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1. INTRODUCCION

La depresion es uno de los trastornos afectivos mas frecuentemente reportados y se
caracteriza por sintomas emocionales como apatia, pesimismo y una actitud general
negativa. Actualmente es un problema de salud que afecta a entre el 10 y el 30% de las
mujeres y del 7 al 15% de los hombres en alguna etapa de su vida y que ademas tiene un
alto costo social y econémico, pues esta enfermedad ocasiona una importante discapacidad
laboral. Numerosos estudios indican que el estrés oxidativo tiene una importante
participacion en la depresion, debido a que se ha reportado una disminucion en las defensas
antioxidantes y elevados niveles de marcadores de peroxidacion de lipidos en pacientes
deprimidos. Por otro lado, el extracto estandarizado de las hojas de Ginkgo biloba, EGb 761,
tiene conocidas propiedades antioxidantes y se ha utilizado con éxito en el tratamiento de
enfermedades que se relacionan con el estrés oxidativo. Diversos grupos de investigacion
han demostrado que el EGb 761 tiene efectos benéficos sobre la memoria y el estado de
animo de pacientes afectados por enfermedades del sistema nervioso central sin efectos
adversos graves. Una alternativa que puede ser utilizada en el tratamiento de la depresion
debido a su posible origen en el incremento del estrés oxidativo es el uso de antioxidantes.
En este estudio se evalud el efecto antidepresivo del EGb 761 en la prueba de nado forzado,
un modelo de la depresion utilizado extensamente, y el efecto del extracto en la prueba se

comparé con el efecto producido por el antidepresivo imipramina.



1.1 HIPOTESIS

Si se presenta una disminucion del tiempo de inmovilidad en la prueba de nado
forzado después del pretratamiento con EGb 761, entonces esta disminucion se debera a la
prevencion de la aparicion de estrés oxidativo en diferentes regiones cerebrales debido a la
capacidad antioxidante del extracto.

1.2 OBJETIVOS

Obijetivo general

Evaluar la actividad antidepresiva del EGb 761 mediante la prueba de nado forzado y

comparar esta actividad con la del antidepresivo imipramina.

Obijetivos especificos

Determinar el efecto del tratamiento con EGb 761 durante 17 dias previos a la prueba
de nado forzado en diferentes regiones cerebrales evaluando aspectos como:

> La concentracion de neurotransmisores monoaminérgicos y su metabolismo.

> La actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa total, glutation
peroxidasa y glutation reductasa.

> La cantidad regional relativa de la enzima superéxido dismutasa citosdlica (CuzZnSOD)
y mitocondrial (MnSOD).

> La cantidad de malondialdehido, como un indicador de la peroxidacion de lipidos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades acerca de la depresiéon

La depresion es uno de los trastornos afectivos mas frecuentes y se caracteriza por
sintomas emocionales como apatia, pesimismo, desinterés por actividades placenteras y una
actitud negativa que puede oscilar desde la sensacion de tristeza que se considera normal
hasta el cuadro que se acompafia de sensaciones intensas de culpa y pensamientos suicidas
(Nestler, 2002; Akiskal, 2000). La depresion presenta componentes clinicos y biolégicos muy
heterogéneos y es una de las enfermedades con mayor prevalencia y costo a nivel mundial;
se estima que del 10-30% de las mujeres y del 7-15% de los hombres padece depresién en
alguna de sus formas durante el transcurso de su vida (Malberg y Blendy, 2005). La
gravedad de la depresion radica en que esta enfermedad es una causa importante de
discapacidad laboral y de muerte prematura en todo el mundo (Rang et al., 2004). En
particular la depresién mayor se ha asociado con una alta mortalidad, ya que alrededor del
15% de los individuos que presentan este padecimiento, mueren por suicidio (DSMIV-TR,
2000). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la depresidon mayor es
actualmente la cuarta causa mas importante de incapacidad diaria y sera la segunda causa

mas importante para el 2020 (Elhwuegi, 2004).

2.2 Diagnostico de la depresion y clasificacion de acuerdo a su intensidad

A mediados del siglo XIX el cerebro se volvio el centro de los esfuerzos para entender
la patofisiologia de este padecimiento (Nestler, 2002). Desde entonces el diagnéstico de la
depresion se ha abordado desde el punto de vista bioquimico y desde el punto de vista
psicoldgico.

Una herramienta bioquimica que se ha utilizado en el diagnostico de la depresion
consiste en evaluar la funcion del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (eje HPA) mediante la
prueba de supresién con dexametasona (DEX) (dexamethasone suppression test, DST) que
es el ensayo que se utiliza con mayor frecuencia en la evaluacion de la funcion de este eje.
La prueba consiste en administrar DEX al paciente con la finalidad de bloquear la liberacion
de cortisol, una de las especies que es secretada de manera normal como resultado de la
estimulacién del eje HPA. Si el cortisol no disminuye, entonces se dice que el paciente es
“DST no suprimido”, un hallazgo comun en personas que padecen depresion (Varghese y
Brown, 2001).



Desde la década de los 60’s, el diagnostico psicolégico de la depresion se ha hecho
de acuerdo con los criterios sintomaticos publicados en el manual diagndstico y estadistico
de los trastornos mentales (Nestler, 2002; DSMIV-TR, 2000). Como herramienta auxiliar en el
diagnostico se ha utilizado la escala de Hamilton para la evaluacion de la intensidad de los
sintomas depresivos (Hamilton depresion rating scale) (Hamilton, 1960; Hamilton, 1967),
disefiada para evaluar cuantitativamente la gravedad de los sintomas y valorar los cambios
en el paciente después de recibir algun tratamiento.

Clasificacion de la depresion. La clasificacidon mas utilizada es la que aparece en el DMSIV-

TR (2000), que incluye a la depresion mayor, la distimia y otras formas de depresion como el
trastorno disférico premenstrual y el sindrome afectivo estacional.

Depresidon mayor. Esta es la forma mas grave de depresion ya que se asocia con una mayor

incapacidad para realizar tareas y con el mayor indice de suicidios. En el diagndstico de esta
forma de depresion deben presentarse al menos cinco de los sintomas que aparecen a
continuacién durante un periodo minimo de dos semanas, y deben representar un cambio en
la conducta o en el estado de animo respecto a un estado previo (DMSIV-TR, 2000); estos
cambios son:
> Animo deprimido la mayoria de los dias y en la mayor parte de cada dia (por lo menos
durante dos semanas).
> Total o muy importante pérdida de interés por las experiencias placenteras durante la
mayor parte del tiempo.
> Aumento o disminucion importante del peso (cambio de mas del 5% del peso corporal

en un mes), cambios en el apetito o ambos.

\%

Trastornos del suefio en forma de insomnio o de excesiva somnolencia diariamente.

> Sensacion de agitacion o sentido de intensa lentitud, asi como de pérdida de energia 'y
cansancio, acompafado de sensaciones de inutilidad o culpabilidad excesiva durante
la mayor parte del dia.

> Incapacidad o habilidad disminuida de concentraciéon y dificultad para tomar

decisiones.

> Pensamientos recurrentes de muerte y suicidio.



Ademas, en el diagnostico deben tomarse en cuenta las siguientes consideraciones:

> Los sintomas no deben seguir o acompafiarse de episodios maniacos (para evitar la
confusion con el trastorno bipolar)

» Funciones normales importantes, como el desempefio laboral o las relaciones
interpersonales se deben ver afectadas en alguna medida.

> Los episodios depresivos no deben ser causados por farmacos, alcohol u otras
sustancias de abuso ni deben ser causados por la reaccién de duelo normal; si son
causados por un evento de esta indole, esta sensacion no debe tener una duracion

mayor a dos meses.

En la depresion mayor la recuperacion es frecuente aunque el riesgo de recaida

también constituye una amenaza constante. Aproximadamente dos tercios de los pacientes
con depresion mayor experimentan una recaida y cada recaida aumenta el riesgo de
episodios depresivos posteriores (DMSIV-TR, 2000).
Distimia. La distimia afecta del 3-6% de la poblaciéon y el DMSIV-TR (2000) indica que
distimia y depresion mayor se distinguen por la severidad, duracién y persistencia de los
sintomas. En la distimia la disminucién en el estado de animo es menos intensa, pero tiene
una duracion mayor a dos afos. En estos pacientes no aparecen trastornos en la conducta
alimentaria o del apetito sexual posiblemente a causa de la duracion de los sintomas y a la
baja intensidad de éstos. Frecuentemente los pacientes diagnosticados con distimia suelen
presentar una condicion conocida como “depresion doble”, ya que durante el periodo de
depresion cronica suelen presentarse episodios de depresién mayor. Se estima que el 10%
de los pacientes que presentan distimia pueden llegar a presentar depresion mayor.

Trastorno_afectivo estacional. Se caracteriza por episodios anuales de disminucion en el

estado de animo de intensidad variable que se presentan en el otofio o en el invierno y que
remiten espontdneamente en la primavera y en el verano. Adicionalmente a los sintomas
caracteristicos de la depresién también se presenta una tendencia a comer carbohidratos en
exceso y una excesiva somnolencia (DMSIV-TR 2000).

Trastorno disférico premenstrual. El sindrome de depresidn severa, irritabilidad y tension que

precede a la menstruacién se conoce con este nombre y afecta a entre un 3-8% de las
mujeres en edad reproductiva. El diagndstico depende de la presencia de cinco de los
sintomas de depresion mayor que aparecen antes del periodo menstrual y desaparecen
después de este periodo (DMSIV-TR 2000).
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3. Tratamientos disponibles para la depresion

3.1 Generalidades

Los antidepresivos que actualmente se utilizan en el tratamiento clinico de la
depresion incrementan de manera rapida la disponibilidad de monoaminas como
noradrenalina (NA) y serotonina (5-HT) en el espacio sinptico (Elhwuegi, 2004). Los
primeros tratamientos antidepresivos se descubrieron por entera casualidad al observar que
algunos farmacos que se empleaban para indicaciones diferentes a la depresion mejoraban
el estado de animo de los pacientes (Rang et al., 2004). Un fendmeno comun en la mayoria
de los antidepresivos es gque éstos manifiestan su efecto terapéutico después de un tiempo
de administracion variable que va de 2 a 6 semanas; en general, la duracion del tratamiento

puede llegar hasta los 6 meses (Blendy, 2006).

3.2 Clasificaciéon de los tratamientos disponibles

Los antidepresivos de los que actualmente se dispone pueden dividirse de acuerdo a
su mecanismo de accion en: inhibidores de la recaptura de monoaminas (antidepresivos
triciclicos (ATC), inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS) y antidepresivos
heterociclicos atipicos (AH)); inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAO), terapia
electroconvulsiva (TEC), y otros tratamientos entre los que se encuentran los fitofarmacos,

como los que incluyen a la hierba de San Juan en su elaboracion.

3.2.1 Antidepresivos triciclicos (ATC)

Los ATC se emplean fundamentalmente en el tratamiento de depresiones de origen
diverso y en la fase depresiva del trastorno bipolar (Sarko, 2000; Velasco et al., 2004).
Ejemplos de estos farmacos son imipramina, amitriptilina y nortriptilina entre otros. Los ATC
reciben este nombre por el nimero de tres anillos caracteristico de estas moléculas. El efecto
principal de los ATC consiste en el bloqueo de la recaptura de monoaminas por las
terminales nerviosas. Casi todos los ATC inhiben por igual la recaptura de NA y 5-HT (Rang
et al., 2004).

Muchos de los efectos adversos de los ATC se relacionan con su capacidad de
estabilizacién del potencial de membrana (que no permite la despolarizacion) y con sus

efectos anticolinérgicos, antihistaminicos y alfa adrenoliticos. Entre los efectos no deseados
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de estos farmacos destacan las reacciones de confusion y desorientacion, taquicardia,
sequedad de la boca y alteraciones de la libido (Velasco et al., 2004; Sarko, 2000).

Los ATC se unen con fuerza a las proteinas plasmaticas, de manera que los
compuestos que compiten con esa union (como el acido acetilsalicilico) tienden a potenciar
sus efectos. El uso de ATC esta contraindicado en pacientes con epilepsia, esquizofrenia,
trastornos prostaticos y glaucoma; no deben combinarse con IMAO, etanol y otros
depresores del sistema nervioso central (SNC) (Rang et al., 2004; Velasco et al., 2004;
Sarko, 2000).

3.2.2 Antidepresivos heterociclicos atipicos (AH)

Los AH se utilizan en el tratamiento de la depresion en sus diferentes formas y en la
fase depresiva del trastorno bipolar. Estos compuestos cuentan con mecanismos de accion
novedosos (por ejemplo, la inhibicidbn selectiva de la recaptura de NA); todos ellos son
moléculas sintéticas que presentan estructuras quimicas muy diversas y algunos pueden
disminuir el retraso en el comienzo de la accion antidepresiva. Son Utiles en pacientes que no
responden a otros tratamientos (Rang et al., 2004; Velasco et al., 2004; Sarko, 2000).

Ejemplos de estos farmacos son mianserina, reboxetina y venlafaxina.

3.2.3 Inhibidores selectivos de la recaptura de la serotonina (ISRS)

Los ISRS se emplean en el tratamiento de la depresion mayor, distimia y otros
trastornos que son consecuencia de la deficiencia de 5-HT. Su eficacia como antidepresivos
es comparable a la de los ATC. Ejemplos de estos farmacos son fluoxetina, paroxetina y
citalopram entre otros. Estos farmacos inhiben de manera selectiva la recaptura de 5-HT, de
manera que en el espacio sinaptico hay una mayor cantidad de este neurotransmisor en
relacion con la NA (Rang et al., 2004; Velasco et al., 2004; Sarko, 2000).

En la mayoria de los casos los efectos no deseados de estos farmacos son una
consecuencia de la accion farmacologica y se presentan principalmente en el SNC,
causando gque aproximadamente 15% de los pacientes abandone el tratamiento; estos
efectos incluyen cefalea y nauseas, mareos, sudoracion excesiva, disminucion de la libido,
impotencia sexual y migrafia. Se han reportado muy pocos casos de muerte después de
sobredosis con ISRS considerando que estos son los farmacos mas recetados para el
tratamiento de la depresion. Presentan peligrosas interacciones con los IMAO ocasionando lo

gue se conoce como “sindrome serotoninérgico”, que puede causar la muerte. Otras
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interacciones peligrosas se presentan con los neurolépticos, las sales de litio y los ATC
(Rang et al., 2004; Velasco et al., 2004; Sarko, 2000).

3.2.4 Inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAO)

Los IMAO se utilizan en el tratamiento de la depresion es todas sus formas y ademas
son Utiles en el tratamiento de crisis de angustia, trastornos obsesivo-compulsivos y
agorafobia. Algunos IMAO son fenelzina, tranilcipromina e iproniazida (Velasco et al., 2004).
La enzima monoamino oxidasa (MAO) ejerce dos funciones principales en el organismo:
regular la concentracion intraneuronal de monoaminas e inactivar aminas enddgenas y
exdgenas. Esta enzima tiene dos isoformas, MAO-A y MAO-B. La MAO-A preferentemente
metaboliza 5-HT y NA, mientras que las dos formas de la enzima actdan sobre dopamina
(DA) (Brunton et al., 2006). El principal efecto de los IMAO consiste en bloquear la actividad
de la enzima MAO, generando un aumento en la concentracion intraneuronal de
monoaminas en las terminales nerviosas (Rang et al., 2004).

Muchos de los efectos adversos de los IMAO son consecuencia de la inhibicion de la
MAO. Algunos pacientes experimentan un aumento de peso por un incremento del apetito
con frecuencia tan intenso que obliga a la suspension del tratamiento; también pueden
ocasionar excitacion, temblores, sequedad de la boca, trastornos del transito intestinal y
ocasionalmente impotencia sexual. La interaccién con otros farmacos y con alimentos es el
factor principal que llevé a la disminucion de su uso clinico. Por ejemplo, la combinacion
accidental de IMAO con la tiramina presente en algunos quesos provoca una hipertension
arterial aguda que se caracteriza por una intensa cefalea palpitante que puede causar una
hemorragia intracraneal (Rang et al., 2004; Velasco et al., 2004; Sarko, 2000).

3.2.5 Terapia electroconvulsiva (TEC)

A principios del siglo XX se consideraba a la esquizofrenia y a la epilepsia como
enfermedades mutuamente excluyentes. Esta hipotesis llevd a provocar convulsiones
mediante el uso de choques eléctricos como tratamiento de la esquizofrenia en la década de
los 30’s. Aungue esta terapia resulto ineficaz en la esquizofrenia, demostro ser efectiva en la
disminucién de los sintomas depresivos de esta enfermedad. En el ser humano la TEC
consiste en la estimulacion mediante electrodos colocados en ambos lados de la cabeza; el
paciente debe estar ligeramente anestesiado y paralizado con un bloqueante neuromuscular

para evitar lesiones fisicas y debe estar sujeto a ventilacion artificial. Estudios controlados
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demostraron que la TEC tiene una eficacia similar a la de los antidepresivos convencionales,
con porcentajes de respuesta que oscilan entre 60 y 80%; su principal inconveniente es que
a menudo provoca confusion y una pérdida de memoria que persiste por varios dias o incluso

algunas semanas (Valenti et al., 2007; Rang et al., 2004).

3.3 Terapias potenciales

Un area bajo extensa investigacion incluye el desarrollo de farmacos que actdan a
nivel del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) para el tratamiento de enfermedades que
involucran el estado de animo y el comportamiento. Diversos grupos de investigacion han
utilizado medicamentos ya autorizados por la Administracion de Alimentos y Farmacos de los
Estados Unidos (FDA) para otras indicaciones en el tratamiento de la depresién que inhiben
a las enzimas relacionadas con la sintesis de cortisol (por ejemplo, ketoconazol) con
resultados contradictorios (Angelucci, 2000). Los receptores para el factor de liberacion de
corticotropina (CRF), que forman parte del eje HPA, y que aparentemente se encuentran
involucrados en la aparicion de depresion y otras enfermedades, han sido objeto de estudio
en el desarrollo moléculas antagonistas de su actividad; éstas permanecen en etapa de
desarrollo, por lo que su uso en la clinica es aun lejano. Se cree que los antidepresivos que
se utilicen en el futuro actuaran sobre el eje HPA y seran utilizados en mayor medida que las
terapias que involucran al los sistemas monoaminérgicos en el tratamiento de la depresion
(Varghese y Brown, 2001).

Un area que ha cobrado auge en los ultimos afios es el uso de plantas y de
fitofdrmacos que derivan de ellas en el tratamiento de la depresion. La hierba de San Juan es
el ejemplo mas representativo de estas nuevas alternativas debido a que ha demostrado
tener una eficacia semejante a la de los antidepresivos convencionales. Sin embargo, se ha
reportado que el uso de esta planta y de sus derivados puede implicar graves riesgos de

interaccién con otros farmacos potenciando su toxicidad (Rang et al., 2005).
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4. Aspectos de la neurotransmision relacionados con depresion

4.1 Generalidades

Las monoaminas son neurotransmisores que se cree estan involucrados en la
patogeénesis de varias enfermedades, entre ellas la depresion, en donde la disminucion de su
concentracion en el espacio sinaptico fue el primer hallazgo que relacion6 a esta enfermedad
con un posible origen bioguimico; las monoaminas comparten entre si algunas propiedades
fundamentales, pero difieren de manera importante en cuanto a su distribucion en el cerebro,

el tipo de receptores sobre los que actian y su mecanismo de accion (Elhwuegi, 2004).

4.2 Aspectos generales de la neurotransmision monoaminérgica

Noradrenalina, adrenalina (A) y dopamina, también conocidas como catecolaminas,
son biosintetizadas a partir del mismo precursor, que es la L-tirosina; la transformacion de
este aminodacido se hace de acuerdo con el tipo de neurona a donde ingrese el aminoéacido, y
ésta puede ser dopaminérgica, noradrenérgica o adrenérgica. La figura 1 presenta las
transformaciones intraneuronales que sufre la L-tirosina y las enzimas involucradas en la
biosintesis de catecolaminas (Rang et al., 2004; Iverson, 1991). La serotonina es otra
monoamina que se biosintetiza a partir de un aminodcido que es el L-triptéfano. Las
transformaciones de este aminoacido dentro de la neurona serotoninérgica y las enzimas
involucradas en la biosintesis de 5-HT se presentan en la figura 1 (Rang et al., 2004; Fuller,
1980).

Todas las monoaminas después de su biosintesis se concentran en vesiculas que se
encuentran en el interior de las terminales nerviosas de la neurona para formar parte de un
transporte vesicular. El almacenamiento de las monoaminas en vesiculas protege a estas
moléculas del metabolismo intraneuronal (Masson et al., 1999). Un complejo mecanismo
dependiente de Ca** es el responsable de liberar a las monoaminas almacenadas hacia el
espacio sinaptico, en donde activan receptores especificos localizados en las membranas
presinapticas o postsinapticas. Los receptores postsinapticos pueden ser de dos tipos:
ionotropicos 0 metabotropicos. La estimulacion de un receptor ionotropico favorece la
generacion de un potencial de membrana en la neurona postsinaptica debido a la accion de
canales iénicos. La estimulacién de un receptor metabotrépico en la neurona postsinaptica
ocasiona cambios bioquimicos en nucledtidos ciclicos que pueden activar diversos tipos de

proteinas quinasas; estos receptores se encuentran acoplados a proteinas G (Elhwuegi,
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2004). Por otro lado, la estimulacion de los receptores presinapticos localizados en la
terminal nerviosa puede regular la liberacibn de monoaminas a través de potenciales de
accion. Este hecho constituye un mecanismo de autorregulacion que controla la cantidad de

monoamina presente en el espacio sinaptico (Boehm y Kubista, 2002).
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Figura 1. (A) Biosintesis de dopamina, noradrenalina y adrenalina. (B) Biosintesis de serotonina
(jnm.snmjournals.org)

La terminacién de la accién de todas las monoaminas inicia con la recaptura de éstas
hacia la terminal presindptica para ser almacenadas nuevamente en vesiculas o ser
metabolizadas por la enzima MAO. El mecanismo de recaptura utiliza transportadores
dependientes de Na'/CI (Lester et al., 1996). Las dos enzimas que son importantes en el
metabolismo de las monoaminas son la MAO y la catecol-o-metil transferasa (COMT).
Ambas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en el organismo; sin embargo, en
las neuronas el metabolismo de las monoaminas depende principalmente de la MAO
(Elhwuegi, 2004). En la figura 2 se muestran los compuestos que resultan de la degradacion

de NA, DAy 5-HT.

4.3 Neurotransmision noradrenérgica

La NA se encuentra en mayor medida en el locus coeruleus (LC) (Mongeau et al.,
1997) y en otras regiones cerebrales. A partir del LC los axones de las neuronas
noradrenérgicas descienden hacia la médula espinal, entran al cerebelo y ascienden para

inervar los nucleos supraodptico y paraventricular del hipotdlamo, el tadlamo, la amigdala, el
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telencéfalo basal y la neocorteza. Las proyecciones noradrenérgicas mas importantes que se
relacionan con las funciones psicolégicas surgen del LC y ascienden por el tallo cerebral para
inervar el tdlamo, el hipotalamo dorsal y la corteza frontal (Ganong, 2001; Foote et al., 1983).
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Figura 2 . Degradacién de 5-HT (A), de DA (B) y de NA (C) y sus principales metabolitos (jnm.snmjournals.org)

La respuesta adrenérgica se debe a dos tipos de receptores, a y 3 (Bylund et al.,
1994). Todos los receptores adrenérgicos se encuentran acoplados a algun tipo de proteina
G, ya sea Gs, Gi 0 Gq (Nerr, 1995). Los tres subtipos de receptores B (B1, B2 Y Bs) se
encuentran acoplados a la estimulacién de la enzima adenilato ciclasa (AC) a través de una
proteina Gs que produce un aumento de la actividad de esta enzima y consecuentemente un
incremento en la acumulacion del segundo mensajero monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc) (Taussig y Gilman, 1995). EI AMPc activa a la proteina quinasa A (PKA) que causa la
fosforilacién de varias proteinas celulares que producen la respuesta especifica tipica de la
estimulaciéon de receptores 3 (Elhwuegi, 2004).

Los receptores a; son de naturaleza excitatoria, y usualmente se asocian con una
proteina Gg. Su activacion se encuentra relacionada con diferentes cascadas de
sefalizacion, las cuales incluyen la activacién de la fosfolipasa C (PLC) y la generacion de
los segundos mensajeros trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Fields y Casey,
1997). La activacion de estos receptores produce una despolarizacion en la neurona debida
al incremento en la conductancia de K*, que hace a la neurona mas excitable (Elhwuegi,
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2004). Por otro lado, los receptores a, se relacionan con la inhibicién de la enzima AC, pues
se encuentran acoplados a una proteina del tipo G; (Liggett, 1996). La activacion de los
receptores presinapticos o, adrenérgicos disminuye la liberacion de NA y suprime la

descarga de las neuronas serotoninérgicas (Clement et al., 1992).

4.4 Neurotransmision serotoninérgica

En el sistema nervioso central (SNC) las neuronas serotoninérgicas se encuentran en
abundancia en regiones localizadas del mesencéfalo y en el nucleo dorsal de rafé (Rang et
al., 2004). Las neuronas serotoninérgicas se proyectan hacia porciones del hipotalamo, del
sistema limbico, la noecorteza, el cerebelo y la médula espinal (Ganong, 2001).

Una gran variedad de receptores para 5-HT se han identificado utilizando técnicas
moleculares. Los receptores 5-HT; y 5-HT, se encuentran acoplados a proteinas G. El
receptor 5-HT; se subdivide en al menos cinco subtipos de receptores: 5-HTia, 5-HTyg,
5-HTip, 5-HT1e y 5-HTir. Estos receptores se encuentran acoplados a una proteina G; que
evita la formacion del segundo mensajero AMPc. La activacion del receptor 5-HT4 lleva a la
hiperpolarizacion de la neurona y a la inhibicion de la liberacion de 5-HT (Mongeau et al.,
1997). La liberaciébn de 5-HT de las neuronas serotoninérgicas también se encuentra
regulada por los receptores presinapticos 5-HT1g/1p (Starkey y Skingle, 1994). Hay tres tipos
de receptores 5-HT,, de los cuales el mas importante es el 5-HT,n que muestra altas
densidades en la corteza prefrontal. Este receptor se relaciona con la regulacion de la
recaptura de 5-HT (Elhwuegi, 2004).

4.5 Neurotransmision dopaminérgica

La dopamina es un neurotransmisor que se relaciona con el control de los
movimientos corporales y algunas funciones enddcrinas. Una gran cantidad de neuronas
dopaminérgicas se encuentran presentes en el ndcleo caudado, el nucleo acumbens, el
nucleo central de la amigdala y algunas areas de la corteza frontal (Elhwuegi, 2004). Una
region con una gran cantidad de neuronas dopaminérgicas es el cuerpo estriado. En el
cerebro se ubican muchos sistemas dopaminérgicos que para su estudio se dividen en
sistemas ultracorto, intermedio y largo de acuerdo con la longitud de sus axones (Ganong,
2001). Los sistemas de axones de longitud ultracorta incluyen a las células entre las capas

nuclear interna y la plexiforme interna de la retina y las células periglomerulares del bulbo
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olfatorio. Los sistemas de axones de longitud intermedia incluyen el sistema
tuberoinfundibular que secreta dopamina hacia los vasos hipofisiarios portales en donde esta
monoamina inhibe la secrecion de prolactina, el sistema incertohipotalamico, que liga al
hipotdlamo con los nucleos septales laterales y el sistema periventricular, con origen en la
sustancia gris periacueductal y proyecciones al hipotdlamo y talamo. Los sistemas de axones
largos incluyen al sistema nigroestriatal, con origen en la sustancia nigra y terminales en el
cuerpo estriado que se encargan del control motor; el sistema mesolimbico, con origen en el
tegmento ventral y proyecciones al septo, bulbo olfatorio, nicleo acumbens, amigdala y
corteza piriforme y el sistema mesocortical, que se proyecta del tegumento del cerebro medio
a las cortezas limbica y frontal, al bulbo olfatorio, nacleo acumbens y areas subcorticales
relacionadas (Ganong, 2001; Tresguerres, 1992)

A nivel celular, las acciones de la dopamina se relacionan directamente con el tipo de
receptor con el que interactian. Mediante técnicas farmacologicas y bioquimicas se
encontraron dos tipos de familias de receptores para dopamina: la familia D; (Que comprende
a los receptores D; y Ds) y la familia D, (que comprende a los receptores Dy, D3 y Dy). Los
receptores tipo D; activan a la enzima AC incrementando la concentracion intracelular de
AMPc. Los receptores tipo D, se acoplan a multiples sistemas como son la inhibicion de la
enzima AC, la supresion de las corrientes de Ca?* y la activacién de corrientes de K*
(Palermo-Neto, 1997).
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5. Teorias sobre el origen de la depresion

5.1 Generalidades

Con base en observaciones clinicas varios grupos de investigacion han propuesto
multiples mecanismos para establecer el origen de la depresion. La diversidad de las
propuestas sugiere que la depresion no es consecuencia de una causa Unica, sino que es
resultado de la interaccién de factores que en conjunto originan esta enfermedad. Las
principales propuestas que se han hecho para establecer el origen de la depresion son las

siguientes:

5.2 La teoria monoaminérgica clasica

La primera teoria bioquimica acerca del origen de la depresion es la hipotesis
monoaminérgica propuesta por Schildkraut en 1965. Esta teoria propone que la depresion es
resultado de una deficiencia funcional de los neurotransmisores monoaminérgicos en
determinadas regiones del cerebro y surgié de la observacion de los efectos de la reserpina
cuando se utilizaba en pacientes hipertensos. Estos pacientes manifestaban sintomas
depresivos, encontrandose posteriormente que estos sintomas se debian a que la reserpina
bloguea el almacenamiento de aminas neurotransmisoras como 5-HT y NA en las vesiculas
de las terminales nerviosas presinapticas y consecuentemente la cantidad de estas especies
en el espacio sinaptico era limitada. Con base en estas observaciones se dedujo que la
depresion es causada por la disminucion de la transmision sinaptica funcional dependiente
de estas monoaminas (Rang et al., 2004; Katzung, 2002). Un enigma importante en la
aplicacion practica de esta teoria consiste en que los efectos farmacolégicos de los
antidepresivos son relativamente rapidos (aproximadamente 3 horas), mientras que los

efectos clinicos tardan como minimo dos semanas en manifestarse (Katzung, 2002).

5.3 Enfoque moderno de la teoria monoaminérgica

Se ha sugerido que el incremento agudo de los niveles de monoaminas en el espacio
sinaptico como resultado de la accion de un antidepresivo puede ser solo el paso mas
temprano de una compleja cascada de eventos que finalmente lleva a una actividad
antidepresiva (Pifieyro y Blier, 1999). El incremento en la cantidad de monoaminas en el
espacio sinaptico induce cambios de subsensibilizacion de los receptores (disminucién en la

respuesta o numero de receptores como resultado de ser constantemente estimulados por

20



un ligando) que regulan la recaptura y la liberacion de monoaminas en el espacio sinaptico.
La disminucién de la sensibilidad de estos receptores ocasiona una disminucién de la
recaptura de monoaminas y consecuentemente se presenta una actividad monoaminérgica
central mas elevada que coincide con la aparicion de una respuesta terapéutica al
tratamiento antidepresivo. De acuerdo con esta teoria los cambios adaptativos en los
receptores son los responsables del efecto antidepresivo y estos cambios dependen de la
disponibilidad de la monoaminas en la sinapsis en cantidad elevada y de manera constante.

Sin embargo, el efecto sobre la subsensibilidad de los receptores es reversible y se
atribuye a esta reversion la pérdida de la actividad antidepresiva, un fendmeno que podria
explicar parcialmente las recaidas observadas en algunos pacientes después de un
tratamiento con antidepresivos (Elhwuegi, 2004).

5.4 Los glucocorticoides, el estrés y su relacion con la depresion

Bajo condiciones de estrés psicolégico o ambiental las neuronas en el ndcleo
paraventricular del hipotalamo secretan un péptido llamado factor de liberacion de
corticotropina (CRF). EI CRF actia en la glandula hipofisis estimulando la secrecidon de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH), que a su vez promueve la sintesis y liberacion de
glucocorticoides en la corteza adrenal (corticosterona en roedores, cortisol en humanos); los
glucocorticoides provocan una respuesta de adaptacion para afrontar una condicion de
estrés principalmente gracias a los efectos que tienen sobre el sistema vascular y el
metabolismo. El ciclo de autorregulacion se completa con la accidén inhibitoria de los
glucocorticoides secretados por la corteza adrenal sobre la liberacion de CRF en el
hipotalamo y la liberacion de ACTH en la glandula pituitaria; también interactian con las
neuronas presentes en el hipocampo, que detienen la liberacion de CRF en las neuronas del
nucleo paraventricular (Nestler et al., 2002).

La sobreactivacion del eje HPA es un hallazgo comdn en pacientes deprimidos, y esta
actividad excesiva se evidencia con el exceso de cortisol que se detecta en el plasma de
estos pacientes; el exceso de glucocorticoides puede dafiar el mecanismo que detiene la
liberacion de las especies involucradas en el eje HPA mediante mecanismos que adn no son
del todo conocidos.

El papel del CRF en la depresidon. La hiperactividad en el eje HPA y concentraciones

elevadas de CRF son observadas en animales adultos sometidos al estrés en una etapa

temprana de sus vidas (Gutman y Nemeroff, 2003). Estos cambios se normalizan después de
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un tratamiento antidepresivo (Holsboer, 2000), por lo que se sospecha que el primer paso
para que se presente un episodio depresivo es la aparicion de algun evento estresante que
lleve a la hipersecrecion de glucocorticoides, del CRF y del resto de las especies
involucradas en esta via. En varios estudios se ha demostrado que muchos de los cambios
gue son inducidos por estrés estan mediados por CRF (Todorovic et al., 2005), que es un
neuropéptido de 41 aminoéacidos (Spiess et al., 1981) que ejerce sus acciones a través de
dos subtipos de receptor: CRF; y CRF, (Eckart et al., 2002).

La activacion del receptor CRF; genera un comportamiento ansioso en roedores
(Eckart et al., 2002) y el mismo efecto se observa después del bloqueo de la actividad del
receptor CRF; (Kishimoto et al., 2000; Bale et al., 2000). Aparentemente, el balance entre la
activacion de los receptores CRF; y CRF; es crucial en el mantenimiento de un nivel basal de
ansiedad, y un desbalance en este equilibrio posiblemente genera un comportamiento
depresivo. Nuevas alternativas en el tratamiento de la depresion que tienen como blancos

moleculares a los receptores para el CRF permanecen auln en etapas de desarrollo.

5.5 El estrés oxidativo como origen de la depresion

Bajo condiciones normales en el organismo existe un equilibrio entre la generacion de
especies oxidantes y los mecanismos que se encargan de que estas especies sean
eliminadas. Un desequilibrio hacia la produccién de especies oxidantes genera lo que se
conoce como estrés oxidativo, un fenomeno implicado en la aparicion de varias
enfermedades. Existen tres principales mecanismos implicados en la generacion del estrés
oxidativo: la sobreproduccion de especies oxidantes, la liberacion de complejos con iones
metélicos presentes en algunas macromoléculas como el grupo hemo de la hemoglobina y la
disminucién de las defensas antioxidantes (Rice-Evans y Burdon, 1993).

Mecanismos celulares antioxidantes. Las células generan energia utilizando el oxigeno

molecular del ambiente; durante este proceso se producen pequefas cantidades de formas
reactivas de oxigeno parcialmente reducidas como un subproducto inevitable de la
respiracion mitocondrial. Algunas de estas formas son radicales libres que pueden alterar la
estructura quimica de los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos (Kumar et al., 2005).
Los radicales libres son especies quimicas que tienen un electrén sin aparear en su orbital
mas externo, una condicidbn que los hace termodindmicamente inestables y sumamente
reactivos. Estas especies tienen la capacidad de producir reacciones autocataliticas, en las

cuales las moléculas con las que reaccionan se convierten a su vez en radicales libres
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produciendo un dafio en cadena como ocurre en la peroxidacion de lipidos (figura 3) (Kumar
et al., 2005).

LH _-OH - _
l< INICIACION
L. H20

LOO._—~LH _
l< PROPAGACION
LOOH L.

}

LO = LOH TERMINACION

FRAGMENTACION (MDA, etc.)

Figura 3. La peroxidacion de lipidos inicia con la interaccién de un acido graso poliinsaturado (LH) con el radical
hidroxilo (OH "), provocando que el acido graso poliinsaturado forme un nuevo radical libre (L ); la peroxidacion

se propaga cuando L " reacciona con O, para formar el radical peroxilo (LOO "), que sustrae un electron de una
molécula de acido graso vecina para estabilizarse, formando un lipido hidroperoxido (LOOH) y un nuevo radical

L". El LOOH, al interactuar con metales de transicion como Fe®", forma radicales alcoxilo (LO") o peroxilo que
finalmente llevan a la formacion de alcanos y aldehidos como el malondialdehido (MDA) (el marcador de
peroxidacion de lipidos mas ampliamente utilizado) (Cadenas et al., 1996).

Existen mecanismos que se encargan de evitar el efecto nocivo de los radicales libres
y desde un punto de vista funcional estos mecanismos pueden dividirse en enzimaticos y no
enzimaticos (Hernandez-Rodriguez, 1999). Dentro de los mecanismos enzimaticos se
encuentran los catalizados por las superoxido dismutasas (SOD) que tienen dos isoenzimas
principales, una que contiene manganeso (MnSOD) y que se encuentra en la mitocondria y
otra que contiene cobre y zinc (CuZnSOD) y que se encuentra en el citosol (Kumar et al.,
2005). Ambas enzimas realizan la transformacién del radical superoxido (O, ") en peréxido de
hidrégeno (H,0,) (figura 4). La catalasa (CAT) se encarga de transformar el H,O, en oxigeno
molecular (O;) y se encuentra principalmente en los peroxisomas. Una enzima que participa
en la eliminacion tanto de H,O, como de peroéxidos lipidicos es la glutation peroxidasa (GPx)
gue se distribuye ampliamente en el citosol, en la mitocondria y en el nicleo. Esta enzima
requiere de glutatién reducido (GSH) como cosustrato. El glutation oxidado (GSSG) que se
produce por la accion de la GPx se recicla por la accidbn de una enzima dependiente de
NADPH, la glutation reductasa (GRed), que transforma al dimero de GSSG en dos moléculas
de GSH (Baynes et al., 2007).

Los mecanismos antioxidantes no enzimaticos ejercen su accion bloqueando la

formacion del radical libre o inactivandolo. Ejemplos de estas especies son las vitaminas
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liposolubles Ay E y los compuestos hidrosolubles vitamina C y el glutation que se encuentran

en el citosol (Kumar et al., 2005).

A. PRODUCCION DE RADICALES LIBRES
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Figura 4. (A) Factores que desencadenan la generacion de radicales libres. El O, se convierte en O,  por
enzimas oxidativas en el reticulo endoplasmico (RE) y en la mitocondria principalmente. El O," se convierte en

H,O, por la accion de la enzima SOD y éste genera OH " por la reaccién de Fenton. (B) Las formas reactivas de
oxigeno producen dafio a diversas estructuras; (C) este dafio se puede prevenir por la accién de mecanismos
antioxidantes (Kumar et al., 2005).

Se ha reportado que el estrés producido por inmovilizacion, frio, aislamiento y otros
estimulos aplicados durante 40 dias en ratas es capaz de generar un incremento en
marcadores de estrés oxidativo como el malondialdehido (MDA) (Lucca et al., 2009) y que
este tipo de marcadores de estrés se incrementan en la depresion mayor (Bilici et al., 2001).
Varios grupos de investigacién han propuesto que el estrés oxidativo tiene una importante
participacion en la depresion (Zafir et al., 2008; Sarandol et al., 2007; Tsuboi et al., 2006). Se

han encontrado correlaciones significativas entre la severidad y la duracion de la enfermedad
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con alteraciones en la actividad de la enzima SOD y elevados niveles del marcador de
peroxidacion lipidica MDA (Bilici et al., 2002).

Por otro lado, se ha observado que la administracion de varios tipos de antidepresivos
produce la normalizacion de procesos oxidativos criticos de manera conjunta con la
disminucién de los sintomas depresivos en pacientes diagnosticados con depresion mayor
(Bilici et al., 2001). En otras formas de depresion se han encontrado resultados
inconsistentes que dependen en gran medida de la duracion del tratamiento (Hellerstein et
al., 1996). En modelos animales se ha reportado que antidepresivos como imipramina,
venlafaxina y fluoxetina tienen la capacidad de disminuir el tiempo de inmovilidad en la
prueba de nado forzado (PNF), provocan un aumento en la actividad de las enzimas SOD,
catalasa y glutation reductasa y originan una disminucién en los niveles de MDA comparable
al observado en las ratas no estresadas. Los hallazgos anteriores sugieren que estos
farmacos ejercen su efecto a través de la disminucion del estrés oxidativo y que este

fendmeno es el responsable de la aparicién de la depresion (Zafir et al., 2008).

5.6 La depresion y sus implicaciones en la neurogénesis

Las células madre neuronales se encuentran en todo el cerebro y de manera
constante se desarrollan neuronas a partir de sus células precursoras para sustituir a las
células que mueren de manera normal (Palmer et al., 1999). Este proceso de formacion de
neuronas a partir de sus células precursoras se conoce como neurogénesis. A principios de
la década de los 60’s se presentd evidencia de proliferacion neuronal postnatal en varias
regiones de ratas adultas. Posteriormente, estos hallazgos se observaron en otras especies
como varios tipos de roedores (Cameron et al., 1993), monos (Gould et al., 1999) y humanos
(Eriksson et al., 1998) particularmente en dos regiones del cerebro: el giro dentado del
hipocampo (Cameron et al., 1993) y la zona subventricular (Gould et al., 2002).

Numerosos estudios post mortem realizados en pacientes que padecieron depresion
han evidenciado una disminucién significativa en el tamafio del hipocampo en comparacion
con personas sin depresion; esta disminucion de tamafo se ha asociado con deficiencias en
la neurogénesis que se han atribuido a los elevados niveles de glucocorticoides; sin
embargo, si esta disminucion es una consecuencia directa de la alta concentracion de estas
especies no se ha demostrado de manera concluyente (Varghese y Brown 2001; Malberg y
Blendy, 2005).
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Una posible explicacion de la disminucion de tamafio en el hipocampo podria
encontrarse en la reduccion de la biosintesis en esta region de factores neurotréficos como el
factor neurotrofico derivado del cerebro (brain derived neurotrophic factor, BDNF), un
regulador critico de la formacion y plasticidad de redes neuronales (Huang y Reichardt,
2001). Por otro lado, el estrés cronico se ha utilizado para inducir comportamientos
depresivos en varios modelos animales y se ha visto que este tipo de estrés reduce la
expresion de BDNF en el hipocampo. El estrés agudo puede generar cambios similares a
este nivel y en las defensas antioxidantes que dependen en gran medida del tipo de estimulo
estresante que se utilice (Pajovic et al., 2006).

Se ha reportado que la reduccion de tamafio en el hipocampo puede prevenirse
mediante el uso de tratamientos antidepresivos (incluyendo la TEC) (Tsankova et al., 2006;
Warner-Schmidt y Duman, 2006). La hipdtesis que relaciona a factores neurotréficos como
BDNF con la depresion propone que una disminucion en tales factores predispone a la
aparicion de depresiéon, mientras que un incremento en los niveles de factores como el BDNF
produce un efecto antidepresivo (Castrén et al., 2007). En estudios post mortem de pacientes
deprimidos se ha encontrado una disminucion en los niveles de BDNF medido en muestras
cerebrales, y también se ha encontrado que el tratamiento con antidepresivos restaura los
niveles de BDNF y los lleva a la normalidad (Castrén, 2004; Chen et al., 2001). Sin embargo,
la relacion existente entre la administracion de antidepresivos, la neurogénesis y la aparicion

del efecto antidepresivo en pacientes no se ha establecido con claridad.
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6. Modelos animales de la depresion

6.1 Generalidades

Los modelos animales se han utilizado durante mucho tiempo en un intento por
reproducir aspectos de la depresion como el comportamiento caracteristico de esta
enfermedad, como modelo de prueba para establecer la seguridad de los antidepresivos en
etapas de desarrollo y como modelos bioldgicos cuya funcion es llegar a la identificacion de
nuevos blancos moleculares que permitan disefiar nuevas moléculas con efecto
antidepresivo (McArthur y Borsini, 2006). Sin embargo, todos los modelos animales fallan al
tratar de reproducir con exactitud esta enfermedad. Por otro lado, los antidepresivos
actualmente disponibles deben su existencia, seguridad y su relativa eficacia al conocimiento

gue han aportado estos modelos (Kalueff et al., 2007).

6.2 Modelos neuroquimicos

La disminuciéon del estado de animo de los pacientes hipertensos que eran tratados
con reserpina llevd a los primeros disefios racionales en el desarrollo de moléculas
destinadas a ser utilizadas como antidepresivos. El antagonismo de los efectos
farmacoldgicos producidos por la reserpina en animales fue el primer modelo que se utilizé
para simular algunas caracteristicas de la depresion (Costa et al., 1960). Estos modelos
permitieron establecer la participacion de la funcion monoaminérgica en la depresion, aunque
pocas veces aportaron algun hallazgo que permitiera conocer los mecanismos moleculares
involucrados en la reversion de los sintomas depresivos en los pacientes. El periodo
comprendido entre los afios 60’s-70’s se caracterizé por el desarrollo de antidepresivos
mediante la induccion de alteraciones neuroquimicas especificas y tratando de revertirlas con

manipulaciones farmacolégicas (McArthur y Borsini, 2006).

6.3 Modelos basados en estrés social
Estos modelos comprenden la separacion de los infantes de sus madres, el
aislamiento prolongado y la jerarquia social; se enfocan en la generacibn de cambios
conductuales inducidos por estrés debido a interacciones sociales o con el medio ambiente.
La separacion de los monos infantes de sus madres fue uno de los primeros modelos
gue investigo los efectos del estrés social y del medio ambiente en la depresion. Breves

periodos de separaciéon de una cria de su madre inducen respuestas endocrinas que se
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relacionan con el estrés, por ejemplo, elevaciones en la concentracion de CRF. Sin embargo,
estos cambios no son exclusivos de comportamientos depresivos, sino que son comun
denominador de otros padecimientos que se relacionan con el estrés. La aportacién del
modelo consistid0 en observar que el comportamiento de los monos infantes separados de
sus madres era estabilizado por la administracion de antidepresivos (Seay et al., 1962).

Un modelo de depresion basado en el aislamiento y una consecuente interaccion
social distorsionada es el paradigma intruso-residente, en el cual una rata (sujeto intruso) es
colocada en la caja de otra rata que previamente fue sometida a aislamiento prolongado
(sujeto residente). La rata residente tipicamente muestra un comportamiento agresivo frente
al animal intruso y la rata intruso muestra un comportamiento sumiso frente a la rata
residente. Se ha observado que el comportamiento sumiso de la rata intruso es revertido con
la administracion de algunos tipos de antidepresivos como ATC, ISRS o IMAO (Mitchell,
2005).

6.4 Modelos de depresion basados en estrés causado por el medio ambiente

Estos modelos comprenden el modelo de impotencia aprendida (learned
helplessness), la PNF, la prueba de suspension por la cola (tail suspension test, PSC), la
aplicacién de estrés crénico y la bulbectomia olfatoria.

La prueba de impotencia aprendida consiste en situar a un roedor en cajas de acrilico
colocadas en posicion invertida de manera que el animal quede sobre una parrilla metélica a
la que se hace pasar una corriente eléctrica (induccién del estrés) de tal manera que no le es
posible evitar el choque eléctrico. Después de tres dias con el tratamiento estresante, los
animales dejan de tratar de escapar cuando el escape es posible. La administracion de
antidepresivos como imipramina redujo la pasividad de estos animales (Overmier y Seligman,
1967).

La PNF fue desarrollada por Porsolt y sus colaboradores en 1977 y es probablemente
el modelo mas ampliamente utilizado en la evaluacion de compuestos con potencial actividad
antidepresiva (Cryan y Holmes, 2005). Se fundamenta en la observacion del comportamiento
gue muestra un roedor cuando es colocado en un cilindro de paredes lisas que contiene
agua y del que no le es posible escapar. EI comportamiento tipico de los animales al
encontrarse en este ambiente es la inmovilidad que se cree es un reflejo de una falla en la
persistencia del comportamiento de escape o que es consecuencia del desarrollo de un

comportamiento pasivo que hace que el animal deje de reaccionar ante el estimulo
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estresante. Se ha observado que cuando el animal recibe un tratamiento con antidepresivos,
el tiempo de inmovilidad disminuye y el animal permanece en movimiento por un tiempo
mayor con respecto a los animales del grupo control.

La PNF tiene una variante en la prueba PSC en la cual un raton es suspendido por la
cola durante un intervalo de tiempo, midiendo tanto la duracion de la inmovilidad en este
intervalo como la fuerza de los movimientos; al igual que en la PNF, la disminucion del
tiempo de inmovilidad provocado por alguna sustancia se considera como efecto
antidepresivo (Stéru et al., 1985).

El comportamiento de inmovilidad observado en estas pruebas se ha relacionado con
la pasividad y fatiga asi como con la percepcion de pérdida de energia que se describe en el
DMSIV-TR (2000) para el diagndstico de depresion.

Katz y sus colaboradores (1981) sometieron a ratas a varios estresores como choques
eléctricos, y otros estimulos estresantes por un periodo de 3 semanas. Después de este
periodo de induccidn, las ratas fueron expuestas a una alta intensidad de luz y sonido, que
provocO una reduccion en la actividad motora de los animales estresados en comparacion
con los animales que no fueron sometidos a estrés. Ademas, los animales que fueron
estresados redujeron su preferencia por una solucion azucarada (Katz, 1982) sugiriendo que
mostraban un deterioro en su capacidad de adquirir estimulos placenteros (comportamiento
anheddnico). Tratamientos con ATC, AH, TEC y algunos IMAO atenuaron los cambios
inducidos por el estrés aplicado (Katz et al., 1981).

El modelo de depresidon basado en la bulbectomia olfatoria se basa en el retiro
quirdrgico de los bulbos olfatorios de roedores, que resulta en un incremento en la
sensibilidad al estrés, alteraciones del sistema inmune, patrones anormales de suefio,
agitacion, pérdida de peso y cambios en el comportamiento hedonico; todos estos cambios
también se presentan en los pacientes deprimidos (DMSIV-TR, 2000). Los cambios
anteriormente mencionados para roedores que fueron sometidos a este procedimiento
quirdrgico pueden ser atenuados por la administracién de antidepresivos (Cairncross et al.,
1978).
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6.5 Modelos genéticos

Se ha reportado que ciertas cepas de roedores exhiben caracteristicas tanto
bioquimicas como conductuales similares a las observadas en pacientes que padecen
depresion (McArthur y Borsini, 2006). EI modelo genético mas conocido de depresion es la
cepa Flinders de rata, desarrollada por Overstreet y sus colegas (2005). Esta cepa muestra
respuestas anormales frente al estrés como alteraciones en el suefio y cambios en la
actividad locomotora, particularmente en la PNF. Los modelos con animales transgénicos
desarrollados recientemente se utilizan para evaluar especificamente el papel de un gen en
los cambios de comportamiento que se observan en los modelos animales de la depresion y

en la respuesta a un farmaco antidepresivo.

Se debe enfatizar que el hecho de mostrar actividad en uno o mas modelos de la
depresion no es garantia de que el compuesto utilizado reaccione positivamente al aplicarse
en la clinica y muestre una actividad antidepresiva efectiva. Sin embargo, la necesidad de
mostrar actividad en un modelo de depresién es una condicidbn que forzosamente debe
cumplirse para que el compuesto bajo estudio pueda ser considerado como un antidepresivo
potencial (McArthur y Borsini, 2006).

30



7. El &rbol de Ginkgo bilobay el EGb 761

7.1 Generalidades

El registro mas antiguo que hace referencia al &rbol Ginkgo biloba data del siglo XI, en
la dinastia Song de China, y describe a este arbol como originario de una regién que se
encuentra al sur del rio Yangtse (DeFeudis, 1998). En 1712 el cirujano aleman Englbert
Kaempfer utilizé el término “ginkgo” para referirse a este arbol; sus hojas se encuentran
divididas en dos lébulos, caracteristica que le dio el nombre de “biloba”. Linneo fue quien le
dio el nombre cientifico con el que actualmente se conoce a este arbol: Ginkgo biloba (Foster
y Chongxi, 1992). El arbol tiene una vida mayor a 1000 afios y crece hasta 30 metros de
altura (Del Tredici, 1995).

Figura 5. El arbol de Ginkgo biloba y una de sus hojas. (www.ophraparks.uk)

7.2 Usos medicinales del arbol  Ginkgo biloba

Por mas de 5000 afios en la medicina tradicional china se ha sabido que las frutas y
las semillas del arbol de Ginkgo biloba se utilizan en el tratamiento del asma y la tos
(Zimmermann et al., 2002). En las recetas herbolarias tradicionales de China las hojas se
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utilizan para mejorar la circulacion sanguinea, restaurar las funciones cerebrales, en el
tratamiento de la aterosclerosis, en la normalizacién de altas concentraciones de colesterol

en la sangre, entre otros usos (Foster y Chongxi, 1992).

7.3 Propiedades generales del extracto de  Ginkgo biloba EGb 761

A principios de la década de los 80’'s la compaifia del Dr. Schwabe (Dr. Willmar
Schwabe Pharmaceuticals) en colaboraciéon con Beaufor-lpsen Pharma, desarroll6 el extracto
de las hojas de Ginkgo biloba conocido como EGb 761 (Extractum Ginkgo bilobae 761)
(DeFeudis, 1998). EI EGb 761 se prepara mediante una serie de extracciones con una
mezcla acetona-agua a partir de las hojas secas del arbol Ginkgo biloba. Estas extracciones
tienen la finalidad de eliminar componentes indeseables de las hojas (como acidos
ginkgolicos) y enriquecer el extracto en sustancias activas que son relevantes en la eficacia
clinica (como glicosidos flavonicos y lactonas terpénicas) (Maclennan, 2002). Las
extracciones y la composicién quimica del extracto en cada etapa son rigurosamente
controladas y estandarizadas, garantizando la calidad farmacéutica del extracto final
(DeFeudis, 1998). El EGb 761 se comercializa principalmente bajo las marcas comerciales

Tanakan® y Tebonin®.

7.3.1 Composicion quimica del EGb 761

De acuerdo con la patente, el EGb 761 es estandarizado para contener 24% de
flavonoides, 7% de proantocianidinas (polimeros basados en flavonoides) y 6% de
terpenoides. Este extracto también contiene una serie acidos organicos como los &cidos
quinurénico, hidroxiquinurénico y vanilico que son importantes en la solubilidad acuosa del
extracto (Maclennan, 2002); componentes como esteroides (sitosterina, campesterina), las
agliconas de los flavonoides (quercetina, kaempferol e isorhamnetina) y los poliprenoles
(alcoholes terpénicos de cadena larga) estan presentes solo en cantidades traza (<0.1%).
Los acidos ginkgolicos, responsables de la aparicion de reacciones alérgicas, se encuentran
presentes en una concentracion <5 ppm (DeFeudis, 1998). Los flavonoides son
principalmente flavonoles como kaempferol, quercetina e isorhamnetina unidos a glucosa o
ramnosa. La fraccién terpenoide consiste en un grupo de diterpenos que se encuentra
unicamente en el arbol Ginkgo biloba, los ginkgolidos A, B, C y J y el sesquiterpeno bilobalida

(figura 6).
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Figura 6. (A) Estructura quimica de los flavonoides del EGb 761. (B) Estructura quimica de las trilactonas
terpénicas y bilobalida del EGb 761 (Smith y Luo, 2004)

7.3.2 Farmacocinética del EGb 761

El EGb 761 contiene numerosos componentes y sus posibles interacciones in vivo
como el sinergismo, efecto aditivo o incluso antagonismo dificultan establecer las
propiedades generales del extracto. Sin embargo, se han hecho estudios de biodisponibilidad
para algunos componentes del EGb 761 (DeFeudis, 1998).

Moreau y sus colaboradores (1986) utilizaron EGb 761 radiomarcado con [*C] y
encontraron que después de administrar 360 mg/Kg de extracto a ratas, 38% de la dosis se
eliminé como CO,, mientras que 21 y 29% de la dosis se excretdé en orina y en heces
respectivamente. EI EGb 761 radiomarcado mostré una vida media de alrededor de 4.5
horas. Los tejidos glandular, cerebral y ocular acumularon las sustancias radiomarcadas del
extracto y sus metabolitos. La corteza cerebral y el mesencéfalo acumularon el extracto en
una concentracion menor a la que se encontrd en el hipocampo, el cuerpo estriado y el
hipotadlamo. Investigaciones posteriores demostraron que los flavonoides se absorben en el
intestino delgado en al menos 60% de la dosis administrada por via oral con una vida media
de entre 2 y 4 horas (Kleinjen y Knipschilpd, 1992; Nieder, 1991). Para la fraccién terpenoide
se ha demostrado que alrededor del 80% de la dosis administrada por via oral se encuentra
biodisponible y en general esta fraccion tiene una vida media de entre 4 y 6 horas
(Maclennan et al., 2002; Biber y Chaterjee, 1995; Kleinjen y Knipschilpd, 1992).
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7.3.3 Usos clinicos del EGb 761

El EGb 761 estd indicado para ofrecer proteccion contra algunos tipos de dafio
neuronal y vascular (Diamond et al., 2000). Muchos estudios clinicos han demostrado que el
EGb 761 tiene propiedades neuroprotectoras que se han atribuido a su capacidad
antioxidante (Smith y Luo, 2004). Presenta varias acciones farmacoldgicas y terapéuticas:
aumenta la capacidad cognitiva, disminuye la intensidad de los sintomas propios de la
enfermedad de Alzheimer, facilita la reologia sanguinea y restaura el metabolismo en los
tejidos dafiados después de un proceso isquémico, disminuye los sintomas del vértigo y
tinnitus y se ha utilizado con éxito en el tratamiento de la enfermedad periférica obstructiva
cronica (pAOD) (DeFeudis, 2002; DeFeudis y Drieu, 2000; DeFeudis, 1998). Desde 1994 la
Autoridad Federal de Salud alemana aprobé su uso en el tratamiento sintomatico de
insuficiencia cerebral asociada a demencia vascular o demencia primaria (BGA Kommission
E, 1994).
Sequridad del EGb 761: diversos estudios coinciden en que el EGb 761 tiene un buen perfil

de seguridad tanto en pacientes como en animales de experimentacion. En estos ultimos se
encontré que en el raton el EGb 761 tiene una dosis letal de 7.73 g/Kg administrado
oralmente y de 1.1 g/Kg cuando se administra por via intraperitoneal (BGA Kommission E,
1994). En estudios hechos en ratas se administr0 una dosis maxima de EGb 761 de
100 mg/Kg diariamente durante un periodo de dos afios; no se encontré un incremento en la
mortalidad y no causo efectos teratogénicos. En un estudio de carcinogenicidad realizado en
ratas, no hubo incremento en la incidencia de cambios patolégicos (macroscopicos o
microscoépicos) después de administrarse durante dos afios a una dosis de 30 mg/Kg (Spiel3
y Juretzek, 1993).

En humanos se ha demostrado una buena tolerancia ante casos de sobredosis. En
diversos estudios clinicos se ha reportado que dosis mayores a 600 mg/Kg administradas
oralmente tienen una muy baja incidencia de efectos adversos (DeFeudis, 1998; Horr, 1994),
algunos de los cuales consisten en reacciones alérgicas en la piel, ligeros dolores
estomacales y dolor de cabeza (Maclennan et al., 2002).

El efecto adverso que se ha registrado con mayor frecuencia es la interaccion del
extracto con anticoagulantes. La combinacion de ambos representa un riesgo potencial de
sangrado espontaneo (Rossenblat y Midel, 1997) debido a que al EGb 761 se le han
atribuido propiedades anticoagulantes; se han reportado interacciones del EGb 761 con

antidepresivos, antiepilépticos, antidiabéticos, antidiuréticos, antiinflamatorios no esteroideos
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y con otros fitofarmacos sin que se hayan presentado casos graves de intoxicacion (Tang et
al., 2007). Se cree que estas interacciones son resultado de la accion de los flavonoides y la
fraccion terpenoide, que inhiben la actividad de algunas isoformas del citocromo P450
(Gaudineau et al., 2004; Mohutsky et al., 2006). No se conocen restricciones para su
administracion durante el embarazo y el periodo de lactancia (BGA Kommission E, 1994),
aunque se recomienda que su uso en el periodo de gestacion debe hacerse bajo vigilancia

médica Unicamente como precaucion.
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8. Efectos benéficos del EGb 761

8.1 Aumento de la capacidad cognitiva

Estudios hechos en animales de experimentacion han revelado que el EGb 761 facilita
la adquisicion y retencion de memoria (Winter, 1998); se ha observado que uno de los
mayores efectos protectores contra el estrés del EGb 761 tiene lugar en el hipocampo
(Barkats et al., 1995), una region relacionada con la adquisicibn de memoria (Squire, 1992).
La evidencia de que el EGb 761 puede aumentar la capacidad cognitiva en humanos sanos
ha resultado controversial. Numerosos estudios han mostrado que el EGb 761 u otros
extractos de composicion semejante mejoran la capacidad cognitiva en individuos sanos
tanto jovenes como de edad avanzada (Carlson et al., 2007). Sin embargo, los mayores
beneficios sobre la capacidad cognitiva se han reportado en pacientes bajo tratamiento con
EGb 761 debido a alguna enfermedad neurodegenerativa como el Alzheimer (DeFeudis,
1998). Por otro lado, Solomon y sus colaboradores (2002) no encontraron un aumento en la
capacidad de memoria de adultos mayores; este grupo de investigacion sugiere que en este
estudio el EGb 761 no proporciond ningun beneficio debido a los sujetos que participaron en

el estudio no presentaban ninguna deficiencia cognitiva.

8.2 Beneficios observados en demencia

Diversos grupos de investigacion han presentado evidencia que indica que el EGb 761
reduce el déficit cognitivo que se asocia a la demencia provocada por multiinfartos o por la
demencia de tipo Alzheimer (Maclennan et al., 2002). Le Bars y sus colaboradores (1997)
evaluaron la eficacia del EGb 761 sobre la intensidad de los sintomas observados en
pacientes diagnosticados con demencia de tipo Alzheimer y en demencia provocada por
multiinfartos a nivel cerebral. En este estudio el EGb 761 redujo de manera significativa el
deterioro cognitivo y mejoré la calidad de vida y el comportamiento social de los pacientes
tratados con el extracto en comparacion con los pacientes que recibieron placebo. Maurer y
sus colaboradores (1997) observaron el efecto del EGb 761 (240 mg/dia) contra un placebo
por un periodo de 3 meses en 20 pacientes con demencia tipo Alzheimer y encontraron una
mejora en la atencién y en la memoria de pacientes que recibieron EGb 761, mientras que
estos mismos parametros permanecieron sin cambios en los pacientes del grupo control. De

manera colectiva estos estudios soportan el uso del EGb 761 para mejorar, o al menos
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estabilizar las deficiencias cognitivas que se observan en pacientes con estos tipos de

demencia (Maclennan et al., 2002).

8.3 Efectos benéficos en los desodrdenes vestibulares y tinnitus

El efecto del EGb 761 ha sido evaluado en varios desordenes del sistema vestibular
como el vértigo (Diamond et al., 2000; Darlington et al., 1997). El vértigo es la sensacion de
movimiento cuando éste no ocurre y es un padecimiento en el cual un extracto de las hojas
de Ginkgo biloba ha mostrado su efectividad. Issing y sus colaboradores (2005) reportaron
una disminucion de la sensacion de vértigo en pacientes afectados por esta condicion que
recibieron una preparacion que contenia un extracto de Ginkgo biloba de composicién similar
a la del EGb 761 en comparacion con una preparacion homeopatica. Por otro lado, se sabe
gue el tinnitus, comunmente conocido como “zumbido en los oidos” es una condicion que se
presenta en alrededor del 10% de la poblacion (Drew y Davies, 2001). Una de las causas
comunes del tinnitus es la inadecuada irrigacion sanguinea al oido interno. En diversos
estudios se ha demostrado que el EGb 761 tiene la capacidad de disminuir la intensidad del
sonido que es reportado por los pacientes que presentan este padecimiento en comparacion

con pacientes que solo recibieron placebo (Ernst y Stevinson, 1999).

8.4 Recuperacion después de la isquemia cerebral e insuficiencia cerebrovascular

Un proceso isquémico se caracteriza por la obstruccion del flujo sanguineo en los
vasos que se distribuyen por un tejido provocando que la oxigenacion de éste no se realice
en forma adecuada. Pierre y sus colaboradores (1999) demostraron el efecto protector del
EGb 761 después de la oclusién de la arteria media cerebral en ratones. La insuficiencia
cerebrovascular es un término utilizado para describir el declive no especifico relacionado
con la edad que se observa en algunas funciones mentales como la capacidad de memoria y
la capacidad de concentracion (Maclennan et al., 2002). En un estudio doble ciego se
examiné el efecto del EGb 761 sobre parametros neuropsicolégicos y neuropsicométricos en
31 pacientes con 50 afios de edad o mayores con insuficiencia cerebrovascular; 120 mg
diarios de EGb 761 se administraron durante 12-24 semanas a estos pacientes. Después del
tratamiento, se encontré6 un aumento en la capacidad de memoria en los pacientes tratados

con EGb 761 en comparacion con el grupo placebo (Diamond, 2000).
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8.5 Efectos sobre el factor activador de plaquetas (FAP)

Las acciones sistémicas del FAP incluyen broncoconstriccion, hipotension,
disfunciones cardiacas y reclutamiento de leucocitos en procesos inflamatorios y es
secretado por varios tejidos (Koch, 2005; Mueller et al., 1995). Se ha sugerido que el FAP
puede estar implicado en la patogénesis de enfermedades relacionadas con procesos
inflamatorios, asma, alergias y aterosclerosis entre otros padecimientos (Koltei et al., 1991).
Se ha propuesto que el antagonismo de los receptores del FAP puede ser un blanco
novedoso en el tratamiento de estas enfermedades. El EGb 761 tiene una actividad
antagonista del FAP y se sabe que esta actividad es exclusiva de los ginkgolidos presentes
en el extracto (Steinke et al., 1993). Algunos efectos benéficos del EGb 761 se han reportado
en el tratamiento de alergias de la piel, asma y dafio producido por quemaduras; se cree que
la accion benéfica del extracto se debio al antagonismo de las acciones del FAP (Guinot,
1994)

8.6 Restauracion de la transmision monoaminérgica del sistema nervioso central

Efecto del EGb 761 en los receptores noradrenérgicos en cerebro. Huguet y Tarrade (1992)

demostraron que la disminucion de los adrenoreceptores del tipo o, que se asocia al
envejecimiento es significativamente revertida al tratar ratas de manera subcroénica (21 dias)
con EGb 761 (5 mg/Kg/dia, i.p.). El EGb 761 no alteré la unién del agonista selectivo para el
receptor a, [3H] rauwolscina en el hipocampo de ratas jovenes, pero incrementé el valor de
Bmax (cantidad maxima de complejo receptor-ligando) en las ratas de edad avanzada
(DiRenzo, 2000); este hallazgo indica que el EGb 761 puede utilizarse en algunos tipos de
demencias asociadas al envejecimiento al restaurar la funcion de este tipo de receptores.

Efecto del EGb 761 en los receptores serotoninérgicos. El EGb 761 (5 mg/Kg/dia, i.p.) que se

administré por 21 dias consecutivos no alteré la unién de [°H] 8-hidroxi-2-(di-N-propilamino)
tetralina ([*H]8-OH-DPAT), un ligando que se une selectivamente al receptor 5-HT14, en ratas
jovenes o de edad avanzada, aunque incremento el valor de Bnax €n un 33% en las ratas de
mayor edad en comparacion con los animales mas jovenes del grupo control (Yeung y
Friedman, 1991). Los receptores del tipo 5-HT;a Se encuentran restringidos solo a ciertas
regiones cerebrales, como la corteza cerebral y el hipocampo, que estan relacionados en la
regulacion de las funciones cognitivas (Dillon et al., 1991). Se cree que la disminucién en los

receptores del tipo 5-HT;4 que se observa con el envejecimiento podria relacionarse con el
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deterioro de las funciones cognitivas en personas de edad avanzada (DiRenzo, 2000) y que
el EGb 761 mejora las funciones cognitivas en este tipo de pacientes a través del aumento
de estos receptores.

Efecto del EGb 761 en el sistema dopaminérgico en el cerebro. La neurotoxina N-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) produce un dafio selectivo hacia las neuronas
dopaminérgicas. La administraciéon de EGb 761 (10, 40, 89 y 120 mg/Kg/dia, i.p.) durante 17
dias previos a la administracion de MPTP, protegié de manera efectiva a las neuronas
dopaminérgicas del cuerpo estriado cerebral de ratones contra la accion de la neurotoxina
MPTP (Rojas et al., 2008). Una recuperacion similar en la funcidon de las neuronas
dopaminérgicas se ha reportado cuando la administracién del EGb 761 se hace después de
la administracién de la neurotoxina 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP™) (Rojas et al., 1993). En
ambos casos, la accion del EGb 761 fue independiente de la inhibicion de la captacion
neuronal de MPTP o de su metabolito, el ion MPP*, y probablemente depende de su accién
antioxidante, que no permite la peroxidacién de lipidos indicando que el extracto posee
propiedades preventivas y restauradoras en las neuronas dopaminérgicas que posiblemente
se deban a la prevencion de la peroxidacion de lipidos manteniendo la integridad de la
membrana celular de las neuronas (Ramassamy et al., 1992b).

Efecto del EGb 761 en la recaptura de monoaminas biogénicas. Se ha reportado que altas

concentraciones de EGb 761 inhiben la recaptura de [°H] noradrenalina ([*H] NA), [°H]
dopamina ([*H] DA) y [°H] serotonina ([*H] 5-HT) en fracciones enriquecidas de sinaptosomas
de cerebro de rata (Taylor, 1990). Analisis posteriores de estos datos mostraron que
concentraciones muy bajas de EGb 761 (0.1-1 pug/mL) pueden aumentar la recaptura in vitro
de NA y DA pero no de 5-HT (Taylor et al., 1991). Ramassamy y sus colaboradores (1992a)
encontraron que el EGb 761 modifica la recaptura de [°H] 5-HT de dos maneras distintas: en
una concentracién de 4-16 pg/mL, la recaptura de [PH] 5-HT se incrementé de manera
significativa (maximo 23%), mientras que a 32 pg/mL o concentraciones mas altas, la
recaptura de [°H] 5-HT fue inhibida. En este mismo estudio, se demostré que la fraccién
flavonoide del EGb 761 es la responsable del aumento de la recaptura de monoaminas.

Efecto del EGb 761 en la actividad de la MAQO cerebral. Wu y Zhu (1999) investigaron el

efecto del EGb 761 en la actividad de la MAO en cerebro de raton, y encontraron que el

tratamiento con EGb 761 resultd en una inhibicibn no selectiva de la MAO. Este mismo
hallazgo fue reportado por Rojas y sus colaboradores en estudios conducidos en un modelo
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in vivo (2004). De igual manera, Sloley y sus colaboradores (2000) reportaron que el EGb
761 es capaz de inhibir a las dos isoformas de MAO posiblemente debido al kaempferol que

se encuentra presente en el extracto.

8.7 Propiedades antioxidantes

Numerosos estudios han demostrado que el EGb 761 contiene compuestos con
actividad antioxidante que pueden proteger de manera efectiva contra el dafio producido por
el estrés oxidativo (Sastre et al., 1998; Marcocci et al., 1994; Ramassamy et al., 1992c).

Los componentes flavonoides del EGb 761 y/o sus metabolitos parecen estar
relacionados con la accién atrapadora de radicales libres y con acciones antioxidantes en
sistemas in vitro (DeFeudis, 1998). Se ha observado que los flavonoides interaccionan
preferentemente con los radicales OH" (Zimmermann et al., 2002); adicionalmente, los
grupos fendlicos presentes en los flavonoides pueden quelar metales de transicién pro-
oxidantes como el Fe** e inhibir la formacién de nuevos radicales OH" (Zimmermann, et al.,
2002; Ni et al., 1996). Por otro lado, en experimentos que fueron realizados solo con
ginkgolidos y bilobalidos se demostré que estas especies también poseen la capacidad de
reducir el dafo producido por especies pro-oxidantes y por radicales libres (DeFeudis, 1998).

Los radicales peroxilo (LOO") son la especie que se encuentra mas relacionada con la
peroxidaciéon de lipidos. Se ha reportado que el EGb 761 brinda proteccién contra los dafios
oxidativos de este radical y previene su formacion al interaccionar con los radicales OH",
aportando evidencia de la capacidad antioxidante del extracto (Oyama et al., 1996). Por otro
lado, Pincemail y sus colaboradores (1989) demostraron que el EGb 761 es un potente
atrapador del radical superéxido; adicionalmente el EGb 761 demostré tener actividad
superoxido dismutasa, debido a que favorecio la reaccion que convierte al radical superéxido
en peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular; este autor sugiere que esto puede deberse a

la presencia de un tipo de enzima SOD que contiene hierro en las hojas de Ginkgo biloba.
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9. DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

9.1 Sujetos experimentales

Este trabajo se realiz6 en ratones macho de la cepa BALB/cAnHsd (25-30 g de peso)
de 11-13 semanas de edad. Los animales fueron mantenidos en un ciclo de luz/oscuridad
12/12 horas, una temperatura de 21°C+ 2°C y una humedad relativa de 40%. Los animales
tuvieron acceso a agua y alimento ad libitum.

El EGb 761 fue obtenido de Schwabe Pharmaceuticals (Karlsruhe, Alemania) y la
imipramina fue obtenida de Sigma (St. Louis MO, USA). El resto de los reactivos fueron
obtenidos de Sigma, Merck, J.T. Baker, entre otras casas comerciales.

Para la preparacion de las dosis administradas, el EGb 761 fue disuelto en solucion
salina isotonica (0.9%) y el pH fue ajustado a un valor de 7.4, mientras que la imipramina

Unicamente fue disuelta en solucion salina isotdnica.

9.2 Grupos experimentales

Los animales se separaron en tres grupos: el grupo control que recibié solucion salina
isotonica (i.p.), el grupo tratado con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) y el grupo tratado con
imipramina (15 mg/Kg, i.p.). El periodo de administracion tuvo una duracion de 17 dias,
administrando el tratamiento correspondiente a los animales una vez al dia entre las 08:00 y
las 11:00 horas.

9.3 La prueba de nado forzado (PNF)

Esta prueba se ha establecido como un modelo valido de depresion (Detke et al.,
1995) y es probablemente el modelo mas ampliamente utilizado en la evaluacion de
compuestos con potencial actividad antidepresiva (Cryan y Holmes, 2005; Nestler et al.,
2002). La prueba se efectué de acuerdo con el procedimiento disefiado por Porsolt y sus
colaboradores (1977) con ligeras modificaciones. En el dia 17 de administracion, el animal
fue sometido a un periodo de habituacién que consistio en colocar al animal en un cilindro de
vidrio de 30 cm de alto y 22 cm de diametro conteniendo agua (25°C+ 0.5°C) hasta una
altura de 22 cm durante 15 minutos sin efectuar ninguna medicidn; una vez transcurrido el
tiempo de habituacion correspondiente, el agua fue desechada, remplazada y el tanque fue
limpiado cuidadosamente antes de introducir a otro individuo en el mismo tanque. El animal

gque fue sacado del cilindro fue secado y colocado nuevamente en su caja para
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inmediatamente recibir la dltima administraciéon del tratamiento correspondiente; 24 horas
después, el mismo animal fue nuevamente colocado en el cilindro con las mismas
caracteristicas durante 6 minutos y dentro de este intervalo de tiempo se midié el tiempo que
el animal permanecié inmovil, considerando inmovilidad el momento a partir del cual el
animal dejé de hacer los movimientos necesarios para escapar y unicamente se movia para
permanecer a flote (Porsolt et al., 1977). Después de este periodo de 6 minutos, el animal fue
sacado del tanque y sacrificado inmediatamente por dislocacion cervical;, el cerebro fue
cuidadosamente removido y se diseccionaron las siguientes regiones: cerebelo, hipotalamo,
mesenceéfalo, corteza frontal, cuerpo estriado e hipocampo. Estas regiones fueron
inmediatamente pesadas y almacenadas a -70°C para su conservacion y posterior analisis.
En la prueba de nado forzado se analizaron los tres grupos experimentales mientras que
para la cuantificacibn de monoaminas y sus metabolitos, la determinacion de la actividad de
las enzimas antioxidantes, el western-blot para las enzimas superoxido dismutasa
dependiente de cobre y zinc (CuZnSOD) y superdxido dismutasa dependiente de manganeso
(MnSOD) y la determinacion de las especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) fueron

analizados unicamente el grupo control y el grupo tratado con EGb 761.

9.4 Andlisis de monoaminas y sus metabolitos

En la depresion se ha reportado consistentemente una disminucién en la cantidad de
monoaminas en el espacio sinaptico. En este trabajo se midieron las concentraciones de las
monoaminas noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5-HT) y de los metabolitos
acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), &cido homovalinico (HVA) y el acido 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) en cada regién cerebral (excepto cerebelo) mediante el siguiente
procedimiento: una alicuota de 500 yuL de una mezcla de &cido perclérico y metabisulfito de
sodio (0.9% v/v y 0.2% plv, respectivamente) fue adicionada al tejido previamente pesado y
enseguida el tejido fue homogeneizado utilizando un sonicador (Lab-line Instruments).
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 4000 g durante 10 minutos a 4°C; se
recuperd el sobrenadante y éste fue filtrado para proceder con la determinacién de las
monoaminas y de los metabolitos anteriormente mencionados mediante cromatografia de
liquidos de alta resolucion (LC 200, Perkin Elmer) utilizando un detector electroquimico (LC-
4C; BASI Inc.). La cantidad de las especies de interés se obtuvo de la interpolacion de una
curva de calibracion para cada monoamina y cada metabolito (Rojas et al., 2008). Los
resultados fueron expresados como pg de compuesto/g de tejido. La medicion del recambio
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de las monoaminas DA y 5-HT se expresd como el cociente del metabolito (HVA 6 5-HIAA)

entre la cantidad de la monoamina correspondiente (DA 6 5-HT).

9.5 Actividad de enzimas antioxidantes

Recientemente se ha asociado una disminucion de la actividad de ciertas enzimas
antioxidantes con la depresién. Por otro lado, se ha reportado que el tratamiento con
antidepresivos restaura la actividad de estas enzimas (Bilici et al., 2001). En este trabajo se
midio la actividad de las enzimas CuZnSOD y la MnSOD de manera conjunta (SOD total), asi
como la actividad de la enzima glutation reductasa (GRed) y de la glutation peroxidasa (GPx)
en las 6 regiones cerebrales diseccionadas. Cada muestra fue analizada por duplicado. La
cantidad de proteinas para referir la actividad enzimética se determiné por el método descrito

por Lowry y sus colaboradores (1951).

9.5.1 Actividad de la superdxido dismutasa total (SOD total)

La actividad de esta enzima fue determinada mediante un método basado en la
habilidad de SOD para inhibir la reduccion del azul de nitrotetrazolio (NBT) hacia formazan
por el radical superéxido que es generado por el sistema xantina-xantina oxidasa (Oberley et
al., 1981; Winterbourn et al., 1975). La actividad de SOD total se determind en una mezcla de
reaccion de 3 mL conformada por xantina 0.122 mM, EDTA 0.122 mM, NBT 30.6 uM,
albumina 0.006%, Na,CO3; 4 9mM, xantina oxidasa (168 U/L), amortiguador de fosfatos
0.067 M a pH de 7.8 y la muestra homogeneizada en la diluciéon adecuada. El tubo
conteniendo la mezcla de reaccion fue incubado por 15min a 27°C y posteriormente se
determind la absorbancia de la mezcla a 560nm en un espectrofotometro UV-vis (DU 6
Beckman Coulter Inc.). La actividad fue expresada como unidades/mg proteina. (Pedraza-
Chaverri et al., 2000)

9.5.2 Actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de la GPx se midié de manera indirecta por una reaccion acoplada con la
glutation reductasa (Lawrence y Burke, 1976) y este método se basa en la disminucion de la
absorbancia a 340 nm debida a la desaparicion de NADPH. La actividad de la enzima GPx
se determind en una mezcla de reaccion consistente en fosfato de potasio 50 mM pH 7.0,
EDTA 1 mM, azida de sodio 1 mM, NADPH 0.2 mM, glutatién reductasa 1 U/mL y glutation
1 mM. Un volumen de 100 pL de una dilucion 1:3 del tejido bajo estudio previamente
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homogeneizado fue afiadido a 0.8 mL de la mezcla de reaccion anteriormente descrita y esta
mezcla fue incubada durante 5 minutos a una temperatura de 20°C antes de iniciar la
reaccion mediante la adicion de 100 pyL de H,O, 1.5 mM. La absorbancia fue determinada en
un espectrofotometro UV-vis (DU 6 Beckman Coulter Inc.) a una longitud de onda de 340 nm
durante 3 minutos. La actividad de la enzima fue calculada a partir de la pendiente de la recta
gue resulté de graficar absorbancia contra tiempo (umol de NADPH oxidado/minuto),
tomando en cuenta que el coeficiente de absorcion molar del NADPH es 6.22 mM. Los

resultados fueron expresados como unidades/mg proteina. (Pedraza-Chaverri et al., 2000)

9.5.3 Actividad de la glutatién reductasa (GRed)

La actividad de GRed en cada tejido se determiné utilizando glutation oxidado como
sustrato y midiendo la desaparicion de NADPH a 340 nm con un espectrofotometro UV-vis
(DU 6; Beckman Coulter Inc.) de acuerdo con el procedimiento reportado por Carlberg y
Mannervik (1975). La tasa de oxidacion de NADPH por el glutatién oxidado (GSSG) a 30°C
fue utilizada como una medida estandar de la actividad de GRed. La mezcla de reaccion final
de 1 mL consistié en: GSSG 1.25 mM, NADPH 0.1 mM, EDTA 0.5 mM, buffer de fosfatos
0.1 M a pH 7.6 y la cantidad apropiada de muestra que contiene glutation reductasa para
originar un cambio en la absorbancia de 0.05-0.3 unidades de absorbancia/min. La oxidacién
de 1 pmol de NADPH bajo estas condiciones se utilizé como una unidad de actividad de
glutation reductasa. La actividad especifica se expresé como unidades/mg proteina.
(Pedraza-Chaverri et al., 2000)

9.6 Western-blot para CuZnSOD y MnSOD

Para determinar el efecto de la administracion de EGb 761 sobre la cantidad de
CuzZnSOD y de MnSOD se utiliz6 este método basado en la interaccién de estas enzimas
con anticuerpos especificos. Las 6 regiones cerebrales diseccionadas fueron analizadas bajo
el siguiente procedimiento: el tejido fue homogeneizado con inhibidores de proteasas en un
amortiguador de fosfatos a pH de 7.4. El tejido homogeneizado fue centrifugado a 1000 g por
10 minutos a 4°C. Una cantidad de homogenado equivalente a 25 pg de proteina fue
fraccionada utilizando un gel para electroforesis de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio
(SDS) (12.5%), y después de obtener la separacién de las proteinas, los productos fueron

transferidos a una membrana de nitrocelulosa. La inmunodeteccibn de las enzimas
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CuzZnSOD y MnSOD se hizo mediante anticuerpos primarios especificos para estas enzimas
(Stressgen Biotechnologies Co.) como fue descrito por Pedraza-Chaverri y sus
colaboradores anteriormente (2000). La deteccion de los complejos enzima-anticuerpo se
visualizd6 mediante quimioluminiscencia utilizando un sistema de deteccion de
guimioluminiscencia aumentada (Amersham) seguida de un analisis densitométrico utilizando
el software SIGMASCAN (Aspire Software Internacional). Las muestras se analizaron por
duplicado y los resultados se expresaron como el cambio en % de la expresion con respecto

al grupo control.

9.7 Especies reactivas al &cido tiobarbiturico

El estrés oxidativo tiene como una de sus consecuencias un incremento en la
peroxidacion de lipidos, y una de las formas de evaluar este fendmeno es medir las especies
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS). El contenido de estas especies fue medido en las 6
regiones cerebrales que fueron diseccionadas. Este ensayo se hizo de acuerdo con el
procedimiento descrito por Buege y Aust (1978). El tejido fue homogeneizado en una mezcla
mantenida en hielo de 1.5 mL de amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.0 y 1 mL de NaCl
0.015 M; 1 mL de este homogenado fue afiadido a un tubo con 2 mL del reactivo de acido
tiobarbiturico (0.5 g de &cido tiobarbiturico + 16 g de acido tricloroacético + 2.5 mL de acido
clorhidrico concentrado en 100 mL de agua), y esta mezcla fue calentada en un bafio de
agua a ebullicion durante 30 minutos. Enseguida, la mezcla fue centrifugada a 4000 g
durante 15 minutos a 4°C. La peroxidacion de lipidos fue medida como la produccion de
malondialdehido que en combinacién con el acido tiobarbitarico forma un cromégeno de color
rosa que fue evaluado a 532 nm utilizando un espectrofotometro UV-vis (Perkin Elmer
lambda bio 24109) (Rojas y Rios, 1993). El contenido de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico expresado como nmol de malondialdehido en las muestras, fue obtenido de la
interpolacién en una curva estandar construida a partir de la oxidacion de 2-deoxi-D-ribosa
(Waravdekar y Saslaw, 1959). Las proteinas fueron medidas de acuerdo con Lowry y sus
colaboradores (1951). Una reaccién en blanco se utilizé para ajustar las lecturas de las
muestras, las cuales fueron analizadas por duplicado. Los resultados fueron expresados

como nmol malondialdehido/mg proteina.
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9.8 Cuantificacion de proteinas

La determinacion de la cantidad de proteinas se efectu6 en las 6 regiones cerebrales
gue fueron diseccionadas y se realizé de acuerdo con el método descrito por Lowry y sus
colaboradores (1951) con ligeras modificaciones (Rojas y Rios, 1993). El tejido bajo estudio
fue homogeneizado en una mezcla mantenida en hielo de 1.5 mL de amortiguador de
fosfatos 0.05 M pH 7.0 y 1 mL de NaCl 0.015 M. 50 pL del tejido homogeneizado se
mezclaron con 950 pyL de agua desionizada; de esta Ultima mezcla, 400 pL fueron
transferidos a un nuevo tubo, al que se adicionaron 2 mL de una mezcla preparada con
49 mL de Nap,COg3 al 2% en NaOH 0.1 N, 0.5 mL de tartrato de sodio y potasio al 2% y 0.5 mL
de CuSO, al 1%. Después de la adicion, la mezcla fue agitada y se dejé en reposo durante
10 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se adicionaron al tubo 0.2 mL de una mezcla
1:1 del reactivo Folin-Ciocalteau:agua desionizada. El tubo se dejo reposar durante 30
minutos a temperatura ambiente en oscuridad, y una vez transcurrido este tiempo, el
contenido del tubo fue leido a 550 nm en un espectrofotometro UV-Vis (Perkin ElImer lambda
bio 24109). Cada muestra fue preparada y leida por duplicado. La cantidad de proteina se
obtuvo de la interpolacion de una curva de calibracion preparada con albumina. Los

resultados fueron expresados como mg proteina/mL.

9.9 Andlisis estadistico

En todos los resultados los datos fueron expresados como el resultado promedio del
grupo = el error estandar de la media (EEM). En la prueba de nado forzado los resultados se
analizaron con un andlisis de varianza (ANDEVA) de una via seguida de un analisis de
minima diferencia significativa Tukey en el tiempo de inmovilidad. En la cuantificacion de
monoaminas y sus metabolitos, actividad enzimatica, western-blot de CuzZnSOD y MnSOD y
en la evaluacion de las especies reactivas al acido tiobarbiturico, los resultados se analizaron
mediante la prueba t de Student. Valores de P<0.05, P<0.01 y P<0.001 fueron considerados
como estadisticamente significativos. Todos los analisis fueron realizados utilizando el
programa SPSS 15.0 para Windows (SPSS Inc.).
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10. RESULTADOS

La administracion de EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) y de imipramina (15 mg/Kg, i.p.)
provoco una disminucion significativa (P<0.001) en el tiempo de inmovilidad del 38.8% y 38%
respectivamente en comparacion con el tiempo de inmovilidad observado en el grupo control.
Entre el efecto producido por el EGb 761 y el efecto producido por la imipramina no se

observaron diferencias significativas (P<0.001).

PRUEBA DE NADO FORZADO

200 -
180 -
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140 ~ *k%k
120 -
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TIEMPO DE INMOVILIDAD (s)

SALINA EGb 761 (10 mg/Kg) IMPRAMINA (15 mg/Kg)

Figura 7. Tiempo de inmovilidad en los grupos experimentales tratados con solucién salina isoténica (i.p.)
(n=47), EGb 761 10 mg/Kg, i.p.) (n=48) o imipramina (15 mg/Kg, i.p.) (n=17) durante 17 dias previos a la prueba
de nado forzado. Los datos que se presentan corresponden a la mediax EEM. Las diferencias fueron
analizadas con una prueba ANDEVA de una via seguida de un andlisis de minima diferencia significativa Tukey.
***P<0.001 en comparacién con el grupo control. EGh: Extracto de Ginkgo biloba.

La cantidad de los neurotransmisores monoaminérgicos noradrenalina (NA), dopamina
(DA) y serotonina (5-HT) y de los metabolitos acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), acido
homovalinico (HVA) y acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA) fue evaluada en la corteza frontal,
cuerpo estriado, hipocampo, hipotalamo y mesencéfalo del grupo control y del grupo tratado
con EGb 761.
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En la corteza frontal no se observaron diferencias significativas en la cantidad de
monoaminas o0 de sus metabolitos entre el grupo control y el grupo tratado con EGb 761

como se muestra en la figura 8.

Cantidad de 5-HIAA, HVAy DA en la corteza frontal Cantidad de NAy 5-HT en la corteza frontal
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Figura 8. Cantidad de monoaminas y algunos de sus metabolitos en la corteza frontal de animales tratados con
solucién salina isotoénica (i.p.) (n=15) o con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (h=17) durante 17 dias previos a la prueba
de nado forzado. Los valores presentados corresponden a la media* EEM. Las diferencias fueron analizadas
con una prueba t de Student. EGh: Extracto de Ginkgo biloba; NT: neurotransmisor monoaminérgico o
metabolito; 5-HIAA: acido 5-hidroxiindolacético; HVA; acido homovalinico; DA: dopamina; NA: noradrenalina;
5-HT: serotonina.

En la figura 9 se presentan los resultados obtenidos para el cuerpo estriado en donde
se encontraron aumentos significativos en la cantidad de DOPAC del 22.9% (P<0.05) y en la
cantidad de 5-HIAA del 20% (P<0.05) en el grupo tratado con EGb 761 en comparacion con
el grupo control; en el grupo tratado con EGb 761 se observd una disminucion significativa
(P<0.001) del 72.7% en la cantidad de 5-HT con respecto a la cantidad de esta monoamina
observada en el grupo control. En las cantidades de NA, HVA y DA no se observaron

cambios significativos entre los dos grupos.

Cantidad de DOPAC, NA, 5-HIAA'y HVA en el cuerpo Cantidad de DAy 5-HT en el cuerpo estriado
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Figura 9. Cantidad de monoaminas y algunos de sus metabolitos en el cuerpo estriado de animales tratados
con solucién salina isoténica (i.p.) (h=15) o con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (h=17) durante 17 dias previos a la
prueba de nado forzado. Los valores presentados corresponden a la mediatx EEM. Las diferencias fueron
analizadas con una prueba t de Student. *P<0.05, ***P<0.001 con respecto al grupo control. EGb: Extracto de
Ginkgo biloba; NT: neurotransmisor monoaminérgico o metabolito; DOPAC: &cido 3,4-dihidroxifenilacético; NA:
noradrenalina; 5-HIAA: 4cido 5-hidroxiindolacético; HVA: acido homovalinico; DA: dopamina; 5-HT: serotonina.
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La figura 10 muestra los resultados obtenidos luego del analisis del hipocampo; en
esta region no se encontraron diferencias significativas en las cantidades de las especies
bajo estudio entre el grupo control y el grupo tratado con EGb 761.

Cantidad de HVAy DA en el hipocampo Cantidad de NA, 5-HIAA 'y 5-HT en el hipocampo
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Figura 10. Cantidad de monoaminas y algunos de sus metabolitos en el hipocampo de animales que recibieron
como tratamiento solucién salina isoténica (i.p.) (n=15) o EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (n=17) durante 17 dias
previos a la prueba de nado forzado. Los valores presentados corresponden a la media* EEM. Las diferencias
fueron analizadas con una prueba t de Student. EGh: Extracto de Ginkgo biloba; NT: neurotransmisor
monoaminérgico o metabolito; HVA: acido homovalinico; DA: dopamina; NA: noradrenalina; 5-HIAA: acido
5-hidroxiindolacético; 5-HT: serotonina.

En el hipotadlamo (figura 11) se encontraron disminuciones significativas en la cantidad
de 5-HIAA del 35.2% (P<0.01), en la cantidad de HVA del 39.1% (P<0.05) y en la cantidad de
NA del 18.1% (P<0.01) en el grupo tratado con EGb 761 con respecto al grupo control. En el
contenido de DOPAC se observé un aumento significativo (P<0.05) del 79.1% en el grupo
tratado con EGb 761 en comparaciéon con el grupo control. Las cantidades de DA y 5-HT no

tuvieron diferencias significativas entre los dos grupos.

Cantidad de DOPAC, 5-HIAA, HVAy DA en el Cantidad de NAy 5-HT en el hipotalamo
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Figura 11. Cantidad de monoaminas y algunos de sus metabolitos en el hipotalamo de animales tratados con
solucién salina isotoénica (i.p.) (n=15) o con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (h=17) durante 17 dias previos a la prueba
de nado forzado. Los valores presentados corresponden a la media* EEM. Las diferencias fueron analizadas
con una prueba t de Student. *P<0.05, **P<0.01 con respecto al grupo control. EGb: Extracto de Ginkgo hiloba;
NT: neurotransmisor o metabolito; DOPAC: acido 3,4-dihidroxifenilacético; 5-HIAA acido 5-hidroxiindolacético;
HVA: acido homovalinico; DA: dopamina; NA: noradrenalina; 5-HT: serotonina.
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En el analisis del mesencéfalo (figura 12) se encontraron incrementos significativos en
la cantidad de HVA del 83.4% (P<0.01) y de 5-HT del 61.4% (P<0.001) en el grupo tratado
con EGb 761 en comparacién con el grupo control. Las cantidades de DOPAC, DA, NA y
5-HIAA no presentaron cambios significativos entre el grupo control y el grupo tratado con
EGb 761.

Cantidad de DOPAC, HVA y DA en el mesencéfalo Cantidad de NA, 5-HIAAy 5-HT en el mesencéfalo
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Figura 12. Cantidad de monoaminas y algunos de sus metabolitos en el mesencéfalo de animales tratados con
solucion salina isotonica (i.p.) (n=15) o con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (n=17) durante 17 dias previos a la prueba
de nado forzado. Los resultados corresponden a la mediat EEM. Las diferencias fueron analizadas con una
prueba t de Student. **P<0.01, ***P<0.001 con respecto al grupo control. EGb: Extracto de Ginkgo biloba; NT:
neurotransmisor o metabolito; DOPAC: acido 3,4-dihidroxifenilacético; HVA: acido homovalinico; DA: dopamina;
NA: noradrenalina; 5-HIAA: 4cido 5-hidroxiindolacético; 5-HT: serotonina.

El metabolismo regional de las monoaminas DA y 5-HT se evalu6 mediante el
recambio. En la corteza frontal (figura 13) se observé una disminucion significativa (P<0.05)
del 32.5% en el recambio de 5-HT en el grupo tratado con EGb 761 en comparacién con el
grupo control. La disminucion del recambio de DA en el grupo tratado con EGb 761 no fue

estadisticamente significativa.
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Figura 13. Recambio de DA y 5-HT en la corteza frontal de animales tratados con solucién salina isoténica (i.p.)
(n=15) o con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (n=17) durante 17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los
resultados corresponden a la media* EEM. Las diferencias fueron analizadas con una prueba t de Student.
*P<0.05 con respecto al grupo control. EGb: Extracto de Ginkgo biloba; HVA: acido homovalinico; DA:
dopamina; 5-HIAA: acido 5-hidroxiindolacético; 5-HT: serotonina.
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En el cuerpo estriado (figura 14) no se observo una diferencia significativa en el
recambio de DA entre los dos grupos experimentales. Por otro lado, se observd un
incremento significativo (P<0.001) del 290% en el recambio de 5-HT en el grupo tratado con

EGb 761 con respecto al grupo control.
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Figura 14. Recambio de DA y 5-HT en el cuerpo estriado de animales tratados con solucion salina isoténica
(i.p.) (n=15) o con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (n=17) durante 17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los
resultados corresponden a la media* EEM. Las diferencias fueron analizadas con una prueba t de Student.
***P<0.001 con respecto al grupo control. EGh: Extracto de Ginkgo biloba; HVA: acido homovalinico; DA:
dopamina; 5-HIAA: &cido 5-hidroxiindolacético; 5-HT: serotonina.

En el hipocampo (figura 15) se observd un incremento significativo (P<0.01) del 62%
en el recambio de DA en el grupo tratado con EGb 761 con respecto al grupo control. En el
recambio de 5-HT no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos

experimentales.
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Figura 15. Recambio de DA y 5-HT en el hipocampo de animales tratados con solucion salina isoténica (i.p.)
(n=15) o con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (n=17) durante 17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los
resultados corresponden a la media* EEM. Las diferencias fueron analizadas con una prueba t de Student.
**P<0.01 con respecto al grupo control. EGbh: Extracto de Ginkgo biloba; HVA: acido homovalinico; DA:
dopamina; 5-HIAA: acido 5-hidroxiindolacético; 5-HT: serotonina.
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En el hipotadlamo (figura 16) se encontré una disminucion significativa (P<0.05) en el
recambio de DA del 43.3% en el grupo tratado con EGb 761 con respecto al grupo control. La
disminucién en el recambio de 5-HT en el grupo tratado con EGb 761 no fue significativa.
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Figura 16. Recambio de DA y 5-HT en el hipotalamo de animales tratados con solucién salina isoténica (i.p.)
(n=15) o con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (n=17) durante 17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los
resultados corresponden a la media* EEM. Las diferencias fueron analizadas con una prueba t de Student.
*P<0.05 con respecto al grupo control. EGb: Extracto de Ginkgo biloba; HVA: acido homovalinico; DA:
dopamina; 5-HIAA: acido 5-hidroxiindolacético; 5-HT: serotonina.

La figura 17 muestra los resultados para el recambio de DA y 5-HT en el mesencéfalo
de ambos grupos experimentales. Se observd un incremento significativo (P<0.05) en el
recambio de DA del 42.4% en el grupo tratado con EGb 761 con respecto al grupo control.
En contraste, hubo una disminucion significativa (P<0.01) del 24.8% en el recambio de 5-HT

en el grupo tratado con EGb 761 con respecto al grupo control.
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Figura 17. Recambio de DA y 5-HT en el mesencéfalo de animales tratados con solucion salina isotdnica (i.p.)
(n=15) o con EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (n=17) durante 17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los
resultados corresponden a la media* EEM. Las diferencias fueron analizadas con una prueba t de Student.
*P<0.05, **P<0.01 con respecto al grupo control. EGb: Extracto de Ginkgo biloba; HVA: acido homovalinico; DA:
dopamina; 5-HIAA: acido 5-hidroxiindolacético; 5-HT: serotonina.
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Los resultados correspondientes a la actividad enzimatica de SOD total se presentan
en la figura 18; el grupo tratado con EGb 761 mostré un aumento significativo (P<0.05) del
20.3% en la actividad de la enzima SOD total en el hipocampo en comparacion con el grupo
control. Por otro lado, en la corteza frontal se observo una disminucién significativa (P<0.01)
del 19.1% en la actividad de esta misma enzima en el grupo tratado con EGb 761 respecto al
grupo control. Las diferencias observadas entre los dos grupos experimentales en el
cerebelo, cuerpo estriado, hipotalamo y mesencéfalo no resultaron significativas.

Actividad de SOD total en diferentes regiones cerebrales
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Figura 18. Actividad de la SOD total en el cerebelo, la corteza frontal, el cuerpo estriado, el hipocampo, el
hipotdlamo y el mesencéfalo de animales que recibieron solucién salina isotonica (i.p.) (n=13) o EGb 761
(10 mg/Kg, i.p.) (n=13) durante 17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los datos presentados
corresponden a la media* EEM. Las diferencias fueron analizadas mediante una prueba t de Student. *P<0.05,
**P<0.01 con respecto al grupo control. EGb: Extracto de Ginkgo biloba; SOD: superdxido dismutasa.

La figura 19 muestra la actividad de la enzima GPx en las 6 regiones cerebrales
disectadas. Se observaron aumentos significativos (P<0.05 en ambos casos) en la actividad
de esta enzima en la corteza frontal (16.9%) y en el hipotalamo (36.5%) del grupo tratado con
EGb 761 en comparacion con el grupo control. Por otro lado, en el cerebelo y en el
mesenceéfalo se presentaron disminuciones significativas (P<0.01 en ambos casos) del 33% y
29.6% respectivamente en la actividad de la enzima GPx. En el cuerpo estriado y en el

hipocampo los cambios observados no fueron significativos.
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Actividad de la GPx en diferentes regiones cerebrales
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Figura 19. Actividad de la enzima GPx en el cerebelo, la corteza frontal, el cuerpo estriado, el hipocampo, el
hipotalamo y el mesencéfalo de animales tratados con solucion salina isoténica (i.p.) (n=8) o con EGb 761
(10 mg/Kg, i.p.) (n=5) durante 17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los resultados corresponden a la
media* EEM. Las diferencias fueron analizadas con una prueba t de Student. *P<0.05, **P<0.01 con respecto
al grupo control. EGb: Extracto de Ginkgo biloba; GPx: glutation peroxidasa.

En la figura 20 se presentan los resultados obtenidos para la actividad de la enzima
GRed. El Unico cambio significativo (P<0.01) puede observarse en el hipocampo, en donde
se presentd una disminucidén del 12.6% en la actividad enzimatica del grupo tratado con
EGb 761 en comparacion con la actividad observada en el grupo control. En el resto de las
regiones cerebrales analizadas no se observaron cambios significativos entre los dos grupos

analizados.
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Figura 20. Actividad de la enzima GRed en el cerebelo, la corteza frontal, el cuerpo estriado, el hipocampo, el
hipotalamo y el mesencéfalo de animales tratados con solucion salina isoténica (i.p.) (n=8) o con EGb 761
(10 mg/Kg, i.p.) (n=5) durante 17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los resultados corresponden a la
media* EEM. Las diferencias fueron analizadas con una prueba t de Student. **P<0.01 con respecto al grupo
control. EGh: Extracto de Ginkgo biloba; GRed: glutatiéon reductasa.
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La medicion de un posible cambio en la cantidad de las enzimas MnSOD y CuZnSOD
como resultado de la administracion de EGb 761 se evalué mediante la técnica de western-
blot. En la tabla 1 se observa un aumento significativo (P<0.05) del 5% en la cantidad de
MnSOD en el mesencéfalo en el grupo tratado con EGb 761 en comparacion con el control.
En el cerebelo, la corteza frontal, el cuerpo estriado, el hipocampo y el hipotalamo se observo
un incremento en la cantidad de esta enzima que no resultd significativo en todas las
regiones analizadas, indicando una posible tendencia hacia el incremento en la cantidad de
esta enzima.

Con respecto a la enzima CuzZnSOD, en el hipotalamo se presentd un aumento
significativo (P<0.01) del 18.8% en la cantidad de esta enzima en el grupo tratado con EGb
761 en comparacion con el grupo control. En el cerebelo, la corteza frontal, el cuerpo
estriado, el hipocampo y el mesencéfalo no se observaron diferencias significativas entre los
dos grupos.

La figura 21 muestra que la Unica diferencia significativa (P<0.05) entre los dos grupos
corresponde a una disminucion del 27.47% en la cantidad de MDA en el grupo tratado con
EGb 761 en comparacion con el grupo control. En el cerebelo, la corteza frontal, el
hipocampo, el hipotalamo y el mesencéfalo no se observaron diferencias significativas en la

cantidad de MDA entre los dos grupos.
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Figura 21. Especies reactivas al acido tiobarbitdrico en el cerebelo, la corteza frontal, el cuerpo estriado, el
hipocampo, el hipotalamo y el mesencéfalo de animales tratados con solucién salina isoténica (i.p.) (n=5) y con
EGb 761 (10 mg/Kg, i.p.) (n=5) durante 17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los resultados
corresponden a la media* EEM. Las diferencias fueron analizadas con una prueba t de Student. *P<0.05 con
respecto al grupo control. EGb: Extracto de Ginkgo biloba; MDA: malondialdehido.
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Tabla 1. Analisis densitométrico de western-blot de las enzimas MnSOD y CuzZnSOD en las
6 regiones cerebrales del grupo control y del grupo tratado con EGb 761

EGb 761 (10 mg/Kg, i.p)
(cantidad en % respecto

, L Grupo control
Enzima Regién cerebral b

(cantidad en %)

al grupo control)

Cerebelo

Corteza frontal

100.000+ 5.046

100.000+ 5,062

107.770+ 3,927

107.214+ 2,687

8 Cuerpo estriado 100.000+1,178 108.281+ 4,730

;‘g Hipocampo 100.000+ 4,994 109,762+ 5,637

Hipotalamo 100.000+ 2,244 103.839+ 3,255
Mesencéfalo  100.000+ 1,438 104.963+1,072*

Cerebelo 100.000+ 3,791 103.317+ 2,195

Corteza frontal 100.000+ 4,298 96.314 + 2,846

§ Cuerpo estriado 100.000% 1,374 104.722+ 1,704

LEI:S Hipocampo 100.000+ 3,364 95.214+ 3,451
Hipotdlamo  100.000% 1,567 118.799 + 4,235**

Mesencéfalo  100.000+ 0,976 104.604 + 2,764

Los animales utilizados recibieron solucién salina isotonica (i.p.) (n=3) o EGb 761 (10 mg/Kg, i.p) (n=3) durante
17 dias previos a la prueba de nado forzado. Los resultados presentados corresponden a la media+ EEM. Las
diferencias fueron analizadas con una prueba t de Student. *P<0.05, **P<0.01 con respecto al grupo control.
MnSOD: superoxido dismutasa dependiente de manganeso; CuZnSOD: superéxido dismutasa dependiente de
cobre y zinc; EGb: extracto de Ginkgo biloba
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11. DISCUSION

En afos recientes se ha demostrado que la depresion es una enfermedad sumamente
compleja que no puede ser explicada Unicamente en términos de una neurotransmision
monoaminérgica deteriorada, sino que es el resultado de la interaccion de varios factores,
entre ellos los ambientales y los inherentes al organismo (Malberg y Blendy, 2005).

La principal estrategia que se ha seguido en el tratamiento de la depresion consiste en
normalizar la funcion monoaminérgica mediante manipulaciones farmacologicas cuya
aplicacion préactica ha derivado en el desarrollo de tratamientos parcialmente eficaces que no
garantizan la desaparicion de los sintomas propios de la enfermedad y que causan efectos
no deseados en el paciente. En vista de lo anterior, es necesario explorar nuevas alternativas
para el tratamiento de la depresion que sean mas efectivas y mas seguras.

Se ha reportado que la depresién se acompafia de un importante desequilibrio en las
defensas antioxidantes como resultado de la aparicion de estrés oxidativo en el organismo
(Sarandol et al., 2007), un hallazgo que es el soporte principal de la teoria que propone a
este tipo de estrés como origen de la depresion.

En este trabajo se presenta al EGb 761, un extracto de composicion estandarizada de
las hojas del arbol de Ginkgo biloba con diversos efectos benéficos en las enfermedades
relacionadas con el sistema nervioso central, con un amplio margen de seguridad y con
efectos adversos de muy poca gravedad como una potencial alternativa para el tratamiento
de la depresién. Adicionalmente, se sabe que el EGb 761 posee propiedades antioxidantes
gue han sido ampliamente documentadas y que tiene efectos benéficos en la mejora del
estado de animo (Smith y Luo, 2004; DeFeudis, 1998).

Recientemente la capacidad antidepresiva de un extracto de las hojas del arbol de
Ginkgo biloba de composicion similar al EGb 761 fue evaluada por Sakakibara y sus
colaboradores (2006) en la prueba de nado forzado (PNF); este extracto fue administrado
oralmente una vez al dia durante 14 dias previos a la PNF a una dosis de 10 mg/Kg por via
oral. El extracto utilizado produjo un efecto antidepresivo similar en la PNF al producido por el
antidepresivo imipramina administrado oralmente a la dosis de 15 mg/Kg. Sin embargo, en
este ultimo estudio no se hizo referencia a las areas cerebrales involucradas en la respuesta
antidepresiva ni al efecto que tiene este extracto sobre las monoaminas neurotransmisoras y

sobre las enzimas antioxidantes.
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Para evaluar el efecto antidepresivo del EGb 761 se utilizé la PNF, un modelo de la
depresion desarrollado por Porsolt y sus colaboradores en 1977 que ha sido validado y
utilizado ampliamente en el desarrollo de varios antidepresivos (Cryan y Holmes, 2005; Detke
et al., 1995; Porsolt et al., 1978).

La PNF requiere de la administracion previa del compuesto a evaluar, y en el caso del
EGb 761 la dosis de 10 mg/Kg administrada durante 17 dias en pretratamiento se eligio
considerando que esta dosis bajo la misma modalidad de administraciéon fue capaz de
prevenir la peroxidacion de lipidos originada en el cuerpo estriado de ratones por la
neurotoxina MPP* (Rojas et al., 2001). Adicionalmente, los resultados obtenidos por
Sakakibara y sus colaboradores (2006) fueron considerados como un criterio mas para la
seleccién de la dosis a utilizar tanto de EGb 761 como de imipramina, un farmaco que
produce un efecto antidepresivo detectable en esta prueba y que se ha reportado como
referencia a la dosis de 15 mg/Kg en la PNF y en otros modelos experimentales de depresion
(Dhingra y Sharma, 2006).

En la figura 7 puede observarse que el EGb 761 a la dosis de 10 mg/Kg por via
intraperitoneal (i.p.) administrado durante 17 dias tiene un efecto antidepresivo en la PNF
equivalente al observado para la imipramina administrada a una dosis de 15 mg/Kg, i.p.
durante el mismo periodo de tiempo.

En contraste, Porsolt y sus colaboradores (2000) reportaron que el EGb 761 carece de
actividad antidepresiva en la PNF a las dosis de 50 y 100 mg/Kg cuando se administra
oralmente una vez al dia durante un pretratamiento de 5 dias. Sakakibara atribuye la falta de
actividad antidepresiva del EGb 761 a diferencias en la composicién de los extractos
utilizados debidas a los procesos de obtencién (Sakakibara et al., 2006).

Los resultados que se presentan en la figura 7 coinciden con los resultados obtenidos
por Sakakibara y sus colaboradores (2006), demostrando que las posibles variaciones en la
composicién de los extractos no afecta el resultado observado en la PNF en donde una
variable de mayor impacto en la prueba es la duracion del pretratamiento.

Al respecto, Cryan y sus colaboradores (2005) han demostrado que el efecto
antidepresivo de los farmacos utilizados para el tratamiento de la depresion se evidencia
luego de un periodo de administracion de entre 4 y 6 semanas; por otro lado, Montgomery
(1995) sugiere que un pretratamiento con una duracion minima de 14 dias es un periodo de
tiempo confiable para demostrar una eficacia antidepresiva detectable con la mayoria de los

antidepresivos convencionales. Los criterios anteriores indican que el pretratamiento durante
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17 dias es suficiente para observar un efecto antidepresivo en la PNF y los resultados
mostrados en la figura 7 demuestran que el EGb 761 tiene un efecto antidepresivo
equiparable al efecto producido por la imipramina en esta prueba.

Se ha reportado que en respuesta a un estresor agudo (como la PNF) se presenta un
aumento en la liberacibn de monoaminas que puede acompafiarse de un incremento en el
recambio de estos neurotransmisores causando estrés oxidativo (Pajovi¢ et al., 2006). Este
tipo de estrés es particularmente nocivo al tejido cerebral, debido a que el cerebro posee una
capacidad antioxidante limitada en comparacion con otros tejidos y una elevada cantidad de
acidos grasos poliinsaturados que pueden sufrir reacciones de peroxidacion de lipidos (Lucca
et al., 2009; Cruz-Aguado, 2001). Por esta razén, en este trabajo se evalud el recambio de
las monoaminas en el grupo control y en el grupo tratado con EGb 761 de manera conjunta
con la actividad de las enzimas antioxidantes y con la peroxidacion de lipidos.

La PNF produce cambios neuroquimicos en el cerebro que son dependientes de la
region cerebral bajo analisis (Connor et al., 1997). En el andlisis de monoaminas puede
observarse que el efecto de la PNF y de la administracién de EGb 761 es distinto en cada
region cerebral analizada probablemente debido a que cada una de ellas responde de
manera diferente al estimulo estresante producido por la prueba y a que este extracto no se
distribuye en el cerebro de manera homogénea (Moreau et al., 1986).

En la corteza frontal, el hipotalamo (sélo para el recambio de DA) y el mesencéfalo
(solo para el recambio de 5-HT) (figuras 13, 16 y 17) puede observarse una disminucién en el
recambio de DA y 5-HT en el grupo que fue tratado con EGb 761 en comparacion con el
grupo control. La disminucién en el valor de recambio indica que el EGb 761 caus6 un
aumento en la cantidad de las correspondientes monoaminas en la corteza frontal y en el
mesenceéfalo (figuras 8 y 12); este incremento pudo ser causado por una disminucion de la
recaptura de estas monoaminas debido a la presencia del EGb 761, una propiedad de este
extracto que ya habia sido observada con anterioridad (Ramassamy 1992a; Taylor, 1990).

Se ha reportado que uno de los hallazgos mas consistentes luego de la PNF es un
incremento en el recambio de 5-HT en la corteza cerebral (Kelliher et al., 1998; Connor, et
al., 1997) y en esta region la disminucion en el recambio de 5-HT (figura 13) pudo deberse a
gue el EGb 761 causdé una disminucién de la recaptura de 5-HT, un fendbmeno que se
presenta cuando existen altas concentraciones de EGb 761 (Ramassamy 1992a; Taylor,
1990). De acuerdo con hallazgos reportados por Connor y sus colaboradores (2000), la

disminucién en el valor del recambio de 5-HT en la corteza se presenta con antidepresivos
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como desipramina, paroxetina y venlafaxina, indicando que el EGb 761 en la corteza
posiblemente tiene una accion antidepresiva similar a la reportada para estos farmacos.

De manera analoga que para la corteza frontal, en el mesencéfalo puede observarse
qgue el EGb 761 causa una importante disminucion en la recaptura de 5-HT (figura 12) sin
gue se presenten alteraciones en el metabolismo de esta monoamina.

Por otro lado, la disminucién en el recambio de DA en el hipotdlamo en el grupo
tratado con EGb 761 (figura 16) fue causada por una disminucion significativa en la cantidad
de HVA en este mismo grupo sin que hubiera cambios entre los dos grupos en la cantidad de
DA (figura 11). Este hallazgo sugiere que este extracto causé una disminucion del
metabolismo de DA mediante la inhibicion de la actividad enzimética de MAO, un fendmeno
reportado con anterioridad por algunos grupos de investigacion (Rojas et al., 2004; Sloley et
al., 2000; Wu y Zhu 1999).

En el cuerpo estriado (solo para el recambio de 5-HT), en el hipocampo (solo para el
recambio de DA) y en el mesencéfalo (solo para DA) se observaron incrementos en el
recambio de monoaminas en el grupo tratado con EGb 761 en comparacion con el grupo
control (figuras 14, 15y 17).

El incremento en el recambio de 5-HT en el cuerpo estriado del grupo tratado con EGb
761 se debid a la reduccion significativa en la cantidad de 5-HT y a un incremento en la
cantidad de 5-HIAA como puede observarse en la figura 9, indicando que en esta region el
extracto favorecid6 un aumento en la recaptura de esta monoamina y que este aumento
intraneuronal de 5-HT estimuldé el metabolismo de este neurotransmisor generando una
mayor cantidad de 5-HIAA. Esta propiedad del EGb 761 de aumentar selectivamente la
recaptura de 5-HT sin afectar a otras monoaminas ya se habia reportado con anterioridad en
estudios hechos en cultivos neuronales (Ramassamy et al., 1992a; Taylor et al., 1991;
Taylor, 1990).

En el hipocampo se observé un incremento no significativo en la cantidad de HVA en
el grupo tratado con EGb 761 indicando que posiblemente el extracto causa un aumento en
la recaptura de DA que estimula el metabolismo intraneuronal de esta monoamina causando
una mayor produccion de HVA como se observa en la figura 10. Por otro lado, en la figura 15
se observa que el recambio de 5-HT en esta region no tuvo diferencias significativas entre los
dos grupos experimentales debido a que no hubo diferencias en las cantidades de 5-HT y

5-HIAA entre los dos grupos.
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De forma analoga que en el hipocampo, el incremento en el recambio de DA en el
mesencéfalo del grupo tratado con EGb 761 (figura 17) puede explicarse de la misma
manera, ya que en la figura 12 también se observa un incremento en la cantidad de HVA.

Por otro lado, se sabe que la PNF es capaz de provocar la aparicion de estrés
oxidativo (Pedrenaez et al., 2006) y que este tipo de estrés puede ser en gran medida
responsable de la aparicion de depresion (Sarandol et al., 2007).

La SOD es una de las enzimas que se encargan prevenir la aparicion de estrés
oxidativo mediante la eliminacion del radical superoxido (Kumar et al., 2005). Se sabe que el
incremento en la cantidad de especies pro-oxidantes como OH'y H,O, que son generados
por la PNF puede causar un dafio a la enzima causando la pérdida de su funcionalidad
(Pedrenaez et al., 2006; Pigolet et al., 1990). En la figura 18 se observa un aumento
significativo en la actividad de la enzima SOD total en el hipocampo del grupo tratado con
EGb 761 y una disminucion de la actividad de esta enzima en la corteza frontal en el mismo
grupo, ambos cambios con respecto al grupo control. El aumento en la actividad de SOD
total en el hipocampo del grupo tratado con EGb 761 puede deberse a que el extracto evitd
un dafio estructural a la enzima debido al estrés oxidativo generado por la PNF. Esta
prevencion del dafio estructural se vio reflejada en el incremento en la actividad que se
observa en el hipocampo del grupo tratado con EGb 761 (figura 18).

Adicionalmente, se esperaba que al incrementarse la actividad de la enzima SOD total
en el hipocampo del grupo tratado con EGb 761 (figura 18), de manera conjunta se
presentara un incremento en la actividad de GPx para evitar la acumulacion de H,O,, la
especie que se origina como resultado de la actividad de la enzima SOD (figura 19) (Lucca et
al., 2009). Sin embargo, el incremento en la actividad de la SOD total en el hipocampo del
grupo tratado con EGb 761 no se acompafnd de un incremento de la actividad de GPx en
esta misma regién y en el mismo grupo, de manera que es posible que el extracto participara
anticipadamente en la eliminacion del H,O,, una actividad que se habia reportado
anteriormente para el EGb 761 (Oyama et al., 1996).

La disminucién de la actividad de SOD total en la corteza frontal del grupo tratado con
EGb 761 (figura 18) posiblemente sea una consecuencia de la alta concentracion de extracto
presente en esta region, a la que se le ha atribuido la capacidad de actuar como un potente
atrapador del anion superéxido (Oyama, et al., 1996; Pincemail et al., 1989) y es posible que
el extracto se haya encargado de eliminar el radical superoxido que pudiera haberse
generado como resultado de la PNF sin que fuera necesaria la activacion de la enzima.
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Por otro lado, se sabe que la principal defensa neuronal contra los efectos nocivos del
H,O, es la enzima GPx y sus elementos relacionados (Dringen, 2000). Un aumento en la
actividad de esta enzima indica una elevacion en la generacién de H,O, o de otros perdxidos
organicos como resultado de la PNF y que la enzima esta participando activamente en la
eliminacion de estas especies (Spasic et al., 1993).

El aumento en la actividad enzimética de GPx en la corteza frontal y en el hipotalamo
del grupo tratado con EGb 761 (figura 19) en comparacién con el grupo control puede
deberse a que el EGb 761 protegio la integridad de esta enzima ante el incremento del estrés
oxidativo generado por la PNF y que esta proteccion se reflejo en una actividad aumentada
en respuesta al estrés oxidativo generado por la prueba de manera analoga a lo que ocurri
en la actividad de la enzima SOD total del hipocampo del grupo tratado con EGb 761.

En el mesencéfalo, el cuerpo estriado y en el hipocampo debid haberse presentado un
incremento en la actividad de la enzima GPx en el grupo tratado con EGb 761, ya que en
estas regiones hubo un aumento en el recambio de monoaminas, un fenbmeno que causa
una elevaciéon en la generacion de H,O, debido a la actividad de la MAO (Pal y Dandiya,
1994).

Sin embargo, en las regiones antes mencionadas se observé un comportamiento
opuesto al esperado (figura 19) posiblemente debido a que el extracto anticipadamente se
encargo de eliminar el H,O, generado por la actividad de la MAO (Pal y Dandiya, 1994). El
estrés oxidativo generado por la prueba también pudo ser una fuente mas de H,O, que no
requirio de la activacion de la GPx debido a la presencia del EGb 761 y a su capacidad
antioxidante. La disminucién de la actividad de la enzima GPx en el cerebelo del grupo
tratado con EGb 761 pudo deberse a acontecimientos semejantes a los que se presentaron
en el mesencéfalo.

La figura 20 muestra que el Unico cambio en la actividad de la enzima GRed se
presentd en el hipocampo del grupo tratado con EGb 761. Esta disminucion de la actividad
enzimatica probablemente sea el reflejo de la ligera disminucion que se observa en la
actividad de la GPx del hipocampo del grupo tratado con EGb 761 (figura 19), ya que se sabe
gue la actividad de la GRed depende directamente de la produccion de glutation oxidado por
parte de la GPx y al no producirse el sustrato de la enzima GRed, resulta légico pensar que
esta es la razon por la cual enzima disminuyo su actividad en el grupo tratado con EGb 761.

Cabe mencionar que diversos reportes indican que algunos antioxidantes (entre ellos

los flavonoides) constituyen una fuente de estrés oxidativo como resultado de su
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metabolismo y que alteran la actividad de enzimas antioxidantes como la GPx disminuyendo
la cantidad de glutation disponible como sustrato para esta enzima (Galato et al., 2002; Sahu
y Gray, 1993). Se ha reportado que el EGb 761 no produce cambios en la actividad de las
enzimas antioxidantes analizadas, ya que en un reporte previo se demostré que la actividad
de las enzimas CuzZnSOD, MnSOD, GPx y GRed no es modificada por el extracto cuando se
administra durante 18 dias (Rojas et al., 2008).

Diversos reportes indican que las propiedades antioxidantes del EGb 761 no se deben
s6lo a sus componentes, sino que adicionalmente éstos favorecen la expresion de genes a
través de complejas interacciones y en algunos casos a través de las acciones de sus
componentes farmacoldgicamente activos (DeFeudis, 2002).

Algunos de los genes que aumentan su expresion por la accion del EGb 761 son los
gue codifican para la sintesis de enzimas antioxidantes como la MnSOD vy la
hemooxigenasa-1 entre otras enzimas (Gohil y Packer, 2002). En la tabla 1 se observa que
en la cantidad de MnSOD existe una tendencia en todas las regiones que apunta hacia un
aumento en la produccién de esta proteina.

Esta tendencia de aumento en la cantidad de MnSOD no se observa para CuZnSOD;
al respecto se sabe que estas dos enzimas son distintamente reguladas por el EGb 761 en
cultivos neuronales (Soulié et al., 2002) indicando que el EGb 761 preferentemente favorece
la expresiéon de MnSOD.

La peroxidacion de lipidos se genera por la aparicion de estrés oxidativo y se
evidencia mediante la cuantificacion de especies que se producen como resultado de su
efecto nocivo como el MDA. En la figura 21 se observa que en el cuerpo estriado del grupo
tratado con EGb 761 se presentd una disminucion significativa en la cantidad de MDA en
comparacion con el grupo control. En esta region se esperaba un incremento en la cantidad
de MDA debido al dramatico aumento en el recambio de 5-HT causado por el EGb 761 en
esta region. La disminucion en la cantidad de MDA puede deberse a que el extracto previno
la aparicién de peréxidos lipidicos al atrapar a las especies oxidantes involucradas en su
formacion.

Finalmente, la figura 7 muestra claramente que el EGb 761 ejerce un efecto
antidepresivo evaluado en la PNF. Sin embargo, este trabajo no fue disefiado para identificar
al componente responsable de este efecto.

La actividad antidepresiva observada en la prueba puede deberse a un solo

componente del extracto o puede ser el resultado de la accion de dos o0 mas componentes
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gue pueden actuar de diversas maneras. Al respecto se sabe que el relativamente bajo peso
molecular de los flavonoides y terpenoides presentes en el extracto facilita su paso a través
de la barrera hematoencefalica (DeFeudis y Drieu, 2000) y por lo tanto el efecto
antidepresivo del EGb 761 puede deberse a la accion de alguna de estas especies actuando
sola o en combinacion con otras.

Los hallazgos de este trabajo permiten evidenciar que las monoaminas de las regiones
cerebrales estudiadas tienen un comportamiento diferente ante el estrés provocado por la
PNF y responden de manera distinta a la combinacion de la prueba y la administracion de
EGb 761. Los resultados mostrados en las figuras 18, 19 y 20 muestran que el EGb 761 es
capaz de modificar la actividad de las enzimas bajo estudio, y en particular se observa que
los mayores cambios se presentan en la actividad de la enzima SOD y GPx.

Una regulacién de la actividad monoaminérgica regional (que se observd como una
inhibicion de la recaptura de monoaminas y una posible inhibicion de su metabolismo en
algunas regiones), la regulacién regional de la actividad de las enzimas antioxidantes
estudiadas, la regulacion de la produccion de enzimas antioxidantes como MnSOD vy la
prevencion regional de la peroxidacion de lipidos actuando en conjunto parecen ser las
propiedades del EGb 761 responsables del efecto antidepresivo observado en la PNF. El
mecanismo exacto mediante el cual el extracto ejerce su accion antidepresiva podria
sujetarse a una investigacion posterior.

La principal aportacion de este trabajo fue demostrar que el EGb 761 actia como
antidepresivo en un modelo animal de la depresion. Este hallazgo puede ser el primer paso
en el disefio de protocolos experimentales a realizarse en pacientes, ya que la seguridad del
extracto se ha comprobado extensamente durante mas de 25 afios, un periodo en el cual el

EGb 761 se ha utilizado extensamente en el tratamiento de diversas enfermedades.
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12. CONCLUSIONES

>

>

El EGb 761 administrado durante 17 dias tiene un efecto antidepresivo comparable al
producido por la imipramina en la prueba de nado forzado.

El efecto antidepresivo del EGb 761 es el resultado de una compleja interaccion entre
el efecto causado en los sistemas monoaminérgicos y la regulacién de las enzimas
antioxidantes en las regiones analizadas.

El EGb 761 es capaz de prevenir el incremento de especies reactivas al acido
tiobarbiturico en la prueba de nado forzado.

El EGb 761 constituye una alternativa a que puede aplicarse y probarse de manera

inmediata en pacientes que padecen depresion.
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