Sham comparado con OBX.

> Estandarizacion de la técnica del modelo de trastorno depresivo mayor mediante la
bulbectomia olfatoria en ratas. (Analisis de la anosmia para confirmar la cirugia exitosa).

La prueba de anosmia (grafica 1) se observan el mismo comportamiento entre el grupo
control y sham.
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Gréfica 1. Prueba de anosmia durante 600s, n=10. Se compara el tiempo de reconocimiento del alimento

entre el grupo sham y el grupo control.

Segin Thomas en 1973 y Cairncross en 1978 toman a la bulbectomia olfatoria es
considerada un excelente modelo para evaluar al TDM. Los resultados mostrados de la
cirugia exitosa concuerda con la prueba de anosmia de Morales, 2013.

Con el fin de evitar sacrificios innecesarios se realiz6 una prueba piloto para saber si
existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control y Sham teniendo

como referencia el dia 21 posterior a la lesion.

Se realizaron las pruebas conductuales encontrando los siguientes resultados: las gréaficas
2, 3, 4,5, 6 y7que muestran que la cirugia realizada a las ratas Sham no modifica su
comportamiento conductual habitual lo que da la pauta para no realizar uno de los grupos
Sham/Control para cumplir con lo que marca el Comité Institucional del Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL).
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Las gréficas 2-4. EvalGan la prueba de Luz/oscuridad durante 4min. donde: la gréfica 2 evalda el nimero de entradas y salidas, la grafica

3 el tiempo de latencia, la gréafica 4 el tiempo total de oscuridad. En las gréficas 5-7 se lleva a cabo el analisis de la prueba de Campo

Abierto: la grafica 5 mide la actividad horizontal mediante el nimero de cuadros visitados, la grafica 6 mide la actividad vertical

mediante el nimero de erguidos y el grafico 7 determina el nimero de estaticos >3s.Las graficas 2-7 representan el valor medio + ESM,

n=10/grupo. No se observan diferencias estadisticamente significativas.

> En los siguientes resultados se muestran las diferencias de comportamiento

conductual en los grupos Sham y OBX en: Anosmia, Discriminacién Olfatoria, Evitacion a

la Luz, Campo Abierto y Nado Forzado.
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Grafica 8. Tiempo de reconocimiento del alimento
5 min. La grafica representa el valor medio
+ ESM. T de student p< 0.05, n=10/grupo.
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Figura 7. Cirugia exitosa OBX en rata
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Gréficas 9, 10,11. Se Evalla la prueba de Luz/oscurida. Grafica 9: Tiempo para entrar a la zona oscura; Gréafica 10.
Tiempo total en zona oscura y Grafica 11. Nim. De entradas de una zona a otra, n=10 por grupo. Valor medio + ESM.

NO se observan diferencias estadisticamente significativas entre el grupo sham(cirugia falsa) y OBX (bulbectomia).
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Gréficas 12, 13y 14. Se analiza la prueba de nado forzado. Gréfica 12: Tiempo inmovilidad inicial; Gréfica 13.
Tiempo de inmovilidad total; Gréfica 14. Tiempo que la rata arafia la pared. Se evalGa al grupo sham (cirugia falsa) y
OBX (bulbectomia) se observan diferencias estadisticamente significativas en el grafico 12 y 13. n=10/grupo. Valor

medio £ ESM. * T de student p< 0.05

Los datos arrojados sobre la prueba de luz oscuridad de las gréficas 9,10 y 11 no se observa
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo sham comparado con el grupo de

bulbectomia olfatoria.

Las graficas 12,13 y 14 representan la prueba de Nado Forzado donde los animales OBX
dejan de moverse primero en comparacion con el grupo sham, ademés se observa que el
tiempo de inmovilidad total es mayor en el grupo OBX que en el Sham por lo tanto hay un
bajo sentido de supervivencia, en la prueba de struggling/climbing no se observan

diferencias significativas entre ambos grupos [Borsoi et al. 2014; Morales et al., 2013].
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Gréfica 15, 16, 17, 18. Prueba de Campo Abierto: grafica 15 Actividad horizontal; Grafica 16. Actividad vertical; Gréfica 17.
Acicalamientos: Numero de veces que realiza su limpieza. Grafica 18. Nimero de estéticos >3s: Numero de veces que deja de moverse.
Cada gréfica representa el valor medio + ESM. T de student p< 0.05, n=10/grupo.

Las gréaficas 15,16,17 y 18 representan la prueba de campo abierto y con estos resultados se
puede asegurar que el grupo OBX presenta una hiperactividad en comparacion del grupo
sham, ademas el grupo sham presenta mayor nimero de acicalamientos que conduce a
comportamiento de confianza, mientras que OBX pierde el interés de acicalarse, por otro
lado los resultados del periodo estatico que presentan los animales sham permiten
establecer un pronto reconocimiento en la caja de campo abierto que el grupo OBX no

presenta [Prut and Belzung, 2003; Cérdenas, 2002].

Modelo de depresion frente a la administracion de antidepresivos en los

diferentes periodos.
La bulbectomia olfatoria es un excelente modelo de depresion que emula las caracteristicas

conductuales que presenta una persona que sufre el Trastorno de Depresion Mayor.
Este modelo comprende pruebas fisicas que consisten en la toma de peso y temperatura, la
prueba de anosmia para corroborar la cirugia, ademas de las pruebas conductuales de Luz

Oscuridad, Campo abierto y Nado forzado.
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Pruebas Fisicas.
Se llevaron a cabo desde 7 dias antes del dia cero en el cual se realiza la cirugia, en la

gréfica 19 se observa el efecto de la bulbectomia en ratas Wistar, donde se pesé cada tercer
dia a los animales observando una marcada diferencia en la obtencion de peso, donde los
animales con bulbectomia presentan una disminucion en éste rubro comparados con el
grupo Sham al cual s6lo se le realizo la perforacion Osea, en éste parametro podemos
demostrar que el modelo de bulbectomia coincide con la pérdida de peso en pacientes
deprimidos [DSM-IV-TR, 2002] y con estudios realizados con modelos de depresion con
roedores [Qiao et al., 2014; Aparicio, 2014]. La diferencia de peso entre los diversos
grupos son el resultado de la bulbectomia olfatoria en rata que evita el consumo del
alimento debido a la manipulacién quirdrgica, después de la recuperacion por la cirugia no
se alimentan de manera normal por la ausencia de bulbos olfatorios ya que no pueden oler y
asi reconocer su comida tomando el alimento por imitacion del animal sham encontrado en
cada caja; se puede comparar éste comportamiento con los pacientes deprimidos ya que
presentan trastornos alimenticios ya sea por falta de apetito o comen de mas por ansiedad,
en la conducta presentada en el caso de OBX se observd que presentan ansiedad que las
indujo roer incluso a tener coprofagia, hasta el momento no se han encontrado datos en la
bibliografia sobre el tema.

En cuanto a los datos en la temperatura corporal mostrados en la grafica 20 no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, éstos resultados difieren con los
estudios reportados [Roche et al., 2007]; por lo que se sugiere que los datos pueden variar

en el tiempo y forma en que son tomados e incluso por las diferentes estaciones del afio.
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Grafica 19. Efecto de la bulbectomia olfatoria Grafica 20. Temperatura tomada durante el
sobre el peso. n= 24 por grupo. ANOVA de una tiempo de estudio, No se observan diferencias
via, *p<0.05. *diferencia estadisticamente en éste parametro. n= 24 por grupo. ANOVA de
significativa respecto del grupo sham. una via, *p<0.05.
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Pruebas conductuales

Anosmia.

La prueba de Anosmia mostrada en la grafica 21 se realizd para ver si 21 dias después de la
bulbectomia el roedor podia responder al estimulo oloroso (galletas de chocolate) donde las ratas
Sham encuentran rapido el alimento oloroso tras un ayuno prolongado y esto se le atribuye a que
su sistema olfatorio no fue dafiado, sin embargo los animales con bulbectomia tardan o no
detectan el estimulo oloroso dentro de 300s ésta prueba se ha extendid hasta 600s (datos no
mostrados) donde el grupo con la cirugia siguen sin encontrar el alimento [Morales et al., 2013].
Hay estudios con diferentes pruebas de deteccion de olores dénde ésta especie tiene un alto
porcentaje asertivo a diferentes estimulos olorosos volatiles detectados por el bulbo olfatorio
[Apfelbach et al., 1999; Kraemer, 2004]. La prueba de anosmia es necesaria para descartar la
regeneracion del bulbo olfatorio antes removido, si el sujeto OBX encuentra el alimento de
manera rapida quiere decir que se ha regenerado o tiene restos de bulbo y por lo tanto se descarta
al animal para las pruebas posteriores, los sujetos algunas veces tienden a encontrar el alimento
oloroso mediante el tacto sin reconocerlo por el olor, esto puede dar falsos positivos por el ayuno

prolongado al que se expusieron. Ademas se comprueba la bulbectomia post-eutanasia Imagen 1.
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Grafica 21. Tiempo de reconocimiento del alimento 5min. ANOVA de una via post-hoc
Bonferroni p< 0.05, n=24/grupo. *diferencia estadisticamente significativa respecto del grupo
sham.

Luz/Oscuridad
La Prueba de luz oscuridad que es una modificacion de la prueba de Evitacién a la luz  descrita

inicialmente por Crawley y Goodwin en 1980 proporciona datos acerca del comportamiento
natural de aversion a la luz. Sin embargo desde 1973 reportado por Thomas se observé dafio en
el aprendizaje de ratas mediante el analisis de la prueba de evitacion a la luz . La determinacion

de un animal para no permanecer en la zona iluminada es inmediata pero la parte la permanencia
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en la zona oscura es determinante para analizar su estado de ansiedad; cuando éste no es capaz de
reconocer la zona en la que se encuentra inicia con episodios de ansiedad reflejados en la entrada
y salida de la zona oscura e iluminada permaneciendo menor tiempo en la zona de oscuridad. Los
resultados observados en la grafica 22 aunque no muestra diferencias estadisticamente
significativas en los grupos, se observa que el tiempo de ingreso a la zona oscura no es mayor a
12 segundos los animales con bulbectomia tienden a entrar més rapido que los sham, sin
embargo, no permanecen en el area de confort (zona de oscuridad) mostrando los datos en la
gréfica 23 y por lo tanto los animales pasan mas tiempo en el area iluminada; al administrar
antidepresivos con diferentes mecanismos de accion durante los periodos 7, 14 y 21 dias en ratas
con bulbectomia se puede observar la mejora de los dos grupos OBX a los que se les administrd
el antidepresivo agomelatina o fluoxetina teniendo un efecto notorio desde el dia 7, éste efecto
ansiolitico se mantiene para el periodo 14 de administracion y sigue presentando mejoria hasta el

dia 21comparado con el grupo sham.
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Gréfica 22. Tiempo que tarda el animal en Grafica 23. Tiempo total que permanece
pasar de un area iluminada a otra oscura. 4min. oscuridad. 4 min. ANOVA de una via post-hoc
ANOVA de una via post-hoc Bonferroni p< Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo. *diferencia
0.05, n=6/grupo. estadisticamente significativa respecto del grupo

Siguiendo con la prueba de evitacion a la luz los animales tienen como caracteristica la conducta
exploratoria que los empuja a transitar de un area iluminada a la parte oscura para reconocer el
lugar en el cual se encuentran, éste método se ha usado con éxito en ratones [Berrendero and
Maldonado, 2002], en la grafica 24 se detect6 que los animales con bulbectomia tienen mayor
numero de entradas que el grupo Sham, éste dato habla sobre la ansiedad que presentan éstos
grupos ya que al no tener su érgano principal (bulbo olfatorio) terminan la prueba sin reconocer
el lugar. Se puede percibir el efecto de los antidepresivos teniendo una disminucion del pardmetro
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en un corto periodo de administracion desde los 7 dias para el grupo administrado con
Fluoxetina, en cuanto al grupo administrado agomelatina presenta mejoria a partir del dia 14 y

manteniéndose el efecto hasta el dia 21 de administracion en ambos farmacos.

Gréafica 24. Numero de entradas y salidas

il
| | . 4min. ANOVA de una via
post-hoc Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo.
5 I I II I I | *diferencia estadisticamente significativa
respecto del grupo control
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Conducta Motora
La prueba de conducta motora mediante el modelo de Campo abierto descrita por Hall en los 30"s

es una de las pruebas mas antiguas, simples y ampliamente utilizadas ya que se evalla el
comportamiento emocional y de ansiedad, en la grafica 25 y 26 mediante la actividad horizontal
y vertical [Prut and Belzung, 2003; Cérdenas, 2002]; se observa un estado inicial de ansiedad en
los grupos con bulbectomia que concuerda con otros estudios realizados donde éstos animales
visitan un nimero mayor de cuadros comparadas con el grupo sham [Jindal et al., 2015; Morales
et al., 2013; Mostafa et al., 2015; Roche et al., 2007; Song and Leonard , 2005]. A pesar de su
condicidn los grupos administrados con los antidepresivos Agomelatina y Fluoxetina ejercen un
efecto positivo en la disminucién de del nimero de cuadros visitados, los datos del grupo OBX-F
concuerdan con estudios reportados con fluoxetina tras 5 semanas de administracion los animales
presentan mejoria [Roche et al., 2007] en cuanto al nimero de erguidos también se ha
documentado el efecto del mismo farmaco sobre ratas OBX y su mejora frente a Fluoxetina
[Machado et al., 2012], los grupos con el tratamiento de agomelatina también observan una
disminucion en la hiperactividad en nimero de cuadros visitados desde el dia 7, 14 que
concuerda con estudios de ratas SD administradas via intraperitoneal por 14 dias [Norman et al.,
2011], para el dia 21 el efecto se sigue dando para ambos grupos OBXA/OBX-F.
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Gréfica 25. Actividad horizontal, 5min. ANOVA de una Gréfica 26. Actividad vertical, 5min. ANOVA de una
via post-hoc Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo. *diferencia via post-hoc Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo™diferencia
estadisticamente significativa respecto del grupo sham. estadisticamente significativa respecto del grupo sham.

La conducta de acicalamientos en éstos roedores es parte de su comportamiento diario por lo
tanto también se evalla ya que el modelo de depresién mediante la bulbectomia Olfatoria
presenta desinterés asemejando uno de los sintomas en el TDM que es la falta de aseo y cuidado
personal; en la grafica 27 se presentan los resultados de éste parametro donde las ratas sin bulbos
olfatorios pierden el interés por acicalarse, desde el dia 0 donde se muestra que las ratas
bulbectomizadas tienen menor nimero de acicalamientos comparados con las ratas sham; sin
embargo los resultados obtenidos en éste trabajo concuerdan con otros reportes donde la
exposicion a farmacos aumenta el nimero de acicalamientos [Audet et al., 2006], esto se puede
observar ya que ambos antidepresivos presentan una mejoria desde el dia 7 hasta el dia 21 sobre
el animal bulbectomizado, en el farmaco Agomelatina destaca por su efecto en el dia 7, aunque
ha resultado ser controversial [Machado et al., 2012]. En cuanto al nimero de periodos estaticos
que esta intimamente ligado con la actividad horizontal y vertical donde los animales OBX
disminuyen el nimero de periodos estaticos por una marcada hiperactividad. En la grafica 28 las
pruebas iniciales (dia 0) muestran que el grupo sham presenta méas periodos estaticos que los
grupos con bulbectomia, al realizar la administracién de antidepresivos se detecta que el grupo
del farmaco Agomelatina ejerce su efecto inmediato para el dia 7 de administracion y
posteriormente fluoxetina llega a tener el mismo efecto a partir del dia 14, ambos farmacos lo
mantienen en el dia 21. Se ha demostrado que varios antidepresivos como los IMAO o IRSS
(fluoxetina) han sido utilizados para atenuar desordenes conductuales donde los IRSS
incrementan los niveles de serotonina en el medio permitiendo la disminucion de éste desorden,
entre los padecimientos analizados se encuentran: desorden obsesivo compulsivo, bulimia
nerviosa, panico y ansiedad, a pesar de que el mecanismo no esté del todo claro. En el modelo de
depresion mayor (OBX) conductualmente la ansiedad se presenta en éstos roedores; una forma de
analizar este desorden es mediante la conducta motora de manera especifica analizando el tiempo
que pasa el animal en el cuadrante central, los resultados presentados en la grafica 28 que el
grupo de bulbectomia pasa poco tiempo en dicho cuadrante o no llega a pasar por éste al igual
que el grupo OBX-vehiculo éstos resultados concuerdan con [Machado, 2012;] confirmando que
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la administracion de antidepresivos reduce la ansiedad, por otro lado los grupos bulbectomizados
a los cuales se les administrd fluoxetina y presentan un comportamiento de mejora a partir del dia
14 el cual coincide con lo descrito por Borges et al., 2016 Utilizando misma dosis de fluoxetina
en diferente especie (C57B/6J ratdn); el antidepresivo de agomelatina se observa una marcada
mejora desde el dia 14 que sostiene hasta el dia 21 por lo que se observa un efecto ansiolitico

sobre el modelo de depresion mayor.
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via post-hoc Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo. *diferencia via post-hoc Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo. *diferencia
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ANOVA de una via post-hoc Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo.
*diferencia estadisticamente significativa respecto del grupo
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NADO FORZADO
Las graficas 30, 31, 32 y 33 representan los datos parciales en la prueba de Nado Forzado

método realizado por Porsolt en 1977 que evalla la desesperanza mediante la exposicion adversa
en agua donde no hay una forma de escape. En la grafica 30 se observa el tiempo del primer
inmovil en los grupos donde no se encuentran diferencias estadisticamente significativas para
éste parametro, sin embargo en el dia 7 hay una tendencia para sobrevivir por el grupo
administrado con agomelatina. En la grafica 31 se muestra el Tiempo total de Nado donde se
puede ver el efecto de ambos antidepresivos desde el dia 7 y se mantiene hasta la administracion

prolongada de 21 dias para agomelatina y Fluoxetina por lo tanto el efecto que ejercen ambos
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farmacos es favorable ya que aumenta su movilidad dentro del agua y permanece méas tiempo en

la superficie comparado con los animales OBX sin tratamiento.

200

150

l & f :
o * Xk
1 l l M
.
III IIl lI | h
0
0
T T T T
N A ™ N
o A ,\"7‘ q/\—

N v

Tiempo
del primerinmaévil (s)
@ °
° 53

Tiempo
total de nado (s)

Bl siAv Bl oBX WMl osx-v HE 0BX-A OBX-F Bl sham B osx M osx-v HM oBX-A OBX-F
Gréfica 30. Tiempo de la primera inmovilidad 10 min. Grafica 31. Tiempo de nado total 10 min. ANOVA de una
ANOVA de una via post-hoc Bonferroni p< 0.05, via post-hoc Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo. *diferencia
n=6/grupo. estadisticamente significativa respecto del grupo sham.

En el parametro de Tiempo de inmovilidad total se observa incrementado del grupo OBX vy
OBX-V en comparacion con el grupo sham desde el dia 7 hasta el dia 21, por lo tanto se habla de
un bajo sentido de supervivencia en ratas con bulbectomia sin tratamiento que concuerda con los
sintomas de depresion (desinterés por la vida) [Morales et al., 2013; Tasset et al., 2010] ; en
cuanto a los grupos administrados con los antidepresivos podemos ver que asemejan el
comportamiento con el grupo sham desde el dia 7 presentando una marcada mejora
disminuyendo el nimero de inmoviles y por lo tanto presentan mayor sentido de supervivencia
debido al efecto del antidepresivo. En la prueba de struggling/climbing no se observan
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos y concuerda con estudios
anteriores [Borsoi et al., 2014; Morales et al., 2013] esto puede deberse a la prueba misma ya que

por instinto buscan salida rasgufiando las paredes.
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Gréfica 32. Tiempo de inmovilidad total 10 min. ANOVA de Gréfica 33. Struggling 10 min. ANOVA de una via post-
una via post-hoc Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo. *diferencia hoc Bonferroni p< 0.05, n=6/grupo. *diferencia
estadisticamente significativa respecto del grupo sham. estadisticamente significativa respecto del grupo sham.
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Tincion de Hematoxilina y Eosina

El andlisis de la corteza prefrontal (CPF) en rata se llevo a cabo sobre los cortes coronarios de las
areas Cg2 y Cg1l del Giro Cingulado, M2 y M1 vinculado a la parte motriz de rata observado en
la figura 8.

Interaural 9.20 mm Bregma 0.20 mm

Figura 8. Corte coronal de cerebro de rata, areas de la CPF: Cg2, Cgl, M2y M1. Tomado de Paxinosy Watson, 2006.

El estudio de la figura 9 se llevd a cabo para poder observar la diferencia neuronal en las areas
analizadas de la corteza prefrontal las cuales fueron Cgl, Cg2, M1 y M2 de tres diferentes
morfologias celulares Granular, Piramidal y células de la Glia de las cuales se puede observar la
disminucion en la cantidad de neuronas piramidales de los grupos OBX y OBX-V al dia 42 post
cirugia y un aumento en células de la glia en las 4 areas analizadas, autores como Kelly et al. en
1997, Jarosik et al. en 2007 y Bernard en 2010 han reportado cambios neurodegenerativos de
ratas con bulbectomia en areas cerebrales de roedores dentro de las que destacan corteza frontal e

hipocampo.
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AREAS DE SHAM OBX OBX-V OBX-A OBX-F

CEREBRO

Figura 9. Tincién de Hematoxilina y Eosina de Corteza prefrntal areas Cg2, Cgl, M2 y M1 sobre los grupos Sham, OBX (bulbectomia), OBX-V
(bulbectomia + vehiculo), OBX-A (bulbectomia + agomelatina) OBX-F (bulbectomia + Fluoxetina. barra=100 pm.

En la corteza prefrontal se observa la disminucion celular de neuronas granulares y piramidales en el
modelo de depresion mayor y un aumento en la glia (astrocitos y oligodendrocitos); en estudios se ha
correlacionado con el aumento de células Gliares con la presencia de citosinas proinflamatorias (IL-6,
TNF-a) y agentes neurotoxicos en hipocampo y CPF presentando dafio neuronal [Song and Leonard,
2009; Rinwa et al., 2013].
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Gréafica 34. Conteo celular. Células granulares, piramidales y de la glia en diferentes areas de la Corteza Prefrontal Cg2, Cgl,
M2y M1. ANOVA de una via post-hoc Bonferroni p< 0.05, n=4/grupo. *diferencia estadisticamente significativa respecto del grupo sham.

Inmunohistoquimica de Dopamina
Se realizo el analisis sobre CPF en rata wistar al dia 21 de administracion y dia 42 postcirugia

donde se puede observar el cambio en la celularidad de las diferentes areas Cg2, Cgl, M2 y M1

las cuales estan intimamente ligadas con emociones y la parte motriz del roedor.

En la figura 10 analizada después de 21 dias de administracion de los antidepresivos Agomelatina
y fluoxetina podemos observar un aumento en la expresion del neurotransmisor dopamina tanto
en el grupo Sham, Agomelatina y Fluoxetina y una disminucion en la expresién de dopamina
sobre los grupos que fueron sometidos a la extraccion de bulbos olfatorios OBX y OBX-V, éstos
datos contradicen a lo reportado por Edwuarts et al., en 1977 donde no encuentra diferencia en la
presencia de dopamina en el modelo de depresion mayor en rata en CPF.
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20X/40X

Figura 10 . Inmunohistoquimica de Dopamina en Corteza prefrntalde las areas Cg2, Cgl, M2 y M1 sobre los grupos Sham, OBX (bulbectomia),
OBX-V (bulbectomia + vehiculo), OBX-A (bulbectomia + agomelatina) OBX-F (bulbectomia + Fluoxetina. barra=100 um

Inmunohistoquimica del receptor de dopamina DRD2

Se evaluaron las diferentes areas Cg2, Cgl, M2 y M1 de la CPF en rata wistar al dia 21 de
administracion o dia 42 postcirugia donde se puede observar el cambio de la inmunoreactividad
del receptor a dopamina D2 (DRD2).

En la figura 11 se analiza el efecto de Agomelatina y fluoxetina en el que se observa un aumento
en la expresion del DRD2 tanto en el grupo Sham, Agomelatina y Fluoxetina y una disminucion
en la expresion del mismo sobre los grupos con bulbectomia OBX y OBX-V.
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Figura 11. Inmunohistoquimica de DRD2 en Corteza prefrntalde las areas Cg2, Cgl, M2 y M1 sobre los grupos Sham, OBX (bulbectomia),
OBX-V (bulbectomia + vehiculo), OBX-A (bulbectomia + agomelatina) OBX-F (bulbectomia + Fluoxetina. barra=100 um

Con éstos resultados se sugiere el aumento en la expresion del receptor D2 como respuesta al
aumento de dopamina tras una administracion prolongada ya que estudios demuestran que D2S
regula los niveles de éste neurotransmisor disminuyendo la liberacion de dopamina y reduce la
actividad locomotora [Missale et al., 1998; Sibley, 1999]. Agonistas del D2 a bajas dosis

inihiben locomocion y a altas dosis estimulan la locomocion [Beaulieu y Gainetdinov, 2011].
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Determinacion de serotonina mediante la técnica de ELISA

Se llevo a cabo la cuantificacion de serotonina por el método de Elisa en el cual se observa la
concentracion del neurotransmisor en CPF en los diferentes periodos en el cuél se administraron
los antidepresivos agomelatina y fluoxetina al dia inicial dia 0 y después por periodos diarios de
7, 14 y 21dias segun el grupo. Se presentan resultados de la evaluacion llevada a cabo en 3

animales.

En los resultados parciales arrojados en la concentracion de serotonina en CPF de la grafica 35
se ven disminuidos en los animales que se sometieron a cirugia comparados con el grupo sham,
por otro lado, los animales que fueron tratados con los antidepresivos especialmente fluoxetina
presentan un aumento dentro desde el dia 7, el aumento de serotonina para el dia 14 concuerda
con lo reportado por Borges 2016; sin embargo para el dia 21 disminuye considerablemente su
concentracion la cual nos sugiere que diferentes areas del cerebro accionan para regular ésta
cantidad elevada de serotonina, estudios anteriores realizados en el laboratorio donde se reporta
un aumento en la expresion del receptor 5-HT1A en Hipocampo especificamente en el area CA1
junto con el factor AKT [Aparicio Diaz 2014] ya que éste receptor esta intimamente ligado en
el proceso de regulacion en la secrecidn serotoninérgia, se encuentra acoplado a proteina Gi la
cuél a través de una serie de transduccién de sefiales bloguea a FOXO que esta implicado en
procesos de proliferacion, crecimiento, diferenciacion y supervivencia celular y a CREB
vinculado con la regulacion de ritmos circadianos, y modulador universal en procesos de

memoria [ Polter, 2010].

10

Gréfica 35. Concentracion de serotonina (ng/ml) de los grupos Sham,
OBX, OBX-V, OBX-A y OBX-F después de los periodos de
administracion de los antidepresivos . ANOVA de una via post-hoc
Bonferroni p< 0.1, n=3/grupo. *diferencia estadisticamente
significativa respecto del grupo sham.
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La grafica 36 arroja resultados sobre el modelo de bulbectomia que concuerda con la teoria de las
monoaminas en los 60°s dada por Copen en la cual se ve una disminucion marcada en la
concentracion de monoaminas principalmente serotonina, en éstos resultados tras una
administracion prolongada de agomelatina el neurotransmisor va a la alza y se confirma la
hipdtesis de éste trabajo en donde es notorio el aumento en la concentracion de serotonina en
corteza prefrontal después de un tratamiento crénico con agomelatina complementando lo que
reporté Bodiant en 2010 donde detecta aumentos en la concentracion de dopaminay
noradrenalina pero no en serotonina tras la administracion Unica de agomelatina a diferentes
concentraciones en CPF; por lo que el efecto del farmaco como antidepresivo sobre los niveles
de serotonina se ve reflejado 21 dias después del inicio del tratamiento en el modelo de depresion
mayor.

-®- Sham
- OBX
¥ OBX-A

[Serotonina] ng/mi|
D
1

dia 0 dia 7 dia 14 dia 21

Gréfica 36 . Representacion grafica de la concentracion de serotonina (ng/ml) de
los grupos Sham, OBX, OBX-A y OBX-F después de los periodos de
administracion de los antidepresivos. ANOVA de una via post-hoc Bonferroni p<

0.1, n=3/grupo. *diferencia estadisticamente significativa respecto del grupo sham.
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CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos sobre el modelo de Depresion Mayor mediante la bulbectomia olfatoria

exhiben conductas puntuales que emulan perfectamente con el comportamiento humano el cual
cursa con un TDM como son reduccion marcada en el peso; disminucion en su aseo, episodios de
ansiedad y un bajo sentido de supervivencia. Las diferentes pruebas conductuales como Nado
Forzado, Luz/Oscuridad y Campo abierto nos permiten evaluar y comparar el efecto de ambos
antidepresivos (Agomelatina y Fluoxetina) asi establecer el tiempo de mejora en los diferentes

periodos sobre el modelo de Depresion Mayor.

Los datos en el comportamiento conductual del animal se correlaciona con la decadencia
neuronal en corteza prefrontal ya que en ésta area se lleva a cabo la toma de decisiones, el
pensamiento y parte motriz teniendo; tras someter a los animales a una terapia con antidepresivos
se observa mejoria debido al tratamiento prolongado con los antidepresivos agomelatina y

fluoxetina.

En cuanto a la concentracion de los neurotransmisores corroboramos la disminucion de
dopamina en CPF en los grupos con bulbectomia olfatoria, y la sobre expresion de éste
neurotransmisor después de la administracion por 21 dias de ambos antidepresivos (agomelatina
y fluoxetina) sugiriendo como mecanismo de regulacién la expresion del receptor de Dopamina
DRD2 ya que es el principal regulador de la liberacion de dopamina. En cuanto a la
concentracion de serotonina se ve confirmamos la hipétesis planteada en el trabajo donde el
farmaco de agomelatina tiene un efecto indirecto positivo sobre las concentraciones de

serotonina en CPF tras una administracion prolongada..

PERSPECTIVAS
El trabajo presentado solo se enfoca al area de la corteza prefrontal por lo que se sugiere realizar

RT-PCR del receptor de dopamina DRD2 involucrado en la sobre expresion de dopamina.

Es importante analizar la expresion y presencia del receptor DRD2 en otras areas del cerebro
como el area Ventral Tegmental y el Ndcleo dorsal del rafe para saber como se encuentran
regulando la liberacion de neurotransmisores en las neuronas dopaminergicas y serotoninérgicas

para elucidar mejor el efecto del antidepresivo Agomelatina
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ANEXOS

Materiales y Reactivos

ANALISIS ESPECIFICACIONES
Peso Balanza rango de 1-1500g
Temperatura Termodmetro digital Sejoy rango 30-42°C

Material de vidrio

Pyrex, portaobjetos y cubreobjetos

Balanza analitica

Precisa, Modelo XT220A

Parrilla con

agitacion Thermolyne SP-131325, con 10 niveles de calentamiento
Potenciometro Conductronic modelo 100H

Estereotdxico Biogen base en U

Taladro Dremel modelo 7700

Esponja quirurgica

Gelfoam 10x8x0.8cm

Jeringas

Insulina, 3y 5ml,

Materiales varios

Sanitas, algodén, isopos, guantes de nitrilo, cubrebocas

Material

De acero inoxidable, pinzas de microcirugia, tijeras, navajas tipo industrial,

quirdrgico suturas
Benzal, PBS 1X, alcohol, clorhexidina, anestésico(Ketamina/Xilacina),
Soluciones formalina 4%, H,0,
Antidepresivos Fluoxetina (Indozul/Degort’s) Agomelatina (Valdoxa/Servier )
Micropipetas Gilson/Eppendorff 20, 100, 200, 1000ul
Microtomo Microm HM310
Vibratomo Leica VT1000s
Alimento 5001 para rata, galletas chokis gamesa
Parafina Paraplast Leica
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Clasificacion de Depresion de la American Psychiatric Association,

El DSM-IV publicado en el 2002 sigue siendo utilizado debido a la controversia que todavia

existe con el nuevo DSM-V sobre la clasificacion de los desérdenes mentales que incluyen al

Trastorno de depresion Mayor.

En el 2013 se publicd la quinta edicion del DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders) la cual divide la anterior clasificacion de “trastornos del estado de animo’
“trastornos depresivos” y “trastornos bipolares”. El DSM-5 no introduce cambios significativos
respecto a los criterios diagnosticos del DSMIV- TR para el episodio de depresion mayor excepto
de las modificaciones y especificaciones para describir el estado clinico del paciente. La
caracteristica esencial continda siendo un periodo de al menos 2 semanas consecutivas en el que
la persona manifiesta un minimo de 5 sintomas de los cuales al menos 1 tiene que ser estado de

animo depresivo y/o disminucion del interés o placer. El cuadro depresivo mayor puede dividirse

en leve, moderado y severo.

Criterios diagnosticos de trastorno de depresion mayor segun DSM-5

(1)
@

©)

ITSE

A. Cinco (o mas) de los sintomas siguientes han estado presentes durante el mismo periodo de dos sema-
nas y representan un cambio de funcionamiento previo; al menos uno de los sintomas es (1) estado de
animo depresivo o (2) pérdida de interés o de placer.

Estado de animo deprimido la mayor parte del dia, casi todos los dias, segin se desprende de la
informacion subjetiva o de la observacion por parte de otras personas.

Disminucion importante del interés o el placer por todas o casi todas las actividades la mayor parte
del dia, casi todos los dias (como se desprende de la informacion subjetiva o de la observacion)
Pérdida importante de peso sin hacer dieta o0 aumento de peso, o disminucion del apetito casi
todos los dias

Insomnio o hipersomnia casi todos los dias.

Agitacion o retraso psicomotor casi todos los dias.

Fatiga o pérdida de energia casi todos los dias.

Sentimiento de inutilidad o culpabilidad excesiva o inapropiada (que puede ser delirante) casi todos
los dias (no simplemente el autorreproche o culpa por estar enfermo).

Disminucion de la capacidad para pensar o concentrarse, o para tomar decisiones, casi todos los
dias (a partir de la informacion subjetiva o de la observacién por parte de otras personas).
Pensamientos de muerte recurrentes (no solo miedo a morir), ideas suicidas recurrentes sin un plan
determinado, intento de suicidio o un plan especifico para llevarlo a cabo.
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B. Los sintomas causan malestar clinicamente significativo o deterioro en lo social, laboral u otras areas
importantes del funcionamiento.

o

El episodio no se puede atribuir a los efectos fisioldgicos de una sustancia o de otra afeccion médica.

D. El episodio de depresion mayor no se explica mejor por un trastorno esquizoafectivo, esquizofrenia,
trastorno esquizofreniforme, trastorno delirante, u otro trastorno especificado o no especificado del
espectro de la esquizofrenia y otros trastornos psicoticos.

E. Nunca ha habido un episodio maniaco o hipomaniaco.

Los cambios ejecutados sobre éste punto son los siguientes:

— Una reaccién o proceso de duelo no excluye la existencia de un episodio depresivo mayor,
indicando la conveniencia de valorar la presencia de depresién mayor ademas de la respuesta

normal a una pérdida significativa.

— Se introduce el especificador “con caracteristicas mixtas” que identifica los cuadros en los que
coexisten sintomas depresivos con al menos 3 sintomas maniacos/hipomaniacos de un listado de
7. No obstante, las personas cuyos sintomas retnan los criterios de mania o hipomania, tendran el

diagnostico de trastorno bipolar I o trastorno bipolar I, respectivamente.

— Otro especificador nuevo hace referencia a los cuadros de depresion mayor que cursan con
sintomas ansiosos, en este caso la presencia de al menos 2 sintomas de ansiedad de un listado de

5 hacen a la persona tributaria del especificador “con ansiedad”.

— Se cambia la especificacion “de inicio en el postparto” por la de “con inicio en el periparto”
ampliandose la posible presencia de un cuadro de depresion mayor a la etapa de embarazo,

ademas de las primeras 4 semanas del postparto contempladas anteriormente.

— Se traslada la especificacion de “cronico” del trastorno depresivo mayor a los trastornos
depresivos persistentes (distimia), de modo que, ademas de la distimia, se contempla la
posibilidad de un trastorno depresivo mayor crénico o con episodios intermitentes, excluyéndose
la exigencia que planteaba el DSM-IV-TR de que la persona no hubiese sufrido un episodio

depresivo mayor durante los 2 primeros afios de la alteracion.
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Técnica Inclusion en Parafina (CPF de rata)
Las muestras (cerebro de rata wistar) se conservaron en formalina al 4% a temperatura ambiente

hasta su analisis minimo 7dias en la solucion.
-PBS 1X 1hr

-PBS 1X 1hr

-Alcohol 70% 1hr

-Alcohol 80% 1hr

-Alcohol 1 - 96% 1hr

-Alcohol 2 - 96% 1hr

-Alcohol 100% 1hr

-Xilol — Alcohol 1hr

- Xilol 1 1hr

- Xilol 2 1hr

-Parafina - Xilol 1hr

-Parafina 1 1hr (bafio Maria por debajo de 55°C)
-Parafina 2 1hr (bafio Maria por debajo de 55°C)
Inclusion:

Se coloca el tejido en los moldes, se vierte la parafina y se coloca la cnastilla (se deja enfriar de

preferencia en placas congeladas).

Fundamento:

La técnica que consiste en deshidratar una pieza de tejido para posteriormente sumergirla en
parafina liquida penetrando en el tejido para darle estabilidad (limpieza y dureza) ademas de

conservar la forma del tejido y disposicion espacial de las células.
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Tincion de Hematoxilina-eosina

Una vez obtenidos los cortes en los portaobjetos se lleva a cabo la desparafinacion:
-Derretir la parafina durante 30 min. en estufa a 65°C

-Xilol 1: 10 min.

-Xilol 2: 15 bafios

-Xilol-alcohol: 15 bafios

Acohol 100% 1: 15 bafios

Acohol 100% 2: 15 bafios

Alcohol 96% 1: 15 bafios

Alcohol 96% 2: 15 bafios

Hidratar en lo que se traslada para colocarla en el colorante
Hematoxilina de Harris 5 min.

Agua de llave: enjuagar

Carbonato de Litio: 1 bafio

Agua destilada: 2,3 bafios

Eosina: 40 seg

Agua destilada: enjuagar

Comienza el proceso de deshidratacion:
Alcohol 96% 2: 15 barios
Alcohol 96% 1: 15 bafios
Acohol 100% 2: 15 bafios

Acohol 100% 1: 15 bafios
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-Xilol-alcohol: 15 bafios
-Xilol 2: 15 bafos

-Xilol 1: 15 bafos

-Colocar sin dejar secar resina sintética Entellan y cubre objetos.

-Secar y limpiar

Fundamento:

La tincion se realiza para ver la estructura completa de la célula que consta del citoplasma y

ndcleos en un contraste colorimétrico.

La eosina es un colorante &cido Na+ Anilina™ se une a los componentes del medio a través
interacciones electrostaticas sobre los grupos amino ionizados de las proteinas como filamentos.
Por otro lado la hematoxilina posee propiedades semejantes a las anilinas basicas los cuales
reaccionan con los grupos anionicos como los grupos fosfatos de los acidos nucleicos (ADN y
ARN), grupos sulfato de los glucosaminoglucanos y los grupos carboxilo de las proteinas la

reaccion de éstos grupos varia segun el pH.
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Inmunohistoquimicas
Laminillas silanizadas con Tejido 5 micras.

Colocar en estufa 30 min. A 60°C

Desparafinacion

Xilol 1----------=-m-ememm 10 min.

Xilol 2-------------oememo- 15 bafios
Alcohol-xilol------------- 15 bafios
Alcohol 100 % 1--------- 15 bafios
Alcohol 100 % 2--------- 15 bafios
Alcohol 96% 1----------- 15 bafios
Alcohol 96% 2----------- 15 bafios

3 lavados con PBS

Recuperacion del antigeno

Diva de cloacker dilusion 1:10 en agua destilada 40 min a 60°C

Enfriar a temperatura ambiente 10-20 minutos

Inactivacion de peroxidasa endogena H202 0.3% (10 min)

3 lavados. PBS

Bloqueo con albdmina libre de 1gG al 2% horas

Zonas hidrofobas/diluir con SSI 0.9% 50 microlitros a temperatura ambiente

Anticuerpo primario diluidos en azida de sodio 0.1% incubado a 4°C por un tiempo
dependiendo cada antigeno.

3 lavados con PBS
Anticuerpo secundario 2 horas temperatura ambiente

3 lavados con PBS
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Revelar con DAB (diaminobencidina)
Solucion de DAB A 50 microlitros 5 minutos
Solucion de DAB B 50 microlitos al vire

3 lavados con PBS

Si se hace contratincion con hematoxilina agregar después de la hematoxilina carbonato de Litio
1% al vire.

3 lavados con PBS

Deshidratacion

Alcohol 96 % 2-------------- 15 lavados
Alcohol 96 % 1-------------- 15 lavados
Alcohol 100 % 2------------- 15 lavados
Alcohol 100 % 1------------ 15. lavados
Alcohol-xilol----------------- 15 lavados
Xilol 2----------=-m-m e 15 lavados
Xilol 1----------mmmmmmmmmm - dejar hasta montar

Montar con resina.
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Dopamina

ZEnzo

PRODUCT DATA SHEET

Dopamine polyclonal antibody

BML-DA1140
Product NumberiSizes
EML-DAT140-D100 100 pl
EML-DAT140-D025 25
Product Specifications
HOST: Rabbit
IMMUNOGEN: Dopamine.
SPECIES REACTIVITY: Species independent
APPLICATIOMNS: ELISA, IHC
FORMULATION: Liquid. Antiserum containing 0.1% sodium azide.
SHIPPING: Shipped on Blue ke
LOMNG TERM STORAGE: -20°C
Revised 26-Jul-16

|

Physical State: Freeze-dried powder

Storage:

Store freeze-dried powder at 2-8°C. When ready to
use, rehydrate with indicated volume of d. water and
centrifuge if not clear. Product is stable for about 6
weeks at 2-8°C as an undiluted liquid. Prepare working
dilution fresh each day. For extended storage after
rehydration, add an equal volume of glyceral (ACS
grade or better) for a final concentration of 50%, and
store at-20°C as a liquid. Note: after the addition of
glycerol, the concentration of protein and bufer salts is
one-half ofthe original. Alternatively, aliquot and freeze
the product at-70°C or below in the absence of
glycerol. Avoid repeated freezing and thawing.
Expiration date: one year from date of rehydration.
However, the expiration date may be extended ifthe
product is stored according to the recommendation and
the test results are acceptable for its intended use.

Purity: The antibody was purified from antisera hy
immunoafinity chromatography using antigens
coupled to agarose beads.

Buffer: 0.01M Sodium Phosphate, 0.25M MaCl, pH 7.6
Stabilizer: 15 mg/ml Bovine Serum Albumin (lgG-Free,
Protease-Free)

Preservative: None (Wamning: Use of sodium azide as
a preservative will substantially inhibit the enzyme
activity of horseradish peroxidase.)

Suggested Working Concentration or Dilution Range:
ELISA-1:5000-1:100,000

Wiestern Blot- 1:5,000-1:100,000 (non-ECL}) / 1:10,000-
1:200,000 (ECL)

Histo-/Cyto-Chemistry:- 1:500-1:5,000

Dilution factors are presented in the form of a range
hecause the optimal dilution is a function of many
factors, such as antigen density, permeability, etc. The
actual dilution used must be determined empirically.
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Deteccion de serotonina por el método de Elisa

Preparacion del tejido de corteza prefrontal

Se realiza el homogenado del tejido 50 mg de tejido / 250 microlitros PBS 1X. Homogenizar
con hielo seco, dos ciclos de congelacion/descongelacion, para romper las membranas celulares.
Centrifugar a 15 minutos 1500 x g (o 5000 rpm). Remover el sobre nadante y realizar el ensayo.
Almacenar a -20°C y -80°C.

Procedimiento
Determinar nUmero de pozos para usar.

Eliminar los pozos que no son necesarios para el ensayo, regresarlos con el desecante y sellar,

almacenar 4°C.

1.- Pipetear 150 microlitros de buffer de ensayo dentro de los pozos (enlaces no especificos).
2.- Pipetear 100 microlitros de buffer de ensayo dentro del Bo los pozos (Ong/ml standar).
3.- Pipetear 100 microlitros de Standar #1 al #6 en los pozos (hasta el fondo).

4.-Pipetear 100 microlitros de las muestras en cada pozo, del #1 al #6.

5.- Pipetear 50 microlitros del conjugado dentro de cada pozo excepto TA y el blanco.

6.- Pipetear 50 microlitros del anticuerpo en cada pozo, excepto el blanco, TA y NSB.

7.- Sellar la placa. Incubar por dos horas, mezclar vibradora 500rpm a temperatura ambiente.

8.- Vaciar los contenidos de los pozos, y lavar con 400 microlitros del buffer. En cada pozo tres
lavados. Vaciar bien los pozos y golpear la placa sobre una servilleta para quitar los residuos del
buffer de lavado.

9.- Pipetear 5 microlitros del conjugado (diluido 1:20) a los TA.
10.- Agregar 200 microlitros de la solucion con el sustrato en cada pozo.

11.- Incubar por una hora a temperatura ambiente, mezclando.
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12.- Pipetear 50 microlitros de la solucién de paro en cada pozo.

13.- Después de blanquear leer contra el blanco (sustrato) a 405 nm. Si la lectura del plato no se
ajusta al blanco se puede leer manualmente densidad Optica del blanco del sustrato de las

Reacciones.

£ Enzo

PRODUCT DATA SHEET

Serotonin ELISA Kit

ADI-S00-175

Easy-to-use, well-validated serotonin ELISA Kit for hormone research.
Product Number!Sizes

ADFI00-175 55 wells:

- Highly sensitive measurement of serotonin, detecting as little as 0.293 ng/mi

« Mo acylation required for standards and samples

« Thoroughly validated in multiple complex sample matrices

« High throughput format with resulis in just 3 hours for up to 39 samples in duplicate
« Fully quantitative results that surpass semi-quantitiave Westem blot analysis

The Serotonin E1A ki ks a eolorimetnic compabiive enzyme Immunoassay bt with results In 3 hours.

FProduct Specifications

ALTERNATIVE NAME: 5-HT, S-hydmowytrypiamine
SENSITIVITY: 0.253 ngiml {range 0.49 - 500 ng/mi)
ASSAY TIME: 3 hours

APPLICATIONS:
APPLICATION NOTES:

SPECIES REACTIVITY:
CROSSREACTIVITY:

USE/STABILITY:
SHIPPING:
KITISET CONTAING:

SCIENTIFIC BACKGROUND:

BIBo (%)

100

s0

ELISA, Coborimetric getection

Far the quantitaiive determination of Sernionin In pEatelsts, pEsMa, SEMum, and urine Tom any spacies.
Cited sampie type Inciudes cufiure supematant.

Specles ndependent

M-acetyl sertonin {17%), S-hyd ~ryptophan (D.4%}, Trypamine [0.1%), S-nydraxyindoieacatic
acid [0.03%), Melatonin {[L01%), Tyramine {<0.004%), Trypiophan {=0.004%)

Store al componenis at +4; except antibody, standard, conjugate at-20%,

Shipped on Biue loe

GuR 19G Microfier plate, Conjugate, Antibody, Assay bulfer, Wash buffer concentrate, Standard, pHpp
Subsirate, Siop soiution

Serotonin {S-hydroaxytrypamine, S-HT) is 3 monoaming found In the: Seniral nervous sysiem,
gastroiniesInal tract, and biood with broad physioiogical TuncHons In NEUrDENsMISSIoN, gasine motiity,
hemostasks, and cardiovascular integrity. Seven subdiasses [5-HT 1-7) of sencionin receptors have been
Identined, 3 majrty of which are memaers af the saven ransmemarane domain-containing GPCR
amilly, and are the tanget of everal ant-deoressant onugs. The S-HT1 SUDCISSs CONSsts of five highly
homaologous recaplors Mat couple wia G{lio) alpha subunits 1o INhibit agenylyl cyciase acthity. S-HT1A
expression In mammals s strongest In CHS Imbic pathways that control emotion, Inciuding tisswe of the
nippocampus, dorsal rAphe, and sepoum.

o4

Fos

Optical Density

—O— B/Bo (%)
oD

Foz

Fot

|

Serotonin Concentration (ng/mL)

10 100 1000
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Pruebas Conductuales

Discriminacidn olfatoria

Para ésta prueba se utilizé una caja de plastico semitransparente con las medidas 34cm de largo x
27cm de ancho y 22cm de altura, tras un ayuno prolongado de 12 horas se expuso a cada animal
al estimulo oloroso ya que se colocaron 2 galletas de chispas de chocolate (chokis- gamesa) en
esquinas opuestas escondidas debajo de una capa de aserrin en la base de la caja (259 aprox.) se
grab6 durante 5 minutos tomando el tiempo en que tardaba el animal en encontrar a la primera

galleta. Esta prueba se realiz6 entre 7:00am-8:300am.

Luz Oscuridad
Con lo reportado inicialmente por Crawley y Goodwin en 1980 inicialmente usado con ratones

se realizan modificaciones, el aparato fabricado de carton utilizado es completamente negro
tanto por dentro como por fuera con medidas 50cm de largo x 32cm de ancho y 25cm de altura,
se dividié a la mitad donde una zona estaba en completa oscuridad y la otra quedaba al
descubierto para ser iluminada con una l&mpara de lets, ambas areas se conectan a través de una
puerta; la prueba tuvo una duracion de 4 min. Donde se evalud el tiempo de latencia, Tiempo
total en el area oscura y el nimero de entradas que relizaba el animal. Este andlisis se llevd a

cabo entre las 7:30am -9:0 Oam.

Campo abierto
Esta prueba es una de las més antiguas y mayormente reportadas debido a su facil evaluacion,

utilizada por Hall en 1960 la prueba se lleva a cabo en un dispositivo cibico de madera con
medidas de 6cm de largo x 60cm de ancho y 60 cm de alto donde la base se divide en 3
cuadrantes de 20cm x 20cm. La prueba consiste en colocar al animal en el cuadrante medio y
evaluar la conducta horizontal (nimero de cuadros visitados), vertical (nUmero de erguidos),
acicalamientos y conducta estatica >3segundos, grabando durante 5 min. Se evalud entre
8:30am-9:30am.
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Nado Forzado
La prueba modificada del protocolo inicial de Porsolt en 1977 consta de un cilindro de acrilico el

cual es transparente y nos permite observar ampliamente el movimiento del animal cuando es
expuesto al evento adverso. La duracion de la prueba consta de un solo periodo de 10min donde
el animal es colocado en el cilindro llenado hasta 40cm de su capacidad manteniendo una
temperatura de 25°C x2°C en la que se estima el tiempo total de nado, tiempo total de
inmovilidad, tiempo de lucha o escalamiento (struggling/climbing). El estudio fue hecho entre las
11:00am — 1:00pm.
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INTERACCION DE SEROTONINA Y FARMACOS ANTAGONISTAS FRENTE AL
RECEPTOR DE SEROTONINA (5- HIDROXITRIPTAMINA 2C) Y EL ANALISIS DE
AGOMELATINA Y FLUOXETINA.

La serotonina es un neurotransmisor el cual se sintetiza en la célula a partir de L-Triptofano
observado en torrente sanguineo, pertenece a la familia de las indol aminas, su estructura se basa
en una amina aromatica compuesta por un anillo indol hidroxilado en la posicion 5 y una cadena
lateral etilamino. Dado que la indolamina no puede cruzar la barrera hematoencefalica, toda la
serotonina neuronal del sistema nervioso central se sintetiza localmente, también se ha observado
presencia de serotonina en plaquetas.

La serotonina es degradada por monoaminoxidasas transformandolas en 5-hidroxiindolacético en
el espacio intersinaptico.

La manera en como las neuronas se comunican es a través de neurotransmisores que son
liberados al espacio extracelular para interaccionar con receptores de las neuronas post
sinapticas. Existen 7 familias de receptores de serotonina acoplados a la proteina G, dénde 5-HT3
es la excepcion, la familia 5-HT1 tiene 5 subtipos A, B, D, E, F; 5-HT2 tiene 3 subtipos A, B, C,
completando 13 receptores diferentes. Los autorreceptores son 5-HT1A y 1B.

Estructura quimica de la serotonina y los farmacos antagonistas Agomelatina y
Fluoxetina.

Los grupos funcionales en la serotonina 5-hidroxitriptamina se observan con una carga positiva
en su compuesto amino primaria, una carga parcial negativa en el NH del anillo y una carga
parcial negativa en el grupo Hidroxilo los cuales ayudan a las interacciones con el receptor.

La agomelatina N-[2- (7-metoxinaftalen-1-il) etilJacetamida donde el compuesto metoxinaftalen
presenta propiedades hidréfobas posee poca reactividad lo que hace estable ésta parte (C-0O), en
la parte de la acetamida el estado de la amina secundaria tiene una carga parcial positiva,
mientras que el oxigeno del carbonilo tiene una carga parcial negativa formando un dipolo
eléctrico.

La fluoxetina N-metil-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propan-1-amina el trifluorometil tiene
como caracteristica una fuerte electronegatividad debido a los 3 fluoruros que estdn como
sustituyentes en compuestos que frecuentemente son acidos fuertes, con respecto al fenoxi se
observa una carga parcial negativa sobre el oxigeno y en el N de la amina se observa una carga
formal positiva.

No sea esclarecido la forma de interaccion especifica de los antagonistas agomelatina y
fluoxetina frente al receptor 5-HT2C, sin embargo mediante su estructura y el analisis de otros
compuestos estudiados se pueden inferir los sitios de contacto que producen el efecto antagonico.
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Analisis de la estructura del receptor transmembranal.

La secuencia de aminoéacidos del receptor 5-HT2C donde el extremo amino terminal se encuentra
en la parte extra celular y el grupo carboxilo terminal en el citoplasma celular, se observa en la
siguiente figura:
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El andlisis sobre el receptor 5-HT2C se lleva a cabo con rearreglos de las 7 estructuras
transmembranales alfa hélices estudiando la hidrofobicidad de los aminoacidos que estructuran a
la proteina mediante SCRWL (Prediction of protein side-chain rotamers from a backbone-
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dependent rotamer library: a new homology modeling tool) dondea partir de lo predicho las alfa
hélices se van rotando en orden 3, 2, 1, 7, 6, 5, y 4, comenzando con £5° hasta 25° obteniendo
del 1 al 7 dominio transmembranal de alfa hélices con &ngulos 0°, 5°, 10°, 5°, 55°, 0° y 10°.

Se observan los siguientes residuos altamente conservados (Clase A/GPCRs): ASN71 hélice 1,
ASP99 hélice 2, TRP179 hélice 4. Los siguientes aminodcidos altamente conservados en
mamiferos: ASP134 hélice 3, TRP324 hélice 6, ASN364 hélice 7.

Experimentos sugieren la formacion de puentes de hidrégeno entre el ASP99 (hélice 2) y ASN71
(hélice 1) y ASN364 (hélice 7), el ASP134 (hélice 3) la amida enlaza con aminas biogeénicas, el
TRP179 (hélice 4) es altamente conservado y estabiliza la estructura, el TRP324 (hélice 6) se
cree que es importante para la activacion, en la hélice 5 no hay un aminoacido conservado y se
sugiere la interaccion con el ligando especifico.

En la siguiente figura se observa la prediccion de la estructura proteica apo 5-HT2C indicando a
los 6 aminoéacidos en cada hélice.

Prediccion de la interaccion entre el sitio del ligando (serotonina) y el receptor (5-HT2C).

Interacciones del receptor 5-HT2C con la serotonina

La serotonina es un agonista enddgeno de varios receptores, en el receptor 5-HT2c tiene como
constante de enlace K=16nM, los analisis arrojados muestran las interacciones de los grupos R de
aminoéacidos especificos del receptor con los grupos funcionales de la serotonina:

ASP134 (hélice 3) forma un puente salino de su grupo carboxilo terminal con la amina primaria
de la serotonina ya que posee una carga parcial positiva (8.7 Kcal/mol).
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SER138 (hélice 3) forma un puente de hidrégeno entre su grupo OH y el H de la amina primaria
(5.7 Kcal/mol).

PHE223 (helice5) posee interacciones de van der Waals con el anillo indol de la serotonina (3.0
Kcal/mol) y PHE 328 (hélice6) (4.9 Kcal/mol) debido a los dipolos temporales generados la
indolamina se encuentra en medio de ambos aminoacidos.

SER219 (hélice 5) forma un puente de hidrégeno entre su OH y el H de la amina del indol (6.5
Kcal/mol).

SER141 (hélice 3) (3.3Kcal/mol) y TRP324 (helice 6) (2.0 Kcal/mol) forman puentes de
hidrégeno con el sustituyente OH del anillo indol de la serotonina.

11e332 (hélice6) se observa la interaccion de fuerzas de van der Waals con el anillo indol de la
serotonina. (2.0 Kcal/mol).

Interacciones entre el receptor 5-HT2C y la serotonina en la siguiente figura.

En la siguiente tabla se comparan los aminoacidos de dos receptores de serotonina que
independientemente de la posicion interaccionan con los grupos funcionales de la serotonina.
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Aminoacido 5-HT2A Aminoacido 5-HT2C
ASP155 (hélice 3) ASP134 (hélice 3)
SER159 (hélice 3) SER138 (hélice3)
SER239 (hélice 5) SER219 (hélice 5)
PHE?243 (hélice5) y PHE244 (hélice5) PHE223 (hélice 5) y PHE224 (hélice 5)
LEU339 (hélice 6) mutacion a PHE PHE328 (hélice 6)
ALA336 (hélice 6) mutacion a TRP TRP324 (hélice 6)

Interacciones del receptor 5-HT2C con farmacos antagonistas

La ritanserina es una antagonista del receptor 5-HT2C se utiliza en el tratamiento de la cefalea
cronica con la depresion; su constante de enlace K=0.25nM las interacciones mas marcadas con
el receptor son:

Ritanserin
Ki=0.25+£0.25
antagonist

ASP134 (hélice 3) forma un puente salino con el grupo carboxilo y la amina de la piperidina (9.6
Kcal/mol).

TRP324 (hélice 6) la amina del anillo hace un puente de hidrogeno el oxigeno de la pirimidina
del farmaco (8.5 Kcal/mol).

PHE137 (hélice 3) (4.9 Kcal/mol) y ASN331 (hélice 6) (2.2 Kcal/mol) tienen interaccion de
fuerzas de van der Waals con el grupo aromatico tiazolo-pirimidina del antagonista.

ILE332 (hélice 6) (4.1Kcal/mol) y VAL215 (hélice 5) (3.5 Kcal/mol) tienen interacciones de
fuerzas de van der Waals con los grupos fluorofenil del farmaco.
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La tabla resume los aminoécidos que interaccionan tanto con el fArmaco antagonista como con la
serotonina.

Aminoacido 5-HT2C/serotonina Antagonista Ritanserina
ASP134 (hélice 3) ASP134 (hélice 3)
SER138 (hélice3) X
SER219 (hélice 5) X
PHE223 (hélice 5) y PHE224 (hélice 5) X
PHE328 (hélice 6) X
TRP324 (hélice 6) TRP324 (hélice 6)
X PHE137 (hélice 3) y ASN331 (hélice 6)
X ILE332 (hélice 6) y VAL215 (hélice 5)

La metergolina es un antagonista del receptor 5-HT2C es un analgésico para el dolor de cabeza
especialmente en migrafia presenta una constante de enlace K=0.9nM.

N

5O

Metergoline
Ki=029+0.11
antagonist

Los sitios de contacto entre el antagonista y el receptor 5-HT2C son:

ASP134 (hélice 3) forma un puente salino con el nitrégeno protonado de la ergolina (10.9
Kcal/mol).

SER138 (hélice 3) forma un puente de hidrégenno ambos grupos tanto de la amida y como del
carboxil del éster (7.4 Kcal/mol).
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VAL215 (hélice 5) (5.9 Kcal/mol) y PRO190 (hélice 4) (4.7 Kcal/mol) tiene interacciones de
fuerzas de van der Waals con el grupo aromatico ergolina.

ILE142 (hélice 3) (2.9 Kcal/mol) y ILE 182 (hélice 4) (2.0 Kcal/mol) tienen interacciones de
fuerzas de van der Waals con el grupo fenil del antagonista.

En el siguiente cuadro se comparan las intreacciénes de la serotonina y el antagonista

metergolina con el receptor 5-HT2C.

Aminodacido 5-HT2C/Serotonnina

/Antagonista Metergolina

ASP134 (hélice 3)

ASP134 (hélice 3)

SER138 (hélice3)

Ser 138 (hélice3)

SER219 (hélice 5) X
PHE223 (helice 5) y PHE224 (hélice 5) X
PHE328 (hélice 6) X
TRP324 (hélice 6) X

X

VAL215 (hélice 5 y PRO190 (hélice 4)

X

ILE142 (hélice 3) y ILE 182 (hélice 4)

La metiotepina es una antagonista del receptor 5-HT2C el cuél es utilizado como antipsicotico,

su constante de enlace es K=0.35 nM .

b

—

\_7
/

8

Methiothepin
Ki=0.35+£0.35
antagenist

La forma de interaccion que se presenta entre el receptor 5-HT2C y el antagonista metiotepina se

da con los siguientes aminoacidos.
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ASP134 (hélice 3) el grupo OH forma un puente salino con el proton del N central de la

metiotepina (12.2 Kcal/mol).

SER219 (hélice 5) forma un puente de hidrogeno con la NH de la piperazina (2.8 Kcal/mol).

PHE190 (hélice 4) (-3.9 Kcal/mol), TRP128 (hélice 3) (2.8 Kcal/mol) y VAL225 (hélice 5)
tienen fuerzas de van der Waals con los dos anillos benceno del antagonista.

ILE138 (hélice 4) tiene interacciones de fuerzas de van der Waals con el tiol éter (2.5 Kcal/mol).

Aminoacido 5-HT2C/Serotonina

/Antagonista Metiotepina

ASP134 (hélice 3)

ASP134 (hélice 3)

SER138 (hélice3) X
SER219 (hélice 5) Ser 219 (hélice 5)
PHE223 (hélice 5) y PHE224 (hélice 5) X
PHE328 (hélice 6) X
TRP324 (hélice 6) X

X PHE190 (hélice 5), TRP128 (hélice 3) y
VAL225 (hélice 5)
X ILE138 (hélice 4)

En la siguiente figura se muestra la interaccion del farmaco ritanserina, metergolina y

metiotepina sobre el receptor de serotonina 5-HT2C.
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La siguiente tabla muestra los aminoacidos en comdn que interaccionan entre la serotonina y el

receptor 5-HT2A y 5-HT2C con los farmacos antagonistas.

Aminoacido 5-
HT2A/Serotonina

Aminoacido 5-
HT2C/Serotonina

/Antagonista
Ritanserina

/Antagonista
Metergolina

/Antagonista
Metiotepina

ASP155 (hélice 3)

ASP134 (hélice 3)

ASP134 (hélice
3)

ASP134 (hélice
3)

ASP134  (hélice
3)

SER159 (hélice 3) | SER138 (hélice3) | X Ser 138 | X
(hélice3)
SER239 (hélice 5) SER219 (hélice 5) | X X Ser 219 (hélice 5)
PHE243 (hélice5) y | PHE223 (hélice 5) | X X X
PHE244 (héliceb) y PHE224 (hélice
5)
LEU339 (hélice 6) | PHE328 (hélice 6) | X X X
mutacién a PHE
ALA336 (hélice 6) | TRP324 (hélice 6) | TRP324 X X
mutacién a TRP (hélice 6)
X X PHE137 (hélice | VAL215 PHE190 (hélice
3) y ASN331 | (hélice 5 y|5), TRP128
(hélice 6) PRO190 (hélice | (hélice 3) y
4) VAL225 (hélice
5)
X X ILE332 (heélice | ILE142 (hélice | ILE138 (hélice 4)

6) y VAL215
(hélice 5)

3) y ILE 182
(hélice 4)

De acuerdo con la tabla anterior los 3 antagonistas coinciden en la formacion de un puente salino

de un protén amino del farmaco con el &cido aspartico ASP134 de la tercera hélice del receptor

de serotonina 5SHT2C. Metergolina y Metiotepina interaccionan con serinas que se encuentran en

diferente hélice pero la interaccion es la misma al formar puentes de hidrogeno.
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También se ha observado que debido a la composicion de los farmacos éstos llevan a cabo
interacciones de fuerzas de van der Waals con aminodcidos del receptor que tienen anillos
aromaticos como sustituyentes dentro de los observados TRP y PHE, ain no se ha mencionado
TYR.

Interacciones propuestas de los antagonistas Agomelatina y Fluoxetina frente al
receptor 5-HT2C

Gracias a los datos arrojados donde ASP134 (hélice 3) interacciona con los antagonistas, para el
caso de agomelatina éste aminoacido podria llevar a cabo la formacion del puente salino entre el
grupo carboxilo del ASP134 vy el nitrégeno de la acetamida del farmaco. Hablando del anillo
naftalén podria tener interacciones de fuerzas de van der Waals con aminoécidos aromaticos del
receptor: PHE223 (hélice 5) y PHE224 (hélice 5), PHE190 (helice 5) y TRP128 (hélice 3)
debido a que los 3 antagonistas antes mencionados coinciden con ésta interaccion. La ultima
interaccion aceptada y tal véz la mas importante para el bloqueo del receptor es la del aminoacido
Isoleucina que tiene interacciones de fuerzas de van der Waals con los diferentes grupos
funcionales de los antagonistas para éste caso seria con metoxi del antagonista frente a alguno de
los siguientes: ILE332 (hélice 6), ILE142 (hélice 3), ILE 182 (hélice 4) 6 ILE138 (hélice 4).

En cuanto a la fluoxetina la interaccion del grupo carboxilo del aminoacido ASP134 (hélice 3)
podria formar un puente salino con la amina secundarira del antagonista. Para los anillos fenil y
fenoxi es probable que debido a su separacion las interacciones sean diferentes aunq también
cabe la posibilidad de que se lleve a cabo con aminoacidos aromaticos del receptor como
interacciones de fuerzas de van der Waals: PHE223 (hélice 5) y PHE224 (hélice 5), PHE190
(hélice 5) y TRP128 (hélice 3) siguiendo el comportamiento anteriormente estudiado. El
trifluorometil debido a su fuerte electronegatividad podria interaccionar con lIsoleucinas del
receptor por fuerzas de van der Waals: ILE332 (hélice 6), ILE142 (helice 3), ILE 182 (hélice 4)
0 ILE138 (hélice 4).
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