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RESUMEN

Actualmente los trastornos depresivos se encuentran entre las enfermedades de mayor
prevalencia en el mundo y originan problemas socioecondmicos y de salud publica
considerables. La depresién es una enfermedad que se representa por una serie de sintomas
psicolégicos, neuroendocrinos y fisioldgicos. El tratamiento farmacolégico mds frecuentemente
utilizado con antidepresivos triciclicos, debe tomarse regularmente durante varias semanas
antes de observar su efecto terapéutico. Por otro lado, recientemente se ha descrito que la
rapamicina ejerce un efecto neuroprotector en respuesta a estrés y/o depresién, al inhibir a
la cinasa mTOR y modulando de manera positiva la neurogénesis. Es entonces que la
combinaciéon de un antidepresivo ftriciclico con rapamicina podria mejorar la terapéutica
usada obteniendo un efecto inmediato. Por tal motivo, el presente trabajo tiene como
objetivo evaluar la interaccién de Imipramina con Rapamicina, empleando el modelo de
nado forzado, el cual consiste en generar una situaciéon de desesperanza al sumergir al
animal de prueba en un recipiente con agua donde al cabo de unos minutos de verse
forzado a nadar realiza sélo aquellos que le permiten mantener la nariz fuera del agua y
respirar. Asi como observar la capacidad de movimiento del ratén en el modelo de
coordinacién motora, donde el animal es sometido a un espacio abierto por un periodo de 5
min.

Se administraron ratones machos de la cepa Balb/c de 25-30g con Imipramina (0.31-
31mg/kg i.p) y Rapamicina (0.31-31mg/kg i.p) asi como sus combinaciones y se evaluaron
los cambios en la conducta de inmovilidad y movilidad. El tratamiento con el antidepresivo y
rapamicina disminuyo el tiempo de inmovilidad de manera significativa (p<0.05) de forma
dosis dependiente a partir de 1.0 mg/kg para Imipramina y 0.31mg/kg para Rapamicina.
No se observaron cambios significativos en la conducta de movilidad, sin embargo se
observa que el animal reduce la capacidad de exploracién lo que pudiera ser un efecto
adverso de dicha combinacién. En conclusién, la combinacién de dichos farmacos generan un
sinergismo de potenciacién y aditivo con forme aumenta la dosis de Rapamicina, por lo que
esta combinacién puede ser usada como una alternativa para el tratamiento de depresion y
sugiere un potencial blanco terapéutico, para el desarrollo de nuevos fdrmacos e

investigacién de nuevos mecanismos por los cuales se pueda generar dicho padecimiento.
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“Mi lucha diaria contra este enemigo invisible y mi recopilacién de
informacidn. El dolor es inevitable, pero el sufrimiento es

opcional”
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|. DEPRESION

1.1 DEFINICION

La depresion es una enfermedad caracterizada por la alteracién en las concentraciones de
aminas bidégenas, con manifestaciones afectivas, conductuales, cognitivas, vegetativas y
motoras. Con serias repercusiones sobre la calidad de vida y el desempleo social-

ocupacional del individuo.

Depresidon viene del latin Depressio: hundimiento; el paciente se siente hundido, con un peso
sobre su existencia y devenir vital que le impide cada vez mas vivir con plenitud. (Alarcén et

al., 2005)

1.2 DESCRIPCION CLINICA

El Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales de la Asociaciéon de
Psiquiatria de EUA (DSM-IV TR), considera que un paciente padece depresion si presenta un
estado de dnimo tal, que le imposibilita disfrutar actividades de una manera placentera
durante dos semanas, agregdndose por lo menos cuatro de los sintomas que aparecen en la

Tabla 1.1 y que representan un cambio del estado de dnimo (DSM-IV TR, 2004).



TABLA 1.1 SINTOMAS DE LA DEPRESION

—_

. Humor deprimido, la mayor parte del dia y casi todos los dias.

. Pérdida del placer o interés por las tareas habituales.

. Pérdida o aumento de apetito.

. Insomnio o hipersomnia.

. Perdida de energia o fatiga.

. Agitacién o enlentecimiento psicomotor.

Sentimientos de inutilidad, autoreproche o culpa excesivas o

. Disminucién de la capacidad de pensar o de concentracion.

© ©® N O U A W N

. Ideas recurrentes de muerte o suicidio.

Fuente: DSM-IV TR, 2001.

Es importante conocer que los pacientes deprimidos se tornan mds vulnerables a las

enfermedades, al dolor y decrece su desempefio fisico, individual y social.

.3 CLASIFICACION DE LOS TRASTORNOS DEPRESIVOS

En la depresiéon los sintomas pueden variar de un paciente a otro, lo que hace dificil
establecer su clasificaciéon. La etiologia de la depresién demuestra la intervencién de
moltiples factores, como los genéticos, biolégicos y psicosociales, lo que hace de esta
enfermedad una patologia compleja. El conocimiento de su etiologia permite en base a estos

factores, establecer la siguiente clasificacién: (Hall, 2003)

1.3.1 SEGUN SU ETIOLOGIA

A. PRIMARIAS. Son aquellas en las que no existen alteraciones patolégicas comprobadas,

cuya existencia determine la aparicién del trastorno. De las cuales se conocen las siguientes:

A.1 ENDOGENAS: En la cual no se reconoce una causa aparente en el medio ambiente.

A.1.1 Genético. Relaciéon entre la depresidon y la herencia. Predisposicidon genética.

A.1.2 Bioquimico. Déficit relativo o absoluto en las concentraciones de aminas biégenas.
A.1.3 Neuroendécrino. Alteracion entre las interacciones del sistema nervioso y el sistema

endocrino. Sugieren disfuncién del hipotdlamo (Hal, 2003).



A.2 REACTIVAS: Se presenta en respuesta a un factor del medio ambiente como la pérdida de

un ser querido o el estrés.

B. SECUNDARIAS O SOMATICAS. Son aquellas que estén asociadas a un padecimiento grave,
tal como el SIDA & por el consumo de algunos medicamentos que afecten el Sistema

Nervioso (SN) tales como: metildopa y reserpina principalmente (Lépez et al., 2002).

.3.2 SEGUN LA ASOCIACION DE PSIQUIATRIA DE LOS EUA

El DSM-IV de la Asociacion de Psiquiatria de los EUA sefiala que de acuerdo al nimero,
intensidad y duracién de los sintomas depresivos pueden considerarse a) Episodios: Donde
éstos permanecen por al menos dos meses y repercuten en las funciones ocupacionales y
sociales; b) Trastorno depresivo: Donde los sintomas persisten por un tiempo mucho mds

prolongado.

A su vez describe la siguiente clasificaciéon para los trastornos depresivos:

A. EPISODIOS AFECTIVOS

A.1 Episodio Depresivo Mayor. La caracteristica esencial de un episodio depresivo mayor es un
periodo de al menos dos semanas durante el cual existe un estado de dnimo deprimido o una
pérdida de interés, en casi todas las actividades.
Para indicar la existencia de un episodio depresivo mayor, un sintoma debe ser de nueva
presentacién o haber empeorado claramente si se compara con el estado del sujeto antes del

episodio.

B. TRASTORNOS DEPRESIVOS
B.1 Trastorno Depresivo Mayor. Con un curso clinico caracterizado por uno o mds episodios
depresivos mayores sin historia de episodios maniacos, mixtos o hipomaniacos, donde se
presentan al menos cinco de los sintomas referidos en la Tabla 1.2 durante al menos dos

semanas. Los cuales a su vez se clasifican en:

B.1.1 Unico. Presencia de un Unico episodio depresivo mayor.
B.1.2 Recidivante. Presencia de dos o mds episodios depresivos mayores con un intervalo de al
menos dos semanas en los que no se cumplan los criterios para un episodio depresivo

mayor.



B.2 Trastorno Distimico. Es un estado dnimo crénicamente depresivo que estd presente la mayor

parte del dia de la mayoria de los dias durante al menos dos afios.

Varios estudios sugieren que los sintomas mds frecuentemente encontrados en el trastorno
distimico son los sentimientos de incompetencia; la pérdida generalizada del interés o de
placer; el aislamiento social; los sentimientos de culpa o tristeza referente al pasado; los
sentimientos subjetivos de irritabilidad o ira excesiva, y el descenso de la actividad, la

eficiencia o la productividad.

B.3 Trastorno Depresivo No Especificado. La categoria del trastorno depresivo no especificado
incluye los trastornos con sintomas depresivos que no cumplen los criterios para trastorno

depresivo mayor y trastorno distimico. Dentro de esta clasificaciéon se consideran:

B.3.1 Desorden Disférico Premenstrual: Los sintomas se presentan con regularidad durante la
Ultima semana de la fase luteinica en la mayoria de los ciclos menstruales del Gltimo afio.
Estos sintomas tienen que ser de la suficiente gravedad como para interferir notablemente
en las actividades habituales y estar completamente ausentes durante al menos una

semana después de las menstruaciones.

B.3.2 Trastorno Depresivo Menor: Episodios de al menos dos semanas de sintomas depresivos

con menos de los cinco sintomas exigidos para el trastorno depresivo mayor.

B.3.3 Trastorno Depresivo Breve Recidivante: Episodios depresivos con una duracién de dos

dias a dos semanas, que se presentan al menos una vez al mes durante un aio.

B.3.4 Trastorno Depresivo Pos-Psicético En La Esquizofrenia: Un episodio depresivo mayor que
se presenta durante la fase residual en la esquizofrenia.
B.3.5 Episodio Depresivo Mayor Superpuesto: Trastorno delirante, a un trastorno psicético no

especificado o a la fase activa de la esquizofrenia.

B.3.6 Indeterminado: Casos en los que el clinico ha llegado a la conclusién de que hay un
trastorno depresivo pero es incapaz de determinar si es primario, debido a la enfermedad
médica o inducido por sustancia. En la Tabla 1.2 se resumen las clasificaciones antes

sefialadas.



TABLA 1.2 CLASIFICACION DE LOS TRASTORNOS DEPRESIVOS

SEGUN ETIOLOGIA:
A. PRIMARIAS
A.1 Endogénas
A.1.1 Genético
A.1.2 Bioquimico
A.1.3 Neuroendécrino
B. SECUNDARIAS O SOMATICAS
SEGUN LA ASOCIACION DE PSIQUIATRIA DE LOS E.U.A
A. EPISODIOS AFECTIVOS
A.1 Episodio Depresivo Mayor
B. TRASTORNOS DEPRESIVOS
B.1 Trastorno Depresivo Mayor
B.1.1 Unico
B.1.2 Recidivante
B.2 TRASTORNO DISTIMICO
B.3 TRASTORNO DEPRESIVO NO ESPECIFICADO
B.3.1 Desorden Disférico Premenstrual
B.3.2 Trastorno Depresivo Menor
B.3.3 Trastorno Depresivo Breve Recidivante
B.3.4 Trastorno Depresivo Pospsicético en la Esquizofrenia
B.3.5 Episodio Depresivo Mayor Superpuesto

B.3.6 Indeterminado

Fuente: Elaboracién propia en base a Hall, 2003; Lépez et al., 2002;
DSM-IV TR, 2001.

.4 SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION INVOLUCRADOS EN LA DEPRESION
La etiologia de la depresion estd involucrada con la alteracion en los niveles de
neurotransmisores. La primera hipdtesis bioquimica de los trastornos afectivos surgié en
1965, cuando Schildkraut sugirié la disminucién en la disponibilidad de aminas biégenas en
el cerebro. Existen dos sistemas de neurotransmisién involucrados en la depresion en base a

dicha hipétesis, las cuales son:



1.4.1 Serotonina

1.4.2 Catecolaminas: Dopamina, Noradrenalina y Adrenalina.
1.4.1 SEROTONINA

1.4.1.1 SINTESIS

La serotonina (3-(2-aminoetil)-indol-5-0l), es una indolamina conocida como hidroxitriptamina. El
paso inicial en la sintesis de serotonina es el transporte facilitado del aminodcido L-
Triptéfano de la sangre hasta el cerebro. Las neuronas serotoninérgicas contienen la enzima
Triptéfano-5-Hidroxilasa, que convierte el L-Triptéfano en 5-Hidroxi-L-Triptéfano (5-HTP). En
seguida interviene una enzima llamada 5-Hidroxitriptéfano descarboxilasa (AADC), que
convierte 5-HTP en la 5-hidroxitriptamina (5-HT; Serotonina) (Fig 1.1). Esta enzima estd
presente no sélo en las neuronas serotoninérgicas sino también en las neuronas

catecolaminérgicas.
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FIG 1.1 Sintesis de Serotonina y su relacién con la depresion (Fuente: Elaboracion

propia en base a Avedaiio, 1996)



1.4.1.2 LOCALIZACION NEUROANATOMICA

Los cuerpos celulares que contienen serotonina localizados en el nicleo de Raphe, fueron
encontrados por Dahlstrom y Fuxe en 1965, usando la técnica de histofluorescencia de Falck-

Hillarp. Nueve grupos a los que designaron B1 hasta B9. (Escoholado, 1998).

En los nucleos caudales, denominados B1-B3, se agrupan las neuronas que dan lugar a las
’ 12

proyecciones descendentes. Estas vias participan en la regulacién de las neuronas auténomas

preganglionares en la médula espinal. Las procedentes del drea B3 (nicleo Rafe) estdn

implicadas especificamente en el control de la nocicepcién.

De los nicleos rostrales B4-Bo parten las vias ascendentes que inervan ganglios basales, la
corteza, hipocampo, el tdlamo y el hipotdlamo (Fig. 1.2), el cual entre otras funciones,
regula la temperatura corporal, presidn arterial, ciclos sexuales, suefio y emociones; es en

esta estructura, en donde se sugiere se origina el desorden depresivo (Baldessarini, 2003)



GANGLIOS BASALES

NEOCORTEX

HIPOTALAMO

NUCLEOS
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LOBULO TEMPORAL

CEREBELO
NUCLEOS DEL RAFE "\
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FIG 1.2 Sistema Serotoninérgico. El nicleo de Raphe esta agrupado a lo largo de la
linea media del cerebro, protegiendo ampliamente todos los niveles del SNC. Los
nicleos rostrales Bs-Bo sitio en donde se sugiere que se origina el desorden depresivo.

(Fuente: Elaboracién propia en base a Bradfrod, 1998)

1.4.1.3 RECEPTORES DE SEROTONINA

Los receptores de 5-HT forman un grupo heterogéneo, se han encontrado 7 subtipos de
receptores (5-HTi, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HT¢ y 5-HT7) en los cuales se pueden
diferenciar dos formas bdésicas, los acoplados a proteinas G y canales iénicos operados por

ligando.

De este Gltimo tipo, sélo se ha reportado el receptor 5-HTs. El resto pertenece a la familia
de receptores acoplados a proteinas G, que poseen 7 dominios transmembranales y se

subdividen en 6 subgrupos.



La subfamilia 5-HT; es la mds grande con 5 subtipos (5-HT14, 5-HT1s, 5-HT1p, 5-HT1g, 5-HTg),
que al ser estimulados, inhiben la actividad de la enzima adenilatociclasa y por tanto,
disminuyen la produccion de AMPc, por lo que al disminuir el AMPc la mayor parte de sus
funciones son inhibidos, debido a, la disminucién de la fosforilacién de las proteinas cinasas

o canales dependientes de este segundo mensajero.

Los del tipo 5HT; han sido implicados en los procesos de relajacién y contraccién muscular
(Abbas, 1991). El subtipo 5HTia particularmente, interviene en la regulacién de funciones
cerebrales como la conducta sexual, desarrollo de episodios depresivos, estados de agresion

e hipotensién ortostdtica, entre otros (Faraj, 1994).

La familia 5-HT2, estd conformado por: 5-HT24, 5-HT2s, 5-HT2c, todos acoplados al sistema
de transduccién de la fosfolipasa C, enzima que participa en la sintesis de IP3, el cual
promueve la movilizaciéon de Ca**t intracelularmente. La subfamilia de receptores 5-HTs,
posee dos subclases y hasta el momento se desconoce el sistema de transducciéon al que estdn

acoplados.

Finalmente los receptores 5-HT4, 5-HT¢ y 5-HT7, con un miembro en cada subfamilia, poseen
el efecto contrario a la subfamilia 5HT1, que al ser activados estimulan a la adenilatociclasa

y promueven la formacién de AMPc (Baez et al., 1995).



1.4.2 CATECOLAMINAS

1.4.2.1 SINTESIS
Las catecolaminas (dopamina, noradrenalina y adrenalina) son neurotransmisores que poseen
un nicleo catecol (un anillo de grupo benceno con dos grupos hidroxilos adyacentes) y una
cadena con un grupo etinilamino o uno de sus derivados. Se producen principalmente en las
células cromafines de la médula adrenal y en las fibras postganglionares del Sistema

Nervioso Simpdtico.

La Tirosina Hidroxilasa (TH) se encuentra en todas las células que sintetizan catecolaminas y
es la enzima de cantidad limitada en sus rutas biosintéticas. La TH es una oxidasa de accién
combinada que usa el oxigeno molecular , tirosina como sustratos y la biopterina como
cofactor. Cataliza la adicién de un grupo hidroxilo a la meta posicion de la tirosing,

formando de esta manera 3,4-hidroxi-L-fenilalanina (L-dopa).

La siguiente reaccién estd catalizada por la DOPA descarboxilasa, que pasa L-Dopa a
dopamina. El paso de dopamina a noradrenalina lo cataliza la dopamina B-hidroxilasa, a
partir de ascorbato y oxigeno. Por Gltimo, para que la noradrenalina pase a adrenalina se
usa feniletanolamina N-metiltransferasa, que transfiere un grupo metilo de un donador (S-
adenosilmetionina) hasta la adrenalina formante, la Fig. 1.3 refiere la sintesis de

catecolaminas (Felman et al., 1996).
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FIG 1.3 Sintesis de Catecolaminas (Fuente: Elaboracién propia en base a King, 2009)

.4.2.2 LOCALIZACION NEUROANATOMICA

Los grupos neuronales que contiene NA se localizan bdsicamente en el nicleo del locus

coeruleus y sistema lateral tegmental del cerebro, donde el complejo de neuronas de la

regidon del locus y su porcidén caudal, proyectan hacia regiones como el hipocampo, el

septum, los nucleos hipotdlamicos, el tdlamo, la corteza, asi como cerebelo y médula espinal

(Fig. 1.4). El sistema lateral tegmental proyecta principalmente hacia el bulbo raquideo, el

complejo dorsal del nervio vago; asi mismo, a través del haz ventral envia proyecciones al

hipotdlamo y a otras estructuras diencefdlica (Felman et al., 1996; Veldzquez et al., 1998).
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FIG 1.4 Sistema Catecolaminérgico (Fuente: Elaboracién propia con base en Bradfrod,

1998)

1.4.2.3 RECEPTORES DE DOPAMINA

Se han determinado dos familias de receptores dopaminérgicos, los del tipo D1 (D1y Ds) y
los del tipo D2 (D2s, D21, D3 y Da). Se trata de receptores metabotrépicos con 7 dominios
transmembranales acoplados a proteinas G; los de la familia D1 al activarse, estimulan la
formaciéon de AMPc, en tanto que la activacion de los D2 produce el efecto contrario

(Baldessarini, 2003).



1.4.2.4 RECEPTORES ADRENERGICOS
Los adrenoreceptores poseen 7 dominios transmembranales, estdn acoplados a proteinas G
y participan tanto en la neurotransmision como en las acciones humorales de las
catecolaminas. De manera general, se clasifican en O y B, y a su vez, se pueden distinguir
varios subtipos. Los receptores O se agrupan en dos familias, los 01, que a su vez se
subdividen en: Q14, A1, A1p ¥ los A, los cuales estédn compuestos por: Q2a, O2g, A2c ¥ O2p. Los
Q14 se localizan post-sindpticamente mientras que los Q> se localizan tanto en la pre-sinapsis
(autoreceptores) como en la post-sinapsis. Por otro lado, los receptores 3 se conforman por:

B1, B2, y B3 y se localizan en la post-sinapsis.

Los a1 al activarse, estimulan la formacién del IP3, produciendo la movilizaciéon del Cat*
intracelular, y los 02 al ser estimulados disminuyen la formacién de AMP., en tanto que los [3,
incrementan la formaciéon de AMPc, por lo que, existe la fosforilacién de las proteinas

cinasas dependientes de este segundo mensajero (Felman et al., 1996).

1.5 HIPOTESIS MONOAMINERGICAS DE LA DEPRESION

A lo largo de las Ultimas décadas, algunos autores se han enfocado a investigar las causas
neurofisiolégicas que subyacen a la depresién. Diversos informes afirman, de manera
consistente, que el sistema noradrenérgico y serotonérgico se encuentran alterados en este
trastorno. Ambos procesos parecen tener un papel importante tanto en la fisiologia como en
el mecanismo de accién de la mayoria de los tratamientos antidepresivos (Garlow et al.,
1999). La primera hipdtesis contrastable relacionada con el origen biolégico de la
depresién, parti6 de la observacién de varios pacientes que tomaban reserpina, un

medicamento antihipertensivo y que desarrollaba cuadros depresivos graves.

Se planteé entonces que la depresidén podria ser el resultado de la disminucién en la
disponibilidad de aminas biégenas en el cerebro y que el incremento de éstos

neurotransmisores en el espacio sindptico podrian aliviarla (Arango et al., 2004).



1.5.1 HIPOTESIS SEROTONINERGICA

Existen numerosas evidencias que apoyan la idea de la disfuncién del sistema serotonérgico
a diferentes niveles del SNC y que estd relacionada con el desorden depresivo. Se ha
informado que pacientes con depresidon mayor y post-parto tienen niveles bajos de L-
triptofano (Maes et al.,, 1990). Asi mismo, la reduccién en la disponibilidad de L-triptofano
plasmdtico puede inducir sintomas de depresivos en aquellos sujetos que han sido tratados

con inhibidores de la recaptura de seronotina (ISRS) (Garlow et al., 1990).

Otras evidencias de las alteraciones serotoninergicas, a nivel pre-sindptico, se derivan de
las pruebas en donde se determina la respuesta neuroendocrina a la estimulacién central de
5-HT, tomando como pardmetro la liberacién de prolactina (hormona adenohipofisiaria), u
otras hormonas (del crecimiento y luteinizante) y cortisol, en las cuales la serotonina tiene
efectos facilitadores sobre su secrecién. En estas pruebas, la liberacién de prolactina en
respuesta a la estimulacién con triptofano y con fenfluramina es menor en pacientes

deprimidos que en individuos sanos (Shapira et al., 1993).

Asi mismo, se han descrito alteraciones en los niveles de dcido 5-hidroxindolacético (5-HIAA),
principal metabolito de la 5-HT. En este sentido algunos informan niveles bajos de 5-HIAA en
individuos que intentaron o cometieron suicidio a través de medios violentos (Gibbons et al.,
1986; Van Praag, 1982). En conjunto estos hallazgos, sugieren que en la depresién, los
niveles de serotonina se encuentran disminuidos y esto podria ser una de las causas que

subyacen al padecimiento.

1.5.2 HIPOTESIS CATECOLAMINERGICA

Esta hipétesis sefiala que “El estado depresivo puede estar asociado a una deficiencia en la
actividad noradrenérgica en sitios cerebrales importantes, en tanto que la mania se asocia
con un exceso del neurotransmisor (Schildkraut, 1965). Numerosas evidencias apoyan esta
teoria. Se ha descrito, que pacientes deprimidos tienen niveles mds bajos del metabolito de
NA, el 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG) en comparacién con individuos sanos (Maas et

al., 1972; Schildkraut, 1973).

Ademds, se ha observado que algunos individuos que presentan el desorden bipolar tipo |
manifiestan sintomas de depresién con fdrmacos que disminuyen los niveles de catecolaminas

(Garlow et al.,, 1999). Incluso se ha referido que individuos sanos presentaron sintomas



depresivos cuando se les administré serpasil (reserpina), fdrmaco empleado anteriormente
para el tratamiento de hipertensién arterial, el cual depleta los almacenes de catecolaminas

(Miller et al., 1996).

1.6 HIPOTESIS NEUROTROFICA DE LA DEPRESION

En la actualidad, se considera una segunda hipétesis para explicar la causa de la depresion
denominada, hipétesis neurotréfica. Normalmente las células se deshacen de las proteinas y
toxinas no deseadas o plegadas incorrectamente por medio de un proceso llamado
auvtofagia, por el cual las células inician la descomposicidon y eventual reciclado de las
macromoléculas resultantes, este proceso permite a la célula obtener energia, dcidos grasos
y aminodcidos permitiendo su supervivencia en condiciones adversas. Por tal motivo, un
mecanismo de autofagia deficiente estd implicado en fendmenos de muerte celular y es

causante de distintas enfermedades neurodegenerativas (Czéh et al., 2007).

En consecuencia a la depresién, tienen a lugar cambios estructurales y funcionales en las
células nerviosas como lo son la reduccién y/o aumento en volumen, tamafio neuronal y
densidad. Esto debido a un mecanismo de autofagia deficiente y por tanto una reduccién en
la supervivencia neuronal y en la formacién de nuevas células nerviosas, en el cual podrian
estar implicadas proteinas que estén regulando de manera positiva la autofagia entre las

cuales se menciona mTOR.

Recientes estudios preclinicos han demostrado que el estrés crénico inhibe la proliferacion
celular no sélo en el hipocampo sino también en la corteza prefrontal y que algunos
fadrmacos tales como la rapamicina pueden contrarrestar este efecto inhibitorio. (Czéh et al.,

2007)

1.7 mTOR
Llamada por sus siglas en ingles (Mammalian target of rapamycin) mTOR es una proteina
con actividad de cinasa que regula el crecimiento celular, proliferacién, sobrevivencia y
auvtofagia. Existen dos complejos de mTOR diferenciados por las proteinas con las cuales se
asocian: mTORC1 el cual estd conformado por una subunidad catalitica mTOR, raptor y
mLST8 (conocida como GfL), éste es sensible a rapamicina y regula el crecimiento celular
por medio de sus efectores S6K1 y 4E-BP1. Ademés mTORC1 es activado en respuesta a
nutrientes, estrés, hipoxia y entre otras estando directamente relacionado con la depresién,
debido a una posible activacion de mTOR1 e inhibicién de la autofagia. El modelo de

sefalizacién de mTOR, se describe en la Fig. 1.5
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FIGURA 1.5 Modelo de sefializacién de mTOR (Fuente: Modificada en base a Cell
Signaling Technology, 2009)



1.8 TRATAMIENTO 1@ ELECCION

Una vez que el diagnéstico sea establecido, se vuelve de suma importancia iniciar el
tratamiento de manera temprana y adecuada. Con este fin, un alto nimero de modalidades
terapéuticas han sido propuestas, incluyendo el uso de intervenciones farmacolégicas,

educacionales, psicolégicas, fisicas, filoséficas y espirituales.

Las terapias antidepresivas se pueden clasificar de manera general en intervenciones no
biolégicas y en intervenciones biolégicas como; la psicofarmacologia (Alarcén, 2005). En los
Oltimos ahfos, el uso de medicamentos antidepresivos se ha convertido en una de las
principales estrategias para el tratamiento de la depresion y de otros trastornos
psiquidtricos. Los inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAQ) y los antidepresivos ftriciclicos
(ADT) fueron los medicamentos de elecciéon durante varias décadas, y su efectividad abrié
las puertas para la comprensién de los posibles mecanismos fisiopatolégicos de la depresién.

(Arango et al., 2004)

1.8.1 ANTIDEPRESIVOS TRICICLICOS

Los antidepresivos triciclicos (ADT) son un grupo de medicamentos que reciben su nombre de
su estructura quimica, que incluye una cadena de tres anillos. Los ADT son uno de los mds
importantes grupos de fdrmacos usados en el tratamiento médico de los trastornos del
estado de dnimo, junto con los IMAQ, el litio, y los inhibidores selectivos de la recaptacion de
las monoaminas. El primer fdrmaco que aparecié de este grupo para el tratamiento de la

depresién fue la Imipramina.
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1.8.1.1 IMIPRAMINA

La imipramina (ADT) es un inhibidor no selectivo de la recaptaciéon de las monoaminas (Fig
1.6) y es uno de los 40 derivados del iminodibencilo sintetizados en la década de los 40’s
por Haflinger y Schidler para posibles fdrmacos con efectos: antihistaminicos, sedantes,
analgésicos y antiparkinsonianos. En 1958, Kuhn encontré de manera fortuita que la
imipramina era ineficaz como tratamiento para pacientes psicéticos, pero que tenia un efecto

notable en pacientes deprimidos (Baldessarini, 2003).
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FIG 1.6 Estructura molecular de

Imipramina (Fuente: Moncrieff,

1.8.1.2. MECANISMO DE ACCION

Ejercen su accién importante sobre el metabolismo de los neurotransmisores monoaminados y
sus receptores, en particular aumentan la disponibilidad de 5-HT y NA en la sinapsis
adrenérgicas y serotoninérgicas respectivamente, como resultado de una accién inhibidora
del mecanismo de recaptura, principal proceso de inactivacidon fisioldgica de estos
neurotrasmisores a nivel de la membrana de la terminal simpdtica. La Fig 1.7 describe el

mecanismo de accién por el cual actia imipramina.
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FIG 1.7 Mecanismo de accién de Imipramina. Inhibe la recaptura del neurotransmisor
a nivel de la membrana de la terminal simpdtica. (Fuente: Modificado de Torres et

al., 2003. (IR: Inhibidor de la recaptura)

1.8.1.3 FARMACOCINETICA

La mayor parte de los ADT sufren el efecto de primer paso. Ademds, presentan una alta

unién a proteinas (73 a 90%) y liposolubilidad relativamente elevada, por lo que, los

volumenes de distribucion tienden a ser muy grandes; los ADT se metabolizan por dos vias

principales: la trasformacién del nicleo triciclico y la alteracién de la cadena lateral alifatica

(Potter, 2002).

La biodisponibilidad de Imipramina es del 30-75%. La velocidad de absorcién es rapida

(Tmax=1-2 h). Sufre extensa desmetilacién como consecuencia del efecto de metabolismo de

primer paso, dando lugar a un metabolito con mayor actividad que la imipraminag, la

desipramina. El grado de unidén a proteinas plasméticas es del 60-96% (imipramina), 73-

92% (desipramina).



Tanto la imipramina como la desipramina sufren amplio metabolismo hepdtico. La imipramina
se elimina mayoritariamente por orina en forma de metabolitos inactivos y un 18% en forma

inalterada.

1.8.1.4 EFECTOS ADVERSOS

Los efectos adversos de imipramina son en la mayor parte de los casos, una prolongacién de
la accién farmacolégica y afectan principalmente al sistema nervioso central y auténomo. Las
reacciones adversas mds caracteristicas son:

¥ Sedacién y efectos anticolinérgicos como: sequedad de boca, estrefiimiento, retencién

urinaria, visién borrosa (10-25%)).

¥ Somnolencia; hipotensién ortostatica y taquicardia especialmente en ancianos, arritmia
cardiaca, depresidon miocdrdica, erupciones exantemdticas, leucopenia, agranulocitosis,

ictericia colestatica y aumento de peso (1-9%).

¥ Confusidn especialmente en ancianos, reduccidon de la concentracién, alucinaciones,
pesadillas, mania, parestesia, cefalea, neuropatia periférica, ataxia, temblor, convulsiones,
tinnitus, estomatitis, nduseas, vomitos, alteraciones del gusto, fotodermatitis, disartria,
conjuntivitis, anisocoria, mialgia, galactorrea, impotencia sexual, pérdidas menstruales

(<1%).

El tratamiento debe ser suspendido inmediatamente en el caso de que el paciente
experimente algin episodio de convulsiones, fiebre con sudoracién, hipertension o

hipotensién, dificultad en la respiracién, pérdida de control vesical o rigidez muscular grave.



1.8.2 TRATAMIENTO ALTERNATIVO

1.8.2.1 RAPAMICINA

La rapamicina es un antibidtico natural sintetizado por Streptomyces hygroscopicus. Esta
bacteria fue descubierta hace 30 afos en la isla de Pascua Rapa Nui, Chile de ahi el
nombre de rapamicina. En el afio 1972 se qislé la rapamicina en los laboratorios de

investigaciéon de la Ayerst, Montreal.

Rapamicina es una lactona macrociclica, insoluble en agua y altamente lipofilica con un anillo

macrélido de 31 miembros como se muestra en la siguiente figura:

FIG 1.8 Estructura molecular de

Rapamicina (Fuente: Cardenas et al.,

1.8.2.2 MECANISMO DE ACCION

La rapamicina a través de su grupo metoxi, interactéa con la proteina de unién a la
inmunofilina FK506 (FKBP12). El complejo Rapamicina-FKBP12 se fija especificamente a la
proteina mTOR1 inhibiendo las rutas de sefializacién efectoras dependientes de dicha
proteina. Ante factores como el estrés mTOR1 se activa e inhibe la autofagia, por lo tanto

rapamicina activa dicho proceso al inhibir a mTOR1 (Fig. 1.9).


http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Sirolimus.svg

NUTRIENTES ENERGIA ESTRES

Aminodcidos T AMP- ATP Hipoxia

LKB1 { ﬁzobum

Tsc2
/ asct
----- > (Rheb)
Rag nE rapamycio,
FKBP12)
' Rag cB) T naptor GW— ) '
’ mron
/ \\\\ mTORC1

ATG1

i

mRNA
TRADUCCION

v

AUTOFAGIA  CRECIMIENTO CELULAR

FIG 1.9 Mecanismo de accién de Rapamicina. El complejo Rapamicina-FKBP12

activa la autofagia al inhibir a mTOR1(Fuente: Cell Signaling Technology, 2009).

1.8.2.3 FARMACOCINETICA

Tras su administraciéon oral rapamicina se absorbe de manera rdpida. La concentracién
plasmatica méxima (Cmax) se alcanza a la hora de la administraciéon de una dosis Unica

(MacDonald et al., 2000; Zimmerman et al., 1997).

La biodisponibilidad de rapamicina es aproximadamente del 14%. La baja magnitud de
este valor es debida a un importante metabolismo por parte de la isoenzima CYP 3A4, tanto
intestinal como hepdtica (efecto de primer paso) y por su eliminacién contra gradiente por la

glicoproteina P intestinal (Lampen et al., 1998; Sattler et al., 1992).



Rapamicina se distribuye ampliamente en los elementos formes de la sangre, la fraccién libre
en plasma es de alrededor del 8%. En el ser humano se une principalmente con la albdmina
sérica (97%), la a1-glicoproteina dcida y lipoproteinas (MacDonald et al.,2000; Zimmerman

et al., 1997)

Sufre un extenso metabolismo oxidativo a nivel hepdtico, mediante reacciones de
desmetilacion e hidroxilaciéon. Origina un gran nimero de metabolitos y en apariencia estos
conservan parcialmente la actividad de la molécula original (Leung et al.,, 1996). Su
excreciéon es mayoritariamente fecal (91.1%) siendo la eliminacién por vias urinarias baja

(2.2%).

1.8.2.4 EFECTOS ADVERSOS

Se ha descrito la incidencia de infecciones, linfoma y otros tipos de tumores cutdneos
secundarios al tratamiento crénico con rapamicina (Wyeth-Ayerst, 2000). También se han
comunicado casos de neumonitis intersticial que se resolvieron tras la suspensién del farmaco

(Singer et al., 2000).

Entre las reacciones adversas mdés frecuentemente descritas se encuentran dolor abdominal,
diarrea, anemia, trombocitopenia, hipertensién arterial, hipercolesterolemia e
hipertriglicerinemia, artralgias, cefalea, faringitis y rinitis. Menos frecuentes son insomnio,

tremor, taquicardia, estomatitis, exantema, acné y pielonefritis (Wyeth-Ayerst., 2000).



1.9 MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA DEPRESION

Los estudios farmacolégicos de los componentes neurofisiolégicos que subyacen a la
depresiéon se realizan en animales, por lo que, la creaciéon de modelos animales para el

estudio de desérdenes psiquidtricos son de gran utilidad.

Un modelo se define como una preparaciéon experimental desarrollada con el propésito de

estudiar una condicién en diferentes especies (Geyer y Markou, 1995).

Los modelos de animales en psicofarmacologia se basan en cambios conductuales inducidos a
través de manipulaciones del medio ambiente interno y externo, asumiendo que estas son

andlogas a aquellas que inducen la patologia en el humano (Porsolt et al., 1992).

En estas pruebas de depresion, los roedores o primates son sometidos a eventos estresantes,
quimicos o quirurgicos, con el propdsito de generar respuestas bioquimicas o conductuales
semejantes a las observadas en individuos deprimidos. De acuerdo a Porsolt y Lenégre en
1992, los experimentos para el estudio de los desérdenes psiquidtricos deben ser Utiles para
detectar el potencial terapéutico de fdrmacos especificos que se usan en el tratamiento de
estos desérdenes, para investigar el mecanismo de accién de los fdrmacos psicoactivos y

para identificar los sustratos neurobiolégicos de los desérdenes psiquidtricos.

Existen diversos modelos para el estudio de depresién los cuales se clasifican:

A. Modelos basados en la aplicacién de estrés.

1. Modelo de desesperanza aprendida

2. Modelo de desesperanza conductual
¥ Modelo del nado forzado

¥ Suspensién de la cola

3. Estrés croénico
Modelos basados en la separacién social o aislamiento. (Separacién de parejas).
Modelos basados en la inhibicién de conductas impulsivas (Lesién del bulbo olfatorio).
Modelos Genéticos (Lineas sensitivas de ratas flinders).

Modelos Farmacolégicos (Reserpina).



1.9.1 MODELO DEL NADO FORZADO

El modelo de nado forzado, es una prueba de andlisis conductual, el cual consta de dos
sesiones realizadas con un intervalo de 24 horas. En la primera sesion o pre-prueba se
coloca al roedor (rata o ratén) en un recipiente cilindrico (20 cm de altura x 20 de didmetro)
con agua a una altura de 17cm a una temperatura de 22 + 2°C, por un periodo de 15
minutos. Después de 24 horas, se lleva a cabo la segunda sesién de la prueba, pero en este
caso la duracién es de seis minutos y en ella, se evalia el efecto de los antidepresivos sobre
la prueba conductual (Borsin y Meli, 1988; Porsolt et al., 1977;1978).

El animal en la prueba de nado forzado es sometido a un espacio restringido en el que no
puede tocar el fondo del estanque y tampoco puede escapar, al cabo de unos minutos de
verse forzado a nadar, gradualmente reduce sus movimientos hasta que realiza sélo
aquellos que le permiten mantener la nariz fuera del agua y respirar. A esta reduccién de
movimientos o ausencia de ellos, se le denomina conducta de inmovilidad y se considera un
estado de desesperanza, el cual, se propone sea andlogo al estado de desesperanza o

abandono que muestra un individuo deprimido (Porsolt, 1979).

1.9.2 MODELO DE COORDINACION MOTORA

El modelo de coordinacién motora, es una prueba que nos sirve para analizar la capacidad
de movimiento del animal y para comprobar que el efecto observado en el modelo de
depresion inducida por el nado forzado es un efecto depresivo y no motor. Consta de una
sesion donde se coloca al roedor (rata o ratén) en una caja (80 cm ancho x 80 cm de largo
x 30 cm de altura) de pléstico o madera que contiene 12 divisiones del mismo tamaiio por
un periodo de 5 minutos. En ella se evalta el efecto de fdrmacos estimulantes del SNC 6 por

el contrario fdrmacos que disminuyen el movimiento motor.

El animal en la prueba de coordinacién motora es sometido a un espacio abierto, la reduccién de
movimientos motores, se propone como un andlogo del estado sedativo de algunos farmacos y
por el contrario, el aumento de estos como un andlogo del un estado estimulante. Por tanto el
modelo de coordinacién motora, puede orientar sobre qué tipo de efecto terapéutico ejercen

algunos farmacos.



ANTECEDENTES

“Mediante el cerebro pensamos, vemos y distinguimos lo feo de lo bello,
lo malo de lo bueno, lo agradable de lo desagradable...también nos

hace delirantes o locos y nos infunde miedo o pavor, sea de noche o

de dia”



Existen un gran nimero de estudios, tanto actuales como pasados, que ofrecen informacién
fundamental sobre las probables causas de la depresién. Durante varias décadas se han
generado numerosas investigaciones enfocadas a evaluar las causas que subyacen dicha
alteracién, considerando todos los factores que podrian estar asociados a esta patologia asi
como la interaccién entre estos, con la finalidad de comprender su etiologia y mejorar la

terapia actualmente empleada.

El uso de medicamentos antidepresivos se ha convertido en una de las principales estrategias
para el tratamiento de la depresién y su efectividad abrié las puertas para la comprensién
de posibles mecanismos fisiopatolégicos (Arango, 2004). Existen diversas investigaciones que
confirman que los antidepresivos triciclicos modifican la disponibilidad de aminas biégenas
en el cerebro, principalmente de serotonina y noradrenalina, disminuyendo la conducta de
inmovilidad, es decir, obteniendo un efecto antidepresivo al disminvir el estado de
desesperanza y/o depresién empleando modelos animales como la prueba de nado

forzado, descrita por Porsolt en 1979.

Experimentos de laboratorio soportan que mediante un mecanismo de desaminacién vy
disminucién de la sintesis de serotonina y noradrenalina, aumenta la conducta de inmovilidad
en el modelo de nado forzado. Por tanto, estas evidencias apoyan que el origen de la
depresion es debida a un déficit de estos neurotrasmisores. Hoy cierta evidencia sugiere que

la depresidn es causada fundamentalmente, pero no exclusivamente, por lo ya descrito.

Por lo cual, como consecuencia del limitado poder explicativo de una alteracién en la
disponibilidad de neurotrasmisores en el espacio sindptico, en los Ultimos afos se han

originado investigaciones que sustentan que la depresién podria estar modulando de



manera negativa el proceso de neurogénesis en la zona del cerebro llamada hipocampo, al

activar a la cinasa mTOR1 y por tanto inhibiendo la autofagia en la célula neuronal.

Recientes hipdtesis respecto al origen de la depresidn sostienen también, que farmacos con la
capacidad de incrementar la neuroproteccién, la plasticidad celular y la resistencia a
sustancias téxicas para la célula, aumentan o mejoran el proceso de autofagia y pueden

asociarse a nuevos blancos terapéuticos.

Por otro parte los factores genéticos y ambientales tienen un importante papel en el origen
de la depresién, se han descrito diferencias dramdaticas en la conducta de inmovilidad en el
modelo de nado forzado y en respuesta al tratamiento en animales con caracteristicas
genéticas diferentes (Weiss y West, 1998). Ademds de otros factores que también tiene un
gran importancia en la etiologia de la depresiéon como el sexo, por lo que se han descrito
diferencias de género en la incidencia de los desérdenes afectivos (Halbreich y Kahn, 2001)

en donde existe la participaciéon de las hormonas gonaddles.

En el presente trabajo se analizo un antibiético natural (Rapamicina) con posibles efectos
antidepresivos debidos a la capacidad de inhibir a la cinasa mTOR1 y un antidepresivo
triciclico (Imipramina), por medio del modelo de nado forzado y el modelo de coordinacién

motora en ratones machos de la cepa Balb/c.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

“Todo lo que una persona puede imaginar,

otras podrdn hacerlo realidad”

JULIO VERNE



Se sabe que el tratamiento farmacolégico con antidepresivos ftriciclicos inhibe la recaptura de
Serotonina y Noradrenalina. La mayoria de estos deben tomarse regularmente de 6 a 9 meses antes
de obtener su efecto terapéutico, por lo cual muchas veces el paciente abandona el tratamiento al no
observar un efecto inmediato. Las posibilidades de que un antidepresivo tenga éxito para una
persona en particular, son aproximadamente del 65% vy solo se determina después de llevado a

cabo el tratamiento establecido.

Por otro lado, recientemente se ha descrito que rapamicina ejerce un efecto neuroprotector en
respuesta a estrés y/o depresién. Rapamicina favorece que la célula controle los niveles de

agregados proteicos y sustancias téxicas, al inhibir a la cinasa mTORT.

Por tal motivo, es de interés evaluar la interaccién entre Imipramina y rapamicina sobre el modelo
de depresién inducida por el nado forzado, con la finalidad de determinar si es posible mejorar la
terapia usada en la depresién, obteniendo resultados inmediatos y sin generar efectos adversos. Esto

sugiere un potencial blanco terapéutico para el tfratamiento de la depresién.



HIPOTESIS

“Investigar es ver lo que todo el mundo ha visto y

pensar lo que nadie mds ha pensado”

WERNER HEISENBERG



HIPOTESIS

Rapamicina aumenta el efecto antidepresivo de imipramina en el modelo depresién inducida

por el nado forzado sin modificar la respuesta motora.



OBJETIVOS

“La ciencia humana consiste mds en destruir

errores que en descubrir verdades”

SOCRATES



5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la interaccién de rapamicina con imipramina en el modelo de depresién inducida

por el nado forzado.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar las acciones farmacolégicas de la imipramina en el modelo de depresién inducida por

el nado forzado y en el modelo de coordinacién motora.

2. Evaluar las acciones farmacolégicas de rapamicina en el modelo de depresién inducida por el

nado forzado y en el modelo de coordinacién motora.

3. Evaluar el efecto de la combinacién de rapamicina con imipramina en el modelo de depresién

inducida por el nado forzado y en el modelo de coordinacién motora.



CAPITULO Il
DESARROLLO EXPERIMENTAL

“La inteligencia consiste no sdlo en el conocimiento, sino también en la

destreza de aplicar los conocimientos en la prdctica”

ARISTOTELES



2.1 MATERIAL

¥ Ratones de la cepa Balb/c de 25-30 grs. de peso

¥ Espatula

¥ Mortero

¥ Pipetasde 5y 10 mL

¥ Balanza analitica

¥ Balanza granataria con canastilla

¥ Jeringas de insulina de 100 UL

¥ Frasco de vidrio de 12.5 cm. de didmetro por 20 cm. de altura
¥ Frascos de vidrio de 5-15 mL

¥ Caja de 80 cm ancho x 80 cm de largo x 30 cm de altura de pldstico.
¥ Termdmetro

¥ Crénometro

¥ Cdmara de video

2.2 REACTIVOS

¥  Solucién Salina 0.9%
¥ Imipramina

¥ Rapamicina



2.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

DESARROLLO EXPERIMENTAL

GRUPO CONTROL IMIPRAMINA RAPAMICINA
SOL. SALINA 0.9% mL/kg i.p (0.31, 1.0, 3.1, 10, 31 mg/kg i.p) (0.31, 1.0, 3.1, 10, 31 mg/kg i.p)
24,1 HORA 'Y 30 MINUTOS.

ANIAG YV 24 1

COMBINACION  IMIPRAMINA /RAPAMICINA

EXPOSICION A LA PRUEBA DE — EVALUACION DE LA
COORDINACION CONDUCTA DE
5 MINUTOS _) ANALISIS
FSTADISTICOS
EXPOSICION AL MODELO DE —> EVALUACION DE LA
NADO FORZADO CONDUCTA DE

RFSLIITADOS

FIGURA 2.10 Desarrollo experimental. Administraciéon de

imipramina y rapamicina a diferentes dosis y su combinacién.



2.3.1 MODELO DE COORDINACION MOTORA

Se emplearon ratones de la cepa Balb/c con un peso aproximado de 25-30 grs, los cuales
fueron distribuidos aleatoriamente en grupos de 6 ratones, mismos que fueron administrados
y sometidos a la prueba de coordinacién motora por un lapso de 5 min, tiempo en el que
fueron filmados para después ser analizados y determinar la conducta de movilidad. Esta

conducta es medida por el nimero de veces que pasa el ratén de un cuadrante a otro.

2.3.2 MODELO DE NADO FORZADO

Se sometieron de la cepa Balb/c con un peso aproximado de 25-30 grs, al modelo de nado
forzado, en donde cada ratén fue sumergido en un frasco de 12.5cm por 20cm de altura
con agua potable a una altura de 17cm y una temperatura 22+2 ° por un lapso de 5 min,
tiempo en el cual fueron filmados para después ser analizados y determinar la conducta de
inmovilidad. Esta conducta es la reduccion de movimientos o ausencia de ellos, que se

presenta de manera intermitente y la suma de estos es el tiempo de inmovilidad total.

Durante la prueba el animal no debe tocar el fondo del recipiente y el agua debe ser

cambiada en cada inmersién.

2.4 DETERMINACION DE LA CURVA DOSIS-RESPUESTA

2.4.1 IMIPRAMINA

Se administraron 6 grupos de 6 ratones a diferentes dosis de imipramina (0.31 -31 mg/kg
i.p) como se muestra en la Tabla 2.3. Se realizaron 2 curvas dosis-respuesta utilizando las
mismas dosis para el modelo de coordinacién motora y el modelo de nado forzado. Las
dosis empleadas para el estudio, fueron obtenidas a partir de lo reportado en la
bibliografia (Zomkowski et al., 2005), se valido el modelo y con base a este, se tomaron
administraciones por arriba y abajo de la dosis efectiva. El grupo testigo para cada modelo

fue administrado con el vehiculo de los farmacos (solucién salina 0.9% a 2 mL/kg).



La administracién fue a 24,1hrs y 30 min previa la prueba.

GRUPO. IMIPRAMINA
SUBGRUPO  DOSIS(mg/kg) i. p

1 SOLN. SALINA 0.9%
2 0.31

3 1.0

4 3.1

5 10

6 31.0

TABLA 2.3 Dosis administradas de Imipramina.

2.4.2 RAPAMICINA

Se administraron é grupos de 6 ratones a diferentes dosis de rapamicina (0.31 -31 mg/kg)
como se muestra en la Tabla 2.4. Se realizaron 2 curvas dosis-respuesta utilizando las
mismas dosis para el modelo de coordinacién motora y el modelo de nado forzado.

Las dosis empleadas para el estudio, fueron obtenidas a partir de lo reportado en la
bibliografia (Cleary et al,, 2008), se valido el modelo y en base a esta, se tomaron
administraciones por arriba y abajo de la dosis efectiva. El grupo testigo para cada modelo

fue administrado con el vehiculo de los fdrmacos (solucién salina 0.9% a 2 mL/kg).

La administracién fue durante cuatro dias antes de la prueba 24 y 1 hora previa a la

prueba.

GRUPO. RAPAMICINA
SUBGRUPO  DOSIS(mg /kg) i. p
1 SOLN. SALINA 0.9%
2 0.31
3 1.0
4 3.1
5 10
6 31.0

TABLA 2.4. Dosis administradas de Rapamicina



2.4.3 COMBINACIONES DE FARMACOS

Se administraron 6 grupos de 6 ratones cada uno, los cuales fueron administrados de

acuerdo a las Tablas 2.3 y 2.4. Los criterios que se usaron para la eleccién de estas dosis

fueron basados en los resultados de las curvas dosis-respuesta de imipramina y rapamicina

respectivamente en donde:

a) Se eligieron las dosis que no tuvieran diferencias significativas con el testigo, de acuerdo
a la prueba estadistica Anova, en el modelo de coordinacién motora.

b) Se eligieron las que no tuvieran diferencias significativas con el testigo, de acuverdo a la

prueba estadistica Anova, en el modelo de nado forzado.

La seleccién de dosis basada en los criterios anteriores se realizo con el objetivo de observar
la interaccién farmacoldgica entre imipramina y rapamicina sin saturar, es decir, sin llegar a

la meseta de la respuesta farmacolégica.

GRUPO COMBINACIONES
SUBGRUPO IMIPRAMINA (mg/kg)i. p RAPAMICINA (mg/kg) i. p

1 SOLN. SALINA 0.9%

2 0.31 0.31
3 0.31 1.0
4 1.0 0.31
5 1.0 1.0

TABLA 2.4. Dosis administradas de Imipramina-Rapamicina

2.4.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados por medio del andlisis estadistico Anova seguido de
una prueba de Dunnet con el fin de comparar cada grupo contra el testigo. Se consideraron

p < 0.05 significativos.



CAPITULO Il
RESULTADOS

“Todo gran avance en la ciencia es el resultado de

una nueva audacia de la imaginacién”

JOHN DEWEY



3.1 IMIPRAMINA

3.1.1 ANALISIS DEL EFECTO DE IMIPRAMINA EN EL MODELO DE DEPRESION INDUCIDA POR
EL NADO FORZADO

La administraciéon de imipramina en el modelo de nado forzado modificé la conducta de
inmovilidad a las dosis de 3.1, 10 y 31mg/Kg comparada con el grupo testigo. En la

Grdfica 3.1se muestra las medidas de los tiempos de inmovilidad para seis ratones.

200+
@ 150-
[a]
<
g
S
o)
3 *
A *
o T *
o
=
wi -
o

CONTROL 0.31 1.0 3.1 10 31

IMIPRAMINA (mg/kg i.p)

GRAFICA 3.1 Efecto de la administracién de diferentes dosis
de Imipramina en el modelo de nado forzado sobre el tiempo

de inmovilidad. ( X * ES: * P< 0.05)

3.1.2 ANALISIS DEL EFECTO DE IMIPRAMINA EN EL MODELO DE COORDINACION MOTORA

La administracién de imipramina en el modelo de coordinacién motora modificé la conducta
de movilidad a la dosis 31 mg/Kg comparada con el grupo testigo. En la Grafica 3.2 se

muestran las medidas de los tiempos de movilidad para seis ratones.



TIEMPO DE MOVILIDAD (s )

Por otra parte, la administracién de diferentes dosis de imipramina en el modelo de
coordinaciéon motora efecto medido en nimero de veces en que el ratén pasa de un
cuadrante a otro, modificé la conducta de exploracién del ratén a las dosis 0.31 y 31
mg/Kg comparada con el grupo testigo, efecto medido en tiempo. En la Grafica 3.3 se

muestran las medidas en nimero de veces en que el ratén pasa de un cuadrante a ofro para

seis ratones
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GRAFICA 3.2 Efecto de la administracién de diferentes dosis
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Al comparar los resultados obtenidos en el modelo de coordinacién motora, midiendo el
tiempo de movilidad y nimero de veces en que el ratén pasa de un cuadrante a otro, se
observa un efecto mds congruente en la mediciéon del tiempo de movilidad al haber solo un

cambio significativo a la dosis 31 mg/Kg.

3.2 RAPAMICINA
3.2.1 ANALISIS DEL EFECTO DE RAPAMICINA EN EL MODELO DE DEPRESION INDUCIDA POR
EL NADO FORZADO
La administracién de rapamicina en el modelo de nado forzado modificé la conducta de
inmovilidad a las dosis de 3.1mg/Kg, 10 mg/Kg y 31mg/Kg comparada con el grupo
testigo. En la Grdfica 7.4 se muestra las medidas de los tiempos de inmovilidad para seis

ratones.
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GRAFICA 3.4 Efecto de la administracién de diferentes dosis
de rapamicina en el modelo de nado forzado sobre el tiempo
de inmovilidad. ( X £ ES; * P< 0.05)

3.2.2 ANALISIS DEL EFECTO DE RAPAMICINA EN EL MODELO DE COORDINACION MOTORA
La administracién de rapamicina en el modelo de coordinacién motora modificé la conducta
de movilidad a partir de la dosis 0.31-31 mg/Kg comparada con el grupo testigo. En la

Grafica 3.5 se muestran las medidas de los tfiempos de movilidad para seis ratones.
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GRAFICA 3.5 Efecto de la administracién de diferentes dosis
de rapamicina en el modelo de coordinacién motora sobre el
tiempo de movilidad. ( X £ ES; * P< 0.05)

Por otra parte, la administracién de diferentes dosis de rapamicina en el modelo de
coordinacién motora, efecto medido en nimero de veces en que el ratén pasa de un
cuadrante a otro, modificé la conducta de exploracién del ratén a las dosis 1.0, 10 y 31
mg/Kg comparada con el grupo testigo. En la Grafica 3.6 se muestran las medidas en

nimero de veces en que el ratén pasa de un cuadrante a otro para seis ratones.
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Al comparar los resultados obtenidos en el modelo de coordinacién motora, midiendo el
tiempo y nimero de veces en que el ratén pasa de un cuadrante a otro, se observa efecto
en todas las dosis administradas de rapamicina en tiempo de movilidad, mientras que el

efecto en nimero de veces es incongruente, comparado con el testigo.

3.2 COMBINACION IMIPRAMINA — RAPAMICINA

3.3.1 ANALISIS DE EFECTO EN LA COMBINACION DE IMIPRAMINA CON RAPAMICINA EN EL
MODELO DE DEPRESION INDUCIDA POR EL NADO FORZADO

La combinacién de imipramina y rapamicina, a dosis a las cuales individualmente no
modificaban la conducta de inmovilidad, redujo de manera significativa el tiempo de
inmovilidad casi al doble, este efecto fue dosis-dependiente tanto para Imipramina como
para Rapamicina, observando un efecto significativo a partir de la combinacién de 1.0
mg/kg Imipramina +0.31mg/kg Rapamicina al ser comparados con el grupo testigo, como

se muestra en la siguiente grdfica:
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3.3.2 ANALISIS DE EFECTO DE LA COMBINACION DE IMIPRAMINA CON RAPAMICINA EN EL
MODELO DE COORDINACION MOTORA

En base a los resultados obtenidos del modelo de nado forzado de Impiramina vy
Rapamicina, a dosis a las cuales individualmente no modificaban la conducta de inmovilidad,
se observé que en el modelo de coordinacién motora, redujo de manera significativa el
tiempo de movilidad a las dosis 0.31mg/kg Imipramina + 0.31mg/kg Rapamicina; 1.0
mg/kg Imipramina + 0.31 mg/kg Rapamicina y 1.0 mg/kg Imipramina + 1.0 mg/kg
Rapamicing, sin embargo no existe diferencia significativa entre el efecto observado y el

efecto tedrico, como se muestra en la siguiente grdfica
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GRAFICA 3.8 Efecto de la combinacién de Imipramina y Rapamicina en el
modelo de coordinacién motora, sobre el tiempo de movilidad. (Los valores
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La combinacién de Imipiramina y Rapamicina en el modelo de coordinacién motora, redujo
de manera significativa el nomero de veces en que el ratén pasa de un cuadrante a otro, a
todas las dosis. Sin embargo, en comparacién con el efecto tedrico el efecto observado
redujo de manera significativa a la dosis 0.31mg/kg Imipramina +0.31 mg/kg Rapamicina

y 1.0mg/kg Imipramina + 0.31mg/kg Rapamicina como se observa en la siguiente gréfica:
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ES; * P< 0.05)



CAPITULO IV
DISCUSION

“Lo Unico que puede producir cambios es una accién comprometida
con un objetivo. Yo soy responsable por algo que ocurrird en

ausencia de mi compromiso”

JAMES SELMAN



Los resultados obtenidos comprueban que la administracion subcrénica de Imipramina y Rapamicina
reduce significativamente la conducta de inmovilidad, lo cual se traduce como una disminucién del
estado de desesperanza y/o depresién del animal, a dosis a las cuales individualmente no tenian

efecto terapéutico significativo.

El mecanismo antidepresivo ya conocido por el cual actia Imipramina, es la inhibicién de la recaptura
de las aminas biégenas: serotonina y noradrenalina. Esta inhibicién provoca que exista un aumento
de estos dos neurotrasmisores, lo cual conlleva a una mayor estimulacién en el caso de noradrenalina
de receptores postsinapticos tipo Q1 (Kobinger, 1984) y en el caso de serotonina 5-HTi, 5-HT2 y 5-

HTs, asi como presindpticos adrenérgicos 02 y serotoninergicos 5-HT 1B y 1D (Nutt, 2002).

Por otro lado, dentro de las caracteristicas principales de los agentes antidepresivos existe un
desfasamiento importante PK/PD; es decir existe un desajuste entre el efecto y la concentracién
plasmdtica mdxima, esto es debido a que se ha sugerido que para observar la respuesta es
necesario alcanzar concentraciones suficientes en el espacio sindptico para inhibir al cotransportador
(para noradrenalina de Ki = 4 nM y para serotonina Ki = 61 nM) (Zhu et al., 1998; Okugawa et al.,
1999, y Torres et al, 2003). Por tal motivo las dosis que se seleccionaron para imipramina se
administraron en forma subcrénica 24, 1Th y 30min antes de someter al animal a la prueba, con el fin
de alcanzar las concentraciones inhibitorias adecuadas en el espacio sindptico para producir el

efecto terapéutico deseado.

La administracién de rapamicina produjo una disminuciéon de la conducta depresiva, lo cual podria
explicarse mediante el mecanismo por el cual Rapamicina tiene la capacidad de inhibir al complejo
mTOR1. mTOR1 es activado en respuesta a factores como el estrés y/o depresién y posiblemente en
dicha alteracién, rapamicina este provocando una activacién de la autofagia, lo cual conlleva a una

supervivencia neuronal y modulacién positiva de la neurogénesis.



La administracién de rapamicina en estudios anteriores demostré que no existe un cambio
significativo en el tiempo de inmovilidad a una sola dosis y que la administraciéon subcrénica es
necesaria, para la eliminacién de agregados proteicos o téxinas y para que cualquier efecto en el

comportamiento sea aparente.(Cleary et al, 2008)

Por tanto, las dosis que se seleccionaron para rapamicina se administraron en forma subcrénica 4
dias, 24 y 1 h antes de someter al animal a la prueba, con el fin de aumentar o mejorar el proceso

de autofagia en la célula neuronal.

Rapamicina presentd efectos significativos a partir de la dosis 3.1mg/Kg i.p de igual forma que
para Imipramina, de manera que existe igual potencia por ambos farmacos. Sin embargo la eficacia
es mayor en Imipramina, presentando efectos inferiores a los 50 segundos de inmovilidad, los cuales
son superiores en Rapamicina.

La diferencia en eficacia de rapamicina, se debe en parte a que existen mds mecanismos
involucrados en su respuesta (receptores, inhibicién directa de mTOR1, respuesta del sistema inmune)
mientras que en el caso de imipramina sélo existe el mecanismo de inhibitorio del cotransportador

(Ultrillas, 2000).

La combinacién de Imipramina y Rapamicina redujo casi al doble el tiempo de inmovilidad a dosis a
las cuales individualmente no la modificaban de manera dosis dependiente, a partir de la dosis 1.0
mg/kg Imipramina + 0.31mg/kg de Rapamicina. Estos resultados, sugieren que la combinacién de
fadrmacos que actian a través de diferentes mecanismos pueden producir respuestas farmacolégicas

a dosis no observadas individualmente.

Los resultados a las combinaciones 1.0 mg/kg Imipramina + 0.31mg/kg Rapamicina y 0.31mg/kg
Imipramina + 1.0mg/kg Rapamicina demuestran que inducen respuestas de tipo potenciacién en el
efecto y esto es debido a que la respuesta observada es mayor a las que se observaria al sumar los
efectos individuales de cada farmaco. Sin embargo, los resultados de la combinacién de 1.0 mg/Kg

Imipramina + 1.0 mg/kg Rapamicina demuestran que inducen respuestas posiblemente de tipo



aditivo en el efecto y esto es debido a que la respuesta observada es igual a las que se observaria
al sumar los efectos individuales de cada fdrmaco, esto conforme aumenta la dosis de Rapamicina.

Este efecto sinérgico puede ser explicado debido a que rapamicina favorece la capacidad de la
célula de eliminar agregados proteicos y toxinas, por tanto favorece la supervivencia neuronal y la
neurogénesis, evitando asi la muerte neuronal y favoreciendo la interaccién de los neurotransmisores,
que al ser inhibida su recaptura por Imipramina produce un aumento en el tiempo de permanencia

del neurotrasmisor para su interaccién con sus receptores neuronales, produciendo un efecto mayor.

Por otra parte, se empleo el modelo de coordinacién motora para corroborar que rapamicina no
tuviera efecto en la capacidad de movimiento del animal como un estimulante. Se midié en nimero
de veces que el animal pasa de un cuadrante a otro y en tiempo de movilidad, debido a que el
modelo resulta cuestionable al observar que aunque el animal no pasa de un cuadrante a otro, este
sigue en movimiento dentro de un solo cuadrante. Por lo que se considera que el medir en nUmero de

veces el animal aumenta o disminuye la capacidad de exploracién.

Imipramina no presenté cambios significativos en tiempo de movilidad hasta la dosis 10 mg/kg
respecto al grupo control, de igual manera en nimero de veces que el animal pasa de un cuadrante
a otro, sin embargo se considera que la capacidad de exploracién del animal se reduce, esto debido
a una posible actividad en los ganglios basales, encargados de modificar el movimiento de manera

continua evitando asi el interés por explorar.

Rapamicina sin embargo, presento cambios en la capacidad de movimiento del animal a partir de la
dosis 1.0 mg/kg en tiempo de movilidad y en nimero de veces que el animal pasa de un cuadrante
a otro respecto al grupo control. La modificacién de la capacidad de movimiento puede ser debida
a una posible actividad de Rapamicina en el 16bulo frontal y de exploracién del ratén, a actividad
en los ganglios basales, las cuales pueden ser descritas como efectos adversos de Rapamicing, al

disminuir la capacidad de movimiento y exploracién del animal.



CAPITULO V
CONCLUSIONES

“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el

resultado. Un esfuerzo total es una victoria completa”

MAHATMA GANDHI



1.

La imipramina modificé el tiempo de inmovilidad en el modelo de nado forzado al ser
administrado de manera subcrénica, de tal manera que el sistema noradrenérgico y

serotoninérgico se encuentran implicado en trastornos depresivos.

Rapamicina disminuyé el tiempo de inmovilidad o desesperanza en el modelo de nado forzado
comparado con el grupo control, de manera dosis dependiente; por lo cual puede ser usado para

el tratamiento de la depresion.

La combinacién de Imipramina-Rapamicina redujo el tiempo de inmovilidad y a partir de la dosis
1.0-0.31mg/kg respectivamente el efecto se mantiene constante. El efecto observado fue mayor
al efecto esperado, de tal modo que existe una potencia de la respuesta farmacolégica, por lo

que esta combinacién, podria ser alternativa en el tratamiento de los trastornos depresivos.

De acuerdo a los resultados del modelo de Coordinacién Motora rapamicina, no actia como un

estimulante central al no aumentar el movimiento motor, sin embargo modifica la conducta de movilidad y

la capacidad de exploracion.
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GLOSARIO

AGITACION:

Malestar con inquietud y actividad aumentad, con cierto grado de ansiedad, temor y tensién.
ALUCINACION:

Percepcién sin objeto; error sensorial en el cual el sujeto percibe, sin que exista, un objeto o estimulo real.
ANALGESIA:

Abolicién de la sensibilidad del dolor, sin pérdida de los restantes modos de la sensibilidad.

ANSIEDAD:



Término utilizado habitualmente para designar el temor de un sujeto ante un peligro real o imaginario.

CICLOTIMICA (0):

Psicosis con fases periddicas de agitaciéon y depresién; forma ligera de locura circular.

CONVULSION:

Contraccién violeta o involuntaria de la musculatura estriada del cuerpo. Pueden ténicas o clénicas, segun
sea continba o discontinua; de origen cerebral o espinal, y secundaria a un mecanismo epiléptico.

CORTISOL:

Hormona adrenocortical, 17-hidroxicorticosterona o hidrocortisona. Glucocorticoide fisiolégico producido

en la corteza suprarrenal.

DELIRIO:

Estado caracterizado por obnubilacién de la conciencia, ideas incoherentes, ilusiones y alucinaciones.
Existe una distorsién importante de la relacién del individuo y el mundo exterior por la presencia de
ideas o creencias delirantes.

DESORDEN BIPOLAR:

Son aquellos desérdenes que presentan cambios del estado de dnimo extremos, es decir, de depresién a
euforia o alegria.

DESORDEN UNIPOLAR:

Son aquellos que presentan sélo un fenédmeno depresivo, es decir sentimientos de tristeza.

DISTIMIA:

Exageraciéon morbosa del estado afectivo en sentido de la exaltacién o depresién.

EPISODIO:

Modificacién profunda del humor en el sentido de la tristeza y del sufrimiento moral,

correlatvionada aun desinvestimiento de toda actividad, durante un periodo de tiempo corto,

menor a 2 meses.

ESQUIZOFRENIA:

Término ideado por Bleuler para definir psicosis de cardcter evolutivo, previamente descrita por
Kraepelin como demencia precoz. Se distinguen las formas clinicas simples paranoide, cataténica y
hebefrenica. La enfermedad se caracteriza por disociacién psiquica, despersonalizacién, alteraciones

del curso del pensamiento, autismo, alteraciones psicomotrices, trastornos de afectividad y delirio.



ESTRES:

Conjunto de reacciones (biolégicas, psicolégicas) que se desencadenan en el organismo cuando éste se
enfrenta en forma brusca con un agente nocivos, cualquiera que sea su naturaleza.

EUFORIA:

Sensacién de bienestar, de satisfaccién, natural o provocada por la administracién de farmacos.

FATIGA:

Estado o sensacién de las partes del cuerpo después de la exagerada actividad métora.

HIPOTENSION:

Tensién o presién baja o reducida de la presién sanguinea.

INSOMNIO:

Falta de suefio, desvelo anormal o dificultad para conciliar el suefio.

MANIA:

Sindrome psicético caracterizado por excitacién psicomotriz, euforia patoldgica, hiperactividad e ideas
de grandeza y omnipotencia. Puede aparecer como trastorné aislado o como fase de la psicosis
maniaco depresiva.

MINUSVALIA:

Sensacion de invalidez parcial o incapacidad.

PROLACTINA:

Hormona de la porcién anterior de la hipéfisis, que estimula la secrecién lactea, galactina, mamotropina,

hormona lactogénica.

TAQUICARDIA:

Aceleracién de los latidos del corazén.



