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1. Introduccion

La d epresion es un aen fermedad debilitante qu e s e ¢ aracteriza por
sentimientos de t risteza y culpa, anhedonia, falta de autoestima, trastornos del
suefo, trastornos del apetito, pérdida de peso, pérdida de la libido, sensacion de
cansancio, irritabilidad, falta de concentracion y en el peor de los casos conduce
al suicidio. Adicionalmente, de acuerdo a la Organizacion Mundial de | a Salud

(OMS), este trastorno psiquiatrico conlleva un alto impacto socio-econémico.

Desafortunadamente, el creciente impacto de la depresidon no es paralelo
a la mejora de su tratamiento. Existen varias clases de antidepresivos, como los
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRSs) o los inhibidores de
la recaptura d e nor adrenalina (ISRNAs) de us o recurrente en clinica como la
fluoxetina o la venlafaxina. Estos farmacos s uelen s er e ficaces; s in e mbargo,
presentan al gunos i nconvenientes; por ej emplo, su ef ectos olé s e presenta
después de varias semanas de haber comenzado el tratamiento y su respuesta

farmacoldgica presenta una heterogeneidad aproximadamente del 50%.
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Tomando en c uenta lo anterior se ha impulsado la busqueda de nuevas
moléculas bi oactivas tanto el ai slamiento de fuentes naturalesas icomol a
sintesis de nuevas moléculas. Bajo este enfoque se obtuvieron compuestos que
no s olo inhibian la r ecaptura d e | as monoaminas sino qu e t ambién ev itaban
generar ac tividades farmacoldgicas a dicionales. A si se obtuvieron los
antidepresivos ISRSs y mas tarde los ISRNAs que dieron paso a una nueva era
en el t ratamientod el a depr esiony de ot ras e nfermedades ps iquiatricas;
haciendo que los pacientes cumplan su régimen terapéutico con un aumento en

los efectos antidepresivos.

Sin e mbargo,a p esarde m ostrar unam ejoraen sudes empefio
farmacoldgico, el inicio de su accién terapéutica sigue siendo lento, ya que tarda
en ejercer s u efecto terapéutico después de 4 — 6 semanas. Una teoria p ara
explicar lentitud en la accién terapéutica supone que el inicio de la respuesta
antidepresivaes taes trechamenter elacionado a la sintesisde
neurotransmisores, p roteinas o ac cionest roficas ye stos efectose stan
relacionados a la complejidad para evocar cambios plasticos en ciertas areas del
cerebro. Por ejemplo, la neurogénesis en el hipocampo, la expresion de BDNF o

la remodelacién del circuito neuronal.

Por es ta razén existe | a nec esidad de desarrollar nu evos f armacos
antidepresivos que ejerzan su efecto terapéutico de manera mas expedita y que
sean mas selectivos y consiguientemente con menos efectos adversos y por o

tanto con una mejor eficacia.
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Considerando | o anterior esta t esis tiene c omo o bjetivo I a m odificacion
estructural de una cumarina con efecto sobre SNC, con el propdsito de mejorar

su actividad tipo antidepresiva en ratones mediante dos modelos de conducta.
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2. Antecedentes

2.1. Depresion

La depresidon es uno de | os trastornos ps iquiatricos mas comunes enla
sociedad moderna. A nivel mundial se ha calculado que entre el 3.3% y el 21.4%
de la poblacion padece algun tipo trastorno en el estado de a nimo, dentro de | os
cuales se destaca |a depresion [ 2. El alto costo de esta enfermedad en mayor

parte se debe a su gran incidencia en la poblacion general %31,

Este padecimiento es una en fermedad de bilitante que s e caracteriza por la
presencia de tristeza, pér dida de i nterés en | as c osas pl acenteras ( anhedonia),
sentimientos de culpa o i nutilidad, falta de autoestima, trastornos del suefioy del
apetito, lo que conduce a u na pérdida o g anancia de peso, disminucion del libido,
fatiga of alta de en ergia, irritabilidad, f alta de ¢ oncentracién y pens amientos

recurrentes de muerte que en el peor de los casos lleva al suicidio (Figura 1) &4,

Uno de los principales motivos por lo que los trastornos depresivos tienen un
impacto tan elevado, en la salud publica, es su alto grado de discapacidad que
generan. La el evada pr evalencia e i mpacto n egativo de | a de presion ha s ido
ampliamente documentada a ni vel nacional e i nternacional 71 pese al i mpacto
que tiene es te trastorno, un a gr an par te d e pacientes no r ecibe el t ratamiento
adecuado debido a una mala eleccién en el mismo, o bien, al mal diagndstico de

esta enfermedad.
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Este trastorno se caracteriza por ser un padecimiento recurrente que reduce
sustancialmente | ac alidad dev ida del asper sonasy que as u vez tiene
importantes c ostos e condmicos 'y s ociales. Aproximadamente el 50% del os
pacientes que padecen algun trastorno depresivo intentan suicidarse y solo un 15%
lo logran 6.7 Es por ello que la depresidn se encuentra entre los primeros lugares
de |l alista de en fermedades di scapacitantes y s e ha ¢ onvertido en un obj etivo

prioritario de atencion en todo el mundo 81,

Ideacion suicidia
Anhedonia

Faltade
concentracion Sentiminetos de
culpa

Depresion

Fatiga o poca Disminucion del
energia libido

Transtornos del
Irritabilidad suefio y del
apetito

Figura 1. Sintomas mas comunes que presentan los pacientes con depresion.
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Por otra parte, la contribucién genética para la manifestacién de los trastornos
depresivos ha sido estimada entre un 40-50%. La combinacion de multiples factores
genéticos pueden participar en el desarrollo de la depresidn; sin embargo, el defecto
enu ns olog en puede al terar la ex presion d eficiente d e p roteinas| o que

eventualmente conducira a la aparicion de los sintomas depresivos 1%,

Ademas, di versos f actores no g enéticos t ales c omo el es trés, el trauma
afectivo, infecciones virales o bacterianas, y anomalias en el desarrollo del sistema

nervioso contribuyen a la patogénesis de esta enfermedad ',

Por el lo es i ndispensable ¢ onocer c uales son | os signosy s intomas q ue
caracterizan a | a de presion par a as i di ferenciarla ent re | os di ferentes t rastornos
mentales que hay. Respecto a s u diagndstico, é ste se realiza mediante el uso de
cuestionarios b asados en el M anual D iagndstico y E stadistico d e | os Trastornos

Mentales (DSM-1V) de la American Psychiatric Association .

EI DSM-IV clasifica a | a depresion en dos categorias: a) E pisodio depresivo
mayor, el cual tiene una duracion menor a 2 semanas en el cual las personas deben
presentar minimo 5 sintomas, dentro de los cuales deben estar presentes un estado

de animo depresivo y/o anhedonia (Tabla 1).
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Tabla 1. Categorias del Episodio depresivo mayor y criterios para su diagnéstico

Sintoma Criterio basado en el DSM-IV
Animo depresivo Estado de animo deprimido casi todo el dia
_ Marcado disminucion del interés o placer en casi
Anhedonia . . . ]
cualquier actividad casi todo el dia
Alteraciones del suefio Insomnio o hipersomnia, casi todos los dias

_ ) Cambios considerables en el apetito casi todos los
Cambios de apetito y de ] o . .
dias o pérdida no intencionada de peso o aumento
peso
de peso mayor al 5% del peso corporal en un mes

Pérdida de energia Fatiga o perdida de la energia casi todos los dias

Aumento o descenso de la Agitacion o enlentecimiento psicomotriz casi todos
actividad psicomotora los dias
o . Disminucion de| ac apacidad de pens aro
Pérdida dela concentracion _ o _ )
concentrarse o indecision casi todos los dias
Sentimientos de culpa o de Sentimientos de i nutilidad o ex cesiva c ulpa c asi
inutilidad cada dia.

Ideacion suicida Pensamientos recurrentes de muerte o suicidio.

Tabla 1. Categorias del Episodio depresivo mayor y criterios para su diagndstico M,

b) T rastorno d epresivo m ayor que aligual que e n el episodio depr esivo
mayor las personas deben presentar los mismos sintomas; sin embargo, el trastorno
depresivo m ayor s e s ubdivide e nt res categorias t rastorno depresivo m enor,
trastorno depresivo mayor y distimia; las cuales se logran diferenciar por su duracién

y numero de los sintomas (Tabla 2).
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Tabla 2. Categorias del trastorno de depresiéon mayor y criterios para su diagnéstico

Categorias Criterio basado en el DSM-IV Duracion

25 sintomas depresivos, incluyendo un
) estado de animo depresivo o anhedonia, que
Trastorno depresivo ) o _
causan un deterioro significativo social, 22 semanas
mayor _
laboral o en otras areas importantes de

funcionamiento

2 a 4 sintomas depresivos, incluyendo un
) estado de animo depresivo o anhedonia, que
Trastorno depresivo ) o _
causan un deterioro significativo social, 22 semanas
menor
laboral o en otras areas importantes de

funcionamiento

3 6 4 sintomas distimicos, incluyendo un
estado de animo depresivo o anhedonia, que

Distimia causan un deterioro significativo social, =2 afnos
laboral o en otras areas importantes de

funcionamiento

Tabla 2. Categorias del trastorno depresivo mayor y criterios para su diagnéstico ™,

2.2. Neurobioquimica de la depresion

Diversos estudios han conducido a una variedad de hipoétesis para explicar la
base molecular de la depresion y los trastornos relacionados al estado del animo. La
hipétesis de | as monoaminas, e n conjuncion con |la eficacia de |os antidepresivos
dirigidos hac ia | os s istemas de m onoaminas, has idoel t emac entral del a

investigacion de la depresion. Si bien es aceptada ampliamente que el comienzo de
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la e ficacia antidepresiva puede i mplicar cambios ag udos en los s istemasd e
monoaminas. El interés de la investigacion actual esta dirigida hacia los mecanismos
moleculares que subyacen a los cambios p osteriores a largo plazo en el cerebro
después d el t ratamiento a ntidepresivo c rénico, al canzando c on el loun a vista
detallada de la fisiopatologia de |a depresidn y los trastornos relacionados al estado

de animo 1'# 14,

2.2.1. Hipétesis catecolaminérgica

Esta teoria menciona que en |la depresion hay una d eficiencia importante de
catecolaminas: nor adrenalina ( NA), dop amina ( DA) y adr enalina ( AD). T ambién
menciona entre otras c osas qu e el estado depresivo pue de estar asociadoa u n
déficitd el a ac tividad n oradrenérgicae n s itios ¢ erebralesi mportantes. Las
evidencias por las cuales se basa esta propuesta fueron farmacoldgicas e indirectas;
como es el caso de la reserpina, un antiguo agente antihipertensivo que bloquea las

reservas de catecolaminas produciendo sintomas depresivos en algunos pacientes.

Una de las tantas evidencias de esta hipotesis es que al medir los niveles de
NA en pacientes deprimidos; mostraron que sus niveles de esta catecolamina y sus
metabolitos como es el caso del [( 3-metoxi-4-hidroxi)fenil]etilenglicol (MHPG) en el
liquido c efalorraquideo ( LCR) er an m uy bajos en ¢ omparacion c on i ndividuos no

deprimidos % 1€,
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Por otro lado, al probar dos compuestos relacionados estructuralmente y que

fueron desarrollados con fines no psiquiatricos, |lamados iproniazida e i mipramina,

tuvieron efectos antidepresivos potentes en seres humanos ..

2.2.2. Hip6tesis monoaminérgica

La "hipotesis de la monoamina," sugiere una deficiencia o un desequilibrio en

los neurotransmisores monoaminas, como la serotonina (5-HT), la dopamina (DA) y

la noradrenalina (NA), como la causa de | a depresion. E sta teoria ha sido el tema

central d e | ai nvestigacién e n | a d epresién dur ante | os ultimos 50 afios. E sta

hipétesis inicio y se ha apoyado en el hecho de que los primeros antidepresivos

triciclicos (ATC) asi como los inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAQO) ,tienen

un efecto en comun: la mejora aguda de la funcién monoaminérgica " 181,

Tabla 3. Neurotransmisores que participan en la depresioén

Catecolaminas

HO™ Dopamina
du
OH
| H
H J Adrenalina
HO™ 7~
du
OH
NH,
Noradrenalina
HO
H
HO NH->
3\ Serotonina
N
H

SEUIWEOUO|
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Sin embargo, esta teoria ha s ufrido varios inconvenientes y no explica varios
hechos. En primer lugar, hay ciertas moléculas como la cocaina y las anfetaminas
que pueden aumentar | a ac tividad m onoaminérgica en el c erebro, perono s on
eficaces ¢ linicamente c omo antidepresivos. E ns egundo | ugar,not odos| os
pacientes con depresion responden igual al mismo antidepresivo. En tercer lugar y lo
mas importante, estos cambios en los niveles de monoaminas en |la sinapsis tardan
en efectuarse al cabo de horas después de la administracion de los antidepresivos;
sin em bargo, para al canzar | a r espuesta t erapéutica 6ptima s e requiere de un a
administraciéon continua de estos farmacos durante semanas para observar su efecto

terapéutico (1819,

Después de v arias d écadas de i nvestigacion s obre | os mecanismos que
participan en la depresién, se ha dado lugar de un gran numero de evidencias que
apoyan la idea del papel importante que juegan las monoaminas en la depresion.
Estas evidencias se han obtenido mediante el estudio de los efectos a largo plazo de
los antidepresivos sobre las monoaminas, su densidad de receptores, asi como en
las funciones tanto en modelos animales como en p acientes d eprimidos (como el

tejido cerebral post-mortem obtenido a partir de pacientes deprimidos) "> 4.

11
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Figura 2. La neurona monoaminérgica y el sitio de accién de los antidepresivos. Las monoaminas
son sintetizadas en la terminal nerviosa presinaptica; las cuales son almacenadas dentro de vesiculas
por el transportador monoamino vesicular y son liberadas por exocitosis dependiente de ca”.
Después des ul iberacién| as m onoaminas ac tuan s obre | osr eceptores pos tsinapticos o
presinapticos. La mayoria de los r eceptores m onoaminérgicos es tan ac oplados a pr oteinas G, los
cuales se activan al abrirse ciertos canales ibnicos o bien al activar o inactivar ciertas enzimas de la
membrana neuronal. La inactivacién de las monoaminas se realiza mediante su recaptura dentro de
la neurona presinaptica y/o de células glial utilizando un transportador es pecifico d ependiente de
Na'/CI". D espués de la recaptura de ntro d e |a terminal presinaptica las m onoaminas se vuelven a
almacenar dentro de vesiculas de almacenamiento mediante el transportador vesicular o se exponen
a la oxidacién de la Monoamino oxidasa (MAO). E| efecto que ej ercen | os antidepresivos sobre el
sistema monoaminérgico es: (1) la inhibicién de la MAO neuronal, (2) el bloqueo de los receptores
presinapticos como los a2 adrenérgicos y (3) la inhibiciéon de la recaptura de las monoaminas. Estos
tres mecanismos incrementan la concentracidon de monoaminas en la sinapsis. (Elhwuegi, 2004).

Las recientes modificaciones que ha s ufrido la hipétesis de | as monoaminas
han sugerido que el aumento agudo en los niveles de las monoaminas en la sinapsis
nerviosa, puede ser so6lo un primer paso en una c ascada potencialmente compleja

de ev entos, que en ultima i nstanciar esulta e n actividad a ntidepresiva. S e h a

12
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encontrado que este aumento agudo induce la desensibilizacion de la inhibicion de
los auto- y heteroreceptores ubicados en ciertas regiones del cerebro. Lo que se
traduciria en una m ayor actividad m onoaminérgica c entral qu e c oincide con | a
aparicion de | a respuesta t erapéutica. ( Figura 2). A ctualmente s e s abe q ue el
incremento ag udo e n | a c antidad de monoaminas s inapticas i nducidas p or | os
antidepresivos pr oducen ¢ ambios n europlasticos se cundarios, que a largo p lazo
implican cambios de transcripcion y traduccion que median la plasticidad molecular y

celular [11- 141

2.2.3. Hipétesis de la serotonina

Esta hipotesis postula que una disminucion en la actividad de la serotonina o
5- hidroxitriptamina ( 5-HT) pue de c onducir a | a de presién clinica o s er un factor
causal. Sin embargo, algunas investigaciones al respecto han argumentado que la
hipétesis de 5-HT ha sido mal utilizada por promover un modelo biolégico simplista
de la depresion. Por el contrario, en la actualidad hay evidencias sustanciales de que
los pacientes deprimidos sin ningun tipo d e tratamiento s ufren de un déficit en la
funcién de 5-HT en el cerebro; sin embargo, la relacién de estas anomalias hacia el

trastorno clinico no es clara 2% 211,

Algunas de | as ev idencias s on: un a di sminucion en | a disponibilidad d el
triptéfano c erebral, precursor m etabdlico de 5-HT, asi como de s u m etabolito e |
acido 5 -hidroxiindol a cético ( 5-HIAA) q ue se e ncuentra r educido e n el liquido

cefalorraquideo (LCR). G enerando u na menor frecuencia d e des carga enl as

13
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neuronas de 5-HT secundarias a la hipersensibilidad del autoreceptor, provocando el
aumento en la recaptura de la 5-HT que trae como resultado una disminucion en la
respuesta del receptor postsinaptico. Estos resultados han sido correlacionados con

la sintomatologia depresiva. Ademas de una disminucion en la recaptura de la 5-HT

plaquetaria en los pacientes con depresion % %2,

Figura 3. Auto- y heteroreceptores en la neurona serotoninérgica. Se conocen como autoreceptores
a aquellos receptores que se expresan en las terminales nerviosas junto con su neurotransmisor (ej.
5-HT4gp). Cuando los receptores presinapticos se expresan junto a un neurotransmisor diferente se le
conocen como heteroreceptores (ej. Adrenoreceptores a,). Cuando los receptores presinapticos se
expresan enelcuerpodela neuronao enlas dendritas, se les conocen c omo aut oreceptores
somatodendriticos ( ej. A utoreceptores 5 -HT;,). Laac tivacion de | osaut oreceptores
somatodendriticos a bre ¢ anales de potasio (K')en el dorsal enelrafeloqueconducea un a
hiperpolarizacién de la membrana inhibiendo la actividad neuronal; esto limita la disponibilidad de 5-
HT en las areas del prosencéfalo. Los receptores 5-HT,, postsinapticos estan acoplados a la proteina
G inhibitoria (Gi) la cual inhibe a la adenil ciclasa (AC) membranal; la cual conduce a una disminucién
en los niveles del segundo mensajero AMPc. La expresion de los autoreceptores 5-HTgp vy
adrenoreceptores a, acoplados a proteinas G inhibitorias (Gi) aumentan la conductancia de K*
produciendo u na hiperpolarizacion de | at erminal nerviosa oi nhiben| af ormacién de A MPc,
disminuyendo la ¢ oncentraciéon de C a’* intracelular el cuales requerido p arala exocitosis de |
neurotransmisor. E It ratamientoal argo plazoc ondi ferentes ant idepresivos gen eral a
desensibilizacién de es tos r eceptores i nhibiéndolos, t rae ¢ omo r esultado el incremento de la
disponibilidad de las monoaminas en ciertas areas del cerebro. (Elhwuegi, 2004).

14
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Sin em bargo, al igual que | as otras t eorias, es ta t eoria t ambién presenta
varios inconsistencias. Por ejemplo, no explica la reduccion de los niveles centrales
de 5 -HT que de f orma transitoria, sei nduce en p ersonas s anas, mediante la
administracion de u na m ezcla de a mino acidos e nd onde s e ha ex cluido el L-
triptéfano ( precursor de | as erotonina), | o c ual n oi nduce efectos de presivos.
Inclusive en p ersonas s anas que estan r ecibiendo an tidepresivos. Aun m as, en
pacientes deprimidos sin tratamiento a los que también se les reducen los niveles de
5-HT t ampoco presentan ex acerbacion d e su s intomatologia d epresiva. Por o tro
lado, pacientes deprimidos bajo tratamiento con ISRSs y que responden bien a ellos,
presentan una breve recaida cuando se suprimen sus niveles de 5-HT mediante |la

mezcla de amino acidos.

Estos hallazgos indican que la causa de la depresion esta lejos de seruna
simple deficiencia de monoaminas centrales, ya que no es una condicion suficiente

para que se presente la depresion 2% 22,

15
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2.3. Antidepresivos

Los antidepresivos se agrupan tomando en consideracion sus caracteristicas

quimicas y en funcién de su efecto sobre los sistemas neurotransmisores.

Figura 4. Sitio de accién de los antidepresivos. Los efectos que ejercen los antidepresivos sobre el
sistema monoaminérgico son: (1) la inhibicidon de la MAO neuronal, (2) el bloqueo de los receptores
presinapticos como a2 adrenérgicos y (3) la inhibicion de la recaptura de las monoaminas. Estos tres
mecanismos incrementan la concentracién de monoaminas en la sinapsis. (Elhwuegi, 2004).

Los antidepresivos triciclicos (ATC) reciben su nombre debido a su estructura
quimica, que incluye un sistema de tres anillos uno de ellos con una amina terciaria
con una ¢ adena | ateral que ¢ ontiene a midas s ecundarias. A Ilgunos de el los s on
amitriptilina, imipramina, nortriptilina y desipramina. Estos farmacos se caracterizan

por s er inhibidores del ar ecapturano s electivadel os neur otransmisores

noradrenalina y serotonina. Algunos son capaces de bloquear el ingreso de NA a las

16
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neuronas noradrenérgicas como la desimipramina. Otros son capaces de bloquear el
ingreso de 5-HT como |l a clomipramina y algunos como |a i mipramina que actua

preferentemente sobre la recaptura de NA (Figura 4).

Ademas de bloquear |a recaptura de | as monoaminas, los ATC exhiben una
alta afinidad para un gran numero de receptores de monoamina (as-adrenoceptores,
los receptores H1 de histamina, los receptores muscarinicos, etc.). Esta interaccion
de los antidepresivos triciclicos con esta gama de receptores trae como resultado la
expresion de e fectos adv ersos t ales ¢ omo pr oblemas de hi potensién pos tural,
problemas de m emoria/cognicion, v isidbn bor rosa, b oca s eca, es trefimiento,
disfuncion sexual, trastornos del sueino y del apetito. Obligando a muchos pacientes

a abandonar los tratamientos 23251,

Tabla 4. Antidepresivos Triciclicos (ATC)

&

| Imipramina
| Desipramina

()

Clomipramina
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Después de | os ATC s e di sefaron otros antidepresivos, | os i nhibidores
selectivos de | ar ecapturade s erotonina ( ISRSs). D entrod ees tegr upos e
encuentran | a fluoxetina, s ertralina, par oxetina, fluvoxamina, citalopramy el

racemato activo de citalopram S-citalopram o escitalopram.

Tabla 5. Antidepresivos Inhibidores Selectivos de
la Recaptura de Serotonina (ISRSs)

NH
0 .
\©\ Fluoxetina
H

N
: 2) o Paroxetina
N
X

Escitalopram

Todos estos farmacos tienen un mecanismo de ac cion parecido: bloquean la
recaptura de s erotonina, aumentan s u disponibilidad e n | a hendidura s inaptica;
disminuyen la recaptura de 5-HT (bajos niveles del catabolito de la 5-HT, el acido 5-
hidroxi i ndol ac ético, 5 -HIAA) y m odifican | a s ensibilidad de |os receptores 5-HT;

(regulacion hacia la neurona postsinaptica) y regulan los receptores 5-HT 1a.

18
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Por otra parte, se ha visto que el periodo de latencia que transcurre entre la
administracion de | os ant idepresivos ATCy | a m ejoria c linica, t iene u n | apso
alrededor de 4 a 6 semanas. Esta latencia de tiempo se debe a la activacion inicial
de los autoreceptores 5-HT15 de las neuronas serotoninérgicas presinapticas, cuya
funcion es i nhibitoria, at enuando | a | iberacion de s erotonina. D espués de varias
semanas estos autoreceptores se desensibilizan y permiten entonces el incremento

en la neurotransmision responsable de la mejoria clinica %)

Los antidepresivosi nhibidoresd el am onoamino oxidasa( IMAO),
histéricamente fueron los primeros antidepresivos. La i proniazida, que se sintetizé
como un antifimico, resulté ser un antidepresivo en los enfermos tuberculosos y con
el tiempo se observo que inhibia a la MAO de manera no selectiva y de esta forma
aumentaba el tiempo de actividad de las monoaminas (NA, DA, y 5-HT). Los IMAOs
se han v inculado a eventos des agradables que i ncluyen c risis hi pertensivas y
reacciones letales, principalmente cuando se combinan con los ISRSs. Algunos de
los e fectos s ecundarios c on es te t ipo d e farmacos s on i nsomnio, s omnolencia
diurna, hipotension ortostatica, anorgasmia, ganancia de peso, mioclonus y edemas

de miembros inferiores.

Existen dos isoformas de MAO en el SNC. La MAO A, que cataboliza a la NA,
5-HT, D A, tiraminay |aM AO B g ue metaboliza alaD Ay tiramina. A Igunos
inhibidores del a MAO B como | a s elegina ( Deprenil®) s on po co e ficaces en |la

depresion.

19
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Tabla 6. Antidepresivos Inhibidores de la Monoamina oxidasa

(IMAOs)
X N’N Iproniazida
l\l H
=

N #Z
m \/ Selegina
\/\/\|< Befloxatona

Sin embargo, los antidepresivos IMAOs son irreversibles, poco eficaces en los
episodios depresivos mayores, aun cuando son mas eficaces en las formas atipicas
de depresion. No son utiles en el manejo de depresiones psicéticas por lo cual se les

ha considerado en | a practica como medicamentos de 22 o hasta 32 eleccién 2%

27]

Existe otra familia de IMAOs, los cuales son reversibles y a los que se les ha
denominado IRMAOs (por sus siglas Inhibidores Reversibles de | a MAO). De esta
familia destacan tres farmacos: moclobemida, brofaromina y befloxatona. Estos tres
antidepresivos inducen m enos reacciones hi pertensivas; ad emas, da das s us
caracteristicas de reversibilidad, tienden a producir menos efectos secundarios que
los IMAO irreversibles. Adicionalmente los IRMAOs tienen mayor selectividad hacia

laM AOA . Enc uanto alper fld e modificacioness obre | os s istemas de
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neurotransmisores s e s abe q ue a fectan masaD A, ensegundolugara NAy

finalmente pocos efectos a 5-HT 24 26: 271,

Posteriormente, se sintetizaron los antidepresivos inhibidores selectivos de la
recapturad e N A ( ISRNAs). E | ej emplom asr epresentativo de es ta familia
corresponde al os farmacos conun ac adenal ateral g ue c ontiene a midas
secundarias y esto, al parecer, |es da |la caracteristica estructural para bloquear |la
recaptura de N A de m anera s electiva. A Ilgunos farmacos q ue p ertenecen a es te

grupo son nortriptalina, protriptilina maprotilina y la reboxetina 24

Tabla 7. Antidepresivos Inhibidores Selectivos de la Recaptura
de Noradrenalina (ISRNAs)

(2

O = 'IIH Protriptilina

H
N
~
‘ Maprotilina
H
-0 N
oL
O Reboxetina
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Dentro de | os a ntidepresivos de m as r eciente c reacion s e e ncuentran | os
inhibidores s electivos de | a r ecaptura de dopamina ( ISRDASs). E | bupr opidén esta
relacionado con las feniletilaminas, su potencia para bloquear la recaptura de DA es
moderada; sin embargo, se observan efectos adicionales como: agitacion, insomnio,
anorexia y ps icosis; ademas, puede c ausar hi pomania o mania en e nfermos

bipolares.

Tabla 8. Antidepresivos Inhibidores Selectivos de la
Recaptura de Dopamina (ISRDAs)

Cl NJ< Brupropion

Altropano

F

o _d
\N\/(%~ F
®
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De esta nueva era d e antidepresivos s e ha pos tulado el tratamiento de la
depresion combinado los efectos que tienen los antidepresivos entre si 0 junto con
agonistas selectivos o agonistas parciales a cada uno de los receptores involucrados

en el mecanismo de la depresion.

Después de la administracion repetida de los ISRSs, los receptores 5-HT 14 se
desensibilizan, | o c ual per mite alas n euronas de 5-HT r ecuperarse d el di sparo
neuronal lo que conlleva a un incremento de 5-HT extracelular a un nivel mayor que
el obs ervado des pués del tratamiento unico. E| bloqueo de es tos mecanismos de
retroalimentacion negativa con antagonistas al receptor 5-HTa y/o 5-HT4g potencia
el incremento en los niveles de 5-HT producido por los ISRS; lo cual podria acelerar

los efectos antidepresivos deseados 124 28],

Sin e mbargo, la aus encia de |a s electividad de antagonistas al receptor 5-
HT1a puede ser una estrategia que se podria redimir usando antagonistas parciales
al receptor B-adrenérgico/5-HT 4, como el pindolol. Teéricamente, el pindolol a dosis
sub-efectivas pued e acelerar | a r espuesta ant idepresivay aum entar | a actividad

antidepresiva inhibiendo la retroalimentacion negativa 22!,

Por ot ra par te, ot rode | os s istemas d e neur otransmision qu e t ambién

28, 291 \/3rios

muestran anormalidades dur ante | a de presién es el gl utamato
farmacos alternativos s e han c entrado s obre | os r eceptores de glutamato; e n
especial s obre el receptor N -metil-D-aspartato ( NMDA). S inem bargo, el

antagonismo directo de receptores de NMDA produce efectos adversos graves; por

lo tanto, la busqueda de n uevos an tidepresivos s e ha ¢ entrado en a quellos que
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actuan en sitios moduladores de este receptor, tales como el sitio de la glicina. Estos
agentes p ueden ej ercersu ac cidbn at ravés de una modulacion de | a ac tividad
glutamatérgica, como es el caso de la memantina, un bloqueador no competitivo al
receptor N MDA qu e ej erce un efecto a dicional s obre | a neuroplasticidad d el

hipocampo B%

Tabla 9. Moduladores en el tratamiento de la depresiéon
NH,
Memantina
OH
H
Y Pindolol
HN_/

Actualmente se estan evaluando el posible uso de moduladores de | os receptores
NMDA. U no de el los es | a M emantina, u n bl oqueador del r eceptor N MDA no

competitivo. Su posible eficacia terapéutica podria estar relacionada con el aumento
en | a ex presion del factor neur otrofico derivado del c erebro (BDNF), ademasde

aumentar la transmisién serotoninérgica B%.

Otro receptor de reciente interés es el receptor AMPA; ya que su modulacion

positiva ayuda en las terapias antidepresivas 12,
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2.4. Modelos animales para el estudio de la depresién

Los modelos animales pue den d efinirse como | a fase experimental que se
desarrolla en una especie, con el propdsito de estudiar los fendmenos que ocurren
en otra especie distinta. En el caso de | os modelos animales de las enfermedades
humanas se busca des arrollar s indromes en | osa nimalesque s imulenl| a
fisiopatologia humana. De estos estudios se ha logrado obtener informacion acerca
de las acciones de los antidepresivos en di versas estructuras cerebrales desde el
punto de v ista neur oquimico, el ectrofisolégico y ¢ onductual, | 0 que h a per mitido
proponer nuevas hipotesis que tratan de explicar los procesos neurofarmacolégicos
que s ubyacen al as ac ciones t erapéuticas de | os antidepresivos. A unque | os
modelos por definicion no s on el estado real, pueden tener un valor heuristico y

predictivo.

Con el fin de estudiar la depresidon se han propuesto criterios para validar los
modelos a nimales b asandose e nl as s imilitudes existentes entre el m odelo

experimental y el fenomeno clinico observado; el modelo debe:

() S err azonablemente a nalogoal aen fermedadhu manaens u

sintomatologia (validez aparente).

(il) L os cambios c onductuales qu e s e pr oduzcan deb en ser m onitoreados

objetivamente.
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(iii) Los cambios conductuales que se provoquen deben ser reversibles por las
mismas m odalidades del t ratamiento q ue s on e ficaces en| os s eres humanos

(validez predictiva)

(iv) Los m odelos d eben s er r eproducibles entre | os diferentes gr upos d e

investigacion.

Por otra parte, como se ha mencionado an teriormente, la d epresion es un
trastorno multifactorial del cual se desconocen diversos efectos de su fisiopatologia.
A pesar de varios estudios no se ha logrado comprender en su totalidad las acciones
de | os farmacos u tilizados. E ste hecho ha pr opiciado el d esarrollo d e modelos
animales qu e per miten es tudiar | as ac ciones d e | os farmacos ant idepresivos

encaminados a entender su mecanismo de accion.

En investigacion basica, el uso de modelos animales que son predictivos de la
accion ant idepresiva, s e han utilizado am pliamente para d esarrollar nuevos
compuestos t erapéuticos y par al a c omprension de | os s ustratos ne urales q ue

subyacen al comportamiento depresivo.

Tomando en cuenta que la exposicion al estrés o acontecimientos traumaticos
tienen un fuerte impacto en la manifestacion de la depresion, lo que sugiere, que en
pacientes deprimidos, existe un deterioro de la respuesta adecuada a las estrategias
de afrontamiento. Como resultado, la mayoria de los modelos animales para estudiar
la depresion se basan en |a exposicion a diversos tipos de estrés agudo o cronico.
Estos paradigmas s on capaces de g enerar c onstantemente c ambios de ¢ onducta

parecidos al oss intomasd el a depresion; g ue pueden s err evertidos por el
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tratamiento con antidepresivos. Uno de | os modelos mas utilizado para evaluar la

depresion y la conducta tipo-antidepresivo es la prueba de nado forzado.

En el presente estudio se utilizaron dos modelos de depresién: el modelo de
nado forzado (NF) y el modelo de suspension en cola (SC). Ambos modelos fueron
seleccionados debidoaq ues on sensiblesy s electivospar a farmacos
antidepresivos, ademas se construyeron a partir de b ases teoricas que subyacen a
la depresion (situaciones estresantes), son econdmicos y no son metodolégicamente

complicados [*3 34,

2.4.1. Modelo de Nado Forzado

Entre| os modelos ¢ onductuales par aev aluarl as acciones del os
antidepresivos destaca el modelo de nado forzado propuesto por Porsolt en 1977.
Esunodelos modelos m as utilizados ya que ha de mostrado su u tilidad para
detectar u n amplio e spectro de nu evas sustancias ¢ on e ficacia a ntidepresiva.

Adicionalmente es un modelo de facil instalacion y altamente reproducible #3-%),

Esta prueba esta basada en observar la conducta de | os roedores cuando
son o bligados an adarenun c ilindro con agua . | nicialmente hacen es fuerzos
vigorosos (nadar) para tratar de escapar; sin embargo, posteriormente desarrollan
una conducta de i nmovilidad (movimientos minimos necesarios para mantenerse a
flote). En este modelo, la inmovilidad es interpretada como una conducta pasiva o de
desesperanza que t oman | os roedores para hacer frente al estimulo estresante o

como un bajo estado de animo del individuo.
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En lo general se acepta que la inmovilidad incrementada reproduce uno de los
sintomas principales de la depresion clinica, es decir, |a falta d e motivaciéon p ara
confrontar u na s ituacion a premiante, | 0 q ue r efleja el abatimiento del estadode
animo. Sin embargo, los animales tratados con antidepresivos clinicamente efectivos
reducen en gran medida el tiempo de inmovilidad, sugiriendo asi un incremento de la
“motivacion” del ani mal par a bus car un a s olucién a | a situacion de apr emio qu e

representa el nado forzado.

Diversos estudios han sefialado que este efecto es mediado por la interaccidon
conl oss istemasd e ne urotransmision deN A, D A,5 -HT y G ABA. Es tas
consideraciones ha n colocado a | a pruebad e n ado forzadoc omou no del os
modelos mas utilizados en el estudio de posibles farmacos antidepresivos y de | os
receptores neur onales i nvolucrados en| as ac ciones farmacoldgicas de es tas

sustancias B4 3%,

Asi mismo, se ha sugerido que la disminucion de la inmovilidad provocada por
los ant idepresivos po drias erel r esultadodeun decremento del a ac tividad
locomotriz general del roedor. Sin embargo, la actividad ambulatoria de los animales
se i ncrementa s 6lo con s ustancias q ue son es timulantesd el S NC c omo | as
anfetaminas, peron oc onl os farmacos ant idepresivos. E n ¢ ontraparte, | os
depresores del S NC di sminuyen| a ac tividad am bulatoriae i ncrementan| a
inmovilidad durante la prueba de nado forzado. Por lo anterior, se considera un buen
antidepresivo aquel que disminuye la conducta de inmovilidad en la prueba de nado

forzado, sin modificar la actividad ambulatoria del sujeto experimental 134381,
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2.4.2. Modelo de Suspension en Cola

Al igual que el modelo de nado forzado, el modelo de suspensién en cola (SC)
se basa en la observacion de los roedores, después de hacer movimientos iniciales
orientados al escape, desarrollan una postura inmovilidad cuando se colocan en una
situacion de estrés inevitable Bl En el caso de la pruebade SC la situacion de
estrés implica la tension hemodinamica al ser colgado de una manera incontrolable
por su cola B8 Si se da el tratamiento antidepresivo antes de la prueba, los sujetos

mantienen una conducta activa dirigida al escape por periodos largos de tiempo 9.

En este paradigma, la inmovilidad es debida a | a incapacidad o renuencia a
mantener el esfuerzo. Presentandose una hipo-actividad generalizada, evidenciada
por el hecho de que los animales pueden adoptar esta postura de forma rapida la
cual es c ontrarrestada o s uprimida p or los ant idepresivos B®. La c onductad e
inmovilidad p uede s er anal oga al as observaciones c linicas c on | os pacientes
deprimidos que a menudo carecen de la fuerza sostenida para mantener un esfuerzo

lo que se refleja en un deterioro psicomotor pronunciado 4%
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2.5. Género Casimiroa

El género Casimiroa (Rutaceae) fue establecido en 1 825, por |os botanicos
mexicanos Pablod el alLl avey J uan M artinez Lex arza,. D icho g énero, esta
conformado por diez especies (Tabla 10); las cuales son originarias de México y

Centroamérica “11.

Rutaceae

Spathelioideae Rutoideae Dictylomatoideae Flindersioideae Toddaioideae Aurantioideae Rhabdodendroideae

|_ Fagara | Dictyoloma Chioroxylon Balfourodendron ‘ Aegle

Casimiroa

Figura 5. Familia Rutaceae y subfamilias; ubicacién del género Casimiroa.

El género Casimiroa esta constituido por arboles de corteza morena-grisacea
salpicada de | enticelas, que ¢ recen e n c limas c alidos; pos een hoj as al ternas,
pecioladas, di gitadas, foliadas (de 3 -5 foliolos); s us h ojuelas pue dens er
lanceoladas, subelipticas, ovales u obovadas, con peciolos cortos o largos, glabras,

con nervaduras en el envés. Flores pequefias, blanco-verdosas y unisexuales y sus
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frutos sondrupasde 2a12c¢ mde di ametro, con s emillas (de 1-5), con testa

apergaminada y reticulada.

Tabla 10. Especies del género Casimiroa

1.

© ® N o g Ddh =

C.

OO0 0000000

tetrameria Millps.

. pringlei (Wats.) Engl.
. watsoni Engler

. edulis Llave et lex.

pubescens Ramirez

sapota Oerst f. typical

. emarginata St. et Steyerm
. microcarpa Lundell
. calderoniae Chiang & Medrano

. greggii (Watson) Chiang

De es te g énero C. p ubescens, C. pringlei, C. microcarpa, C. greggii, C.

watsonii, C. tetrameria, C. emarginata y C. calderoniae, s e encuentran en forma

silvestre y solo C. edulis y C. sapota, por sus frutos comestibles, son | as unicas

especies que se cultivan ¥ 42,

Por otra parte, se h a de mostrado q ue | as es pecies del g énero Casimiroa

tienen efectos s obre el S NC 331 Entre ellas, s e enc uentra Casimiroa edulis,

conocida popularmente como “zapote blanco” o “zapote dormilén”; de la cual se han

utilizado sus hojas, su corteza y especialmente sus frutos y semillas como remedios

sedantes, antihipertensivos y como inductores del suefio 46481,
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Debidoas uvalorcomercialy al as propiedades m edicinales ques ele
atribuyen a C. edulis, es |a especie del géneroal aque s ele han realizado una

mayor cantidad de estudios fltoquimicos y farmacolégicos.

Figura 6. Casimiroa edulis; imagen del “Zapote blanco” tomada de Internet

Nuestro grupo de trabajo ha conducido de forma sistematica estudios sobre la
composicién q uimica y e valuacion farmacoldgica de v arias es pecies del g énero
Casimiroa. Nuestros hallazgos han confirmado que los metabolitos secundarios del

tipo de cumarinas y flavonoides son los quimio marcadores de éste género P14,

La pr esencia de | as c umarinas: felopterina, i sopimpinelina, h eraclenol y
heraclenina en casi todas las especies de este género indica una similitud quimica

inter-especies 94,
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Figura 7. Metabolitos Secundarios aislados de algunas especies del género Casimiroa.
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2.5.1. Casimiroa pubescens

Con el obj etivo de obtener sustancias, a par tir de es pecies del gé nero
Casimiroa, con efectos sobre el SNC, decidimos estudiar la Casimiroa pubescens

conocida como “zapote d e rata” o “zapote cimarrén”. E sta es pecie se usaen la

medicina tradicional Mexicana como tranquilizante. Sin embargo, a diferencia de C.

edulis , para la C. pubescens la informacién quimica y farmacolégica es escasa "I,

La clasificacion botanica de C. pubescens es la siguiente:

v" Reino: Plantae

v Filo: Magnoliophyta
v' Clase: Magnoliopsida
v" Orden: Rutales

v Familia: Rutaceae
v' Género: Casimiroa

v' Especie: Casimiroa pubescens. An. Inst. Med. N. II. 19. 1896.
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C. pubescens es un arbol de 2-3 m de altura inerme y ramoso, con las ramas
casi er guidas y rugosas; hoj as alternas, gruesas y c oriaceas, compuestasde 3
foliolos ov ales u ov ado-oblongos de bor de enteroy pubes centes ¢ on pec iolos
cortos también pubescentes. C on flores aglomeradas y globosas de ¢ olor blanco
verdoso y pubes centes. C on drupas p ubescentes compuestas por 5 s emillas con
testa apergaminada y reticulada. E sta es pecie es endé mica de México; su mayor

distribucién se encuentra entre los estados de Hidalgo y Querétaro 142,

Figura 8. Casimiroa pubescens. “Zapote de rata” imagen tomada en julio 2012.

35



Antecedentes |36

2.5.2. Antecedentes farmacoloégicos y quimicos de Casimiroa pubescens

Como parte de nuestro estudio sistematico de Casimiroa pubescens hemos
determinado que el e xtracto de h exano de |a corteza de raices (HCP) ejerce un
efecto t ipo an tidepresivo enr atones en| os modelos de nado f orzado ( NF) y
suspension en cola (SC) sin afectar su conducta ambulatoria evaluada en el modelo

de campo abierto (CA).

En una primera etapa, en la prueba de NF, HCP fue administrado en ratones
en forma aguda a las dosis de 7.5, 15, 30, 60, 90 y 120 mg/kg (v.0.). Los resultados
mostraron que el extracto HCP no fue capaz de reducir el tiempo de inmovilidad en
el modelo de na do forzado ( NF) al i gual que fluoxetina ( FLX) un antidepresivo
inhibidor selectivo de |a recaptura de serotonina (ISRSs) evaluado a las dosis de 5,
10 y 15 mg/kg. En contraste, imipramina (IMI) y desipramina (DIM) dos antidepresivo
triciclico (ATC) a las dosis de 12.5,25 y 32 mg/Kg; y3.12,6.25,12.5y 25 mg/kg
respectivamente; produjeron cada uno un e fecto tipo antidepresivo dependiente de
la dosis al disminuir en un 93.5% y 84.8% respectivamente el tiempo de inmovilidad

respecto al grupo control (Figura 9).
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Figura 9. Efecto de la administraciéon oral aguda (A) vy triple (B) HCP en NF (Inmovilidad (seg));
IMI: I mipramina, F LX: F luoxetina, D IM: D esipramina, H CP: Extracto de H exano de ¢ orteza de raiz
Casimiroa pubescens. T odos | os resultados estan expresados en base asumediat EEMconuna
N=16. [(*) P<0.05; (**) P <0.01; (***) P <0.001] ( Resultados tomados de U baldo-Suarezetal., 2013).
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Tomando en ¢ uental o ant erior, se procedid a evaluar los ef ectost ipo
antidepresivos del H CPen N F baj ounes quema de ad ministracion t riple. Los
resultados bajo este régimen de tratamiento mostraron que este extracto HCP produjo
un efecto tipo a ntidepresivo en N F que el inducido por la ad ministracién de uni ca
dosis. El mayor efecto se mostré a la dosis de 30 mg/kg disminuyendo el tiempo de
inmovilidad en un 5 9.8%. E ste efecto en la reduccion del tiempo de i nmovilidad fue

similar al producido por la FLX con un 55.5% a una dosis de 10 mg/kg (Figura 9).

90

80

70
60 4

50 A

40

Inmovilidad (seq)

30

EEES

20 4

10

T T T T T T T T T T T T T T T
C 12.5 25 32 c 5 10 15 C 7.5 15 30 60 20 120

IMI FLX HCP

Tratamiento (mg/kg)

Figura 10. Efecto de la administracion oral aguda de HCP en SC (Inmovilidad (seg)); IMI:
Imipramina, FLX: Fluoxetina, HCP: Extracto de Hexano de corteza de raiz Casimiroa pubescens. Todos
los resultados estan expresados en base a su media £ EEM con una N=16. [(*) P<0.05; (**) P<0.01;
(***) P<0.001] (Resultados tomados de Ubaldo-Suarez et al., 2013.
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Por otro lado, al evaluar la actividad tipo antidepresiva de HCP en la prueba de
suspension de cola (SC), utilizando una administracion aguda, se observé que a la
dosis de 30 mg/kg disminuye el tiempo de inmovilidad en un 49.8% respecto al grupo
control. Este resultado contrasta con el obtenido en el modelo de NF donde esta dosis
fue inactiva, lo que significa que en SC es un modelo mas sensible que el NF. (Figura
10).

El HCP no modifica la actividad locomotriz en la administracién aguda ni en la
triple, a las dosis que presento el efecto tipo antidepresivo. Estos hallazgos muestran

un efecto especifico del extracto de HCP en los modelos de conducta

Tabla 11

Actividad (numero de Actividad (numero de

cuentas/ 5 min) cuentas/ 5 min) Mediax

Tratamiento (mg/kg)

Mediatz EEM EEM
Administracion Aguda Administracion Triple
Control 7475 £4.79 79.75£4.19
HCP 7.5 72.00+£6.76 88.12+1.14
HCP 15 71.87 £6.65 87.25+1.35
HCP 30 76.50 £ 11.3 89.50 + 1.28
HCP 60 75.62 +4.06 88.37 +1.77
HCP 90 81.62 £5.19 87.87 £ 1.14
HCP 120 70.50 + 4.66 90.50 £ 0.77

Fe, 55 =0.323, p =0.922 Fe, 55 =3.063, p =0.013

Tabla 11. Efecto de la administracién aguda y triple del extracto de HCP de C. pubescens y los
antidepresivos usados en el modelo de Campo abierto Todos los resultados estan expresados en base
a su media £ EEM con una N=8. (Resultados tomados de Ubaldo-Suarez et al., 2013
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El estudio fitoquimico de este extracto activo permitid el aislamiento de la 3-
(17,1 -dimetilalil)-herniarina, u na d e | as c umarinas mayoritarias presentes en es te

extracto P,

Figura 11. Estructura de la 3-(1"1"-dimetilalil)-herniarina.

Nuestros estudios han de mostrado que la administracién aguda v.o. de la 3-
(1,1"-dimetilalil)-herniarina induce efectos tipo antidepresivos en la prueba SC. 3839
Aladosis de 6 0 mg/kg; esta cumarina disminuye el tiempo d e inmovilidad en u n
39.3% (Figura 12). Aun mas, bajo un esquema de administracion triple la actividad de
HER mejord significativamente al reducir el tiempo de inmovilidad en NF a la dosis de

30 mg/kg en un 44.5% el tiempo de inmovilidad (Figura 12), sin modificar la conducta

ambulatoria de los ratones evaluada en CA (Tabla 11).

40



Inmovilidad (seg)

Inmovilidad (seg)

110

100

90

80

70

60

50

40

30

20

Antecedentes |41

90 7
80 - k%
70 Z/ZE /
. ¥ N -
607 \ \ \Q s
A *k% /
\ \-.‘ \\ \ %‘:/ .
50 1 \ \
\ \ \
| £E% \\I \ \\ .t"
40 \ \ '\ ‘-’.‘
\ EkE | wxn ﬁ
- \ % *\ Ek o
30 \ .
\ AN *\
'\ \‘\ EE N L HEE
20 1 \ ¥
\
| |
i \\ e
10 | e a
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
C 125 25 32 C 31262512525 C 5 10 15 C 75 15 30 60 90 120
IM DIM FLX HER
Tratamiento (mg/kg)
aE o
1 ¥
- f.-
."'II ."‘i‘*
- ’_’_g \' Fa
Y ] A 4 ! i
- \ A \ ;
\ ‘\‘. /
E \ \ f’:
\ ‘ T i
\ T
'-I . LL L] Exk
1 \I". o (" \
| N\ )
T T T T T T T T T T T T T T
125 25 32 cC 5 10 13 c 7.9 15 30 &0 Q0 120

FLX HER

Tratamiento (mg/kg)

Figura 12. Efecto de la administracién oral triple (A) y administracion aguda (B) de la 3-(1'1 -dimetilalil)-
herniarina aislada de Casimiroa pubescens en NF (A) y SC (B) (Tiempo de inmovilidad (seg)); IMI:
Imipramina, FLX: Fluoxetina, DIM: Desipramina, HER: 3-(1"1’-dimetilalil)-herniarina. Todos los
resultados estan expresados en base a su media + EEM con una N=16. [(*) P<0.05; (**) P<0.01; (***)
P<0.001] (Resultados tomados de Ubaldo-Suarez D. Tesis doctoral., 2013).
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Tabla 12
Actividad (numero de cuentas/ 5 Actividad (nimero de cuentas/ 5
Tratamiento (mg/kg) min) Mediax EEM min) Mediat EEM
Administraciéon Aguda Administracion Triple
Control 74.75+4.79 7475+ 4.79
HER 7.5 69.50 +7.18 75.12+4.83
HER 15 75.50 + 5.86 73.75 + 3.61
HER 30 72.00 £+ 4.45 72.00+6.76
HER 60 76.62 + 3.19 71.87 £ 6.65
HER 90 77.63+2.84 75.62 £ 4.06
HER 120 76.12 + 3.82 70.75 £ 5.81
Fe, 55 =0.354, p =0.904 Fs 55 =0.124, p =0.993

Tabla 12. Efecto de la administracion oral aguda y triple de la 3-(1°,1 -dimetilalil)-herniarina aislada
de Casimiroa pubescens en el modelo de Campo abierto Todos los resultados estan expresados
en base a su media £ EEM con una N=8. (Resultados tomados de Ubaldo-Suarez , 2013).

Tomando en ¢ uenta la ac tividad ant idepresiva de la 3 -(1°,1"-dimetilalil)-
herniarina (1) y con el fin de establecer los grupos esenciales para su actividad
antidepresiva s e decidio ev aluar | a actividad a ntidepresiva de | a 3-(1’,1’-dimetil-
propil)-herniarina (2) obt enida c omo pr oducto de | a hi drogenacion de H ER as i
como el derivado DMHN el cual por sus excelentes efectos antidepresivos esta en
proceso de patente y por lo tanto no se discutiran ni su estructura ni su proceso de

obtencion, solamente se discutiran sus propiedades antidepresivas.
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3. Justificacion

La depresion es uno de los trastornos psiquiatricos mas comunes a ni vel
mundial. S e ¢ aracteriza c omou nb ajo estado d el ani mo, a nhedonia, c on
manifestaciones a fectivas, i deaticas, ¢ onductuales, ¢ ognitivas, v egetativas y
motoras con s erias repercusiones en el Sistema N ervioso C entral (SNC). P ara
contrarrestar es tas al teraciones se han disefiado una ga ma d e f armacos de
eficacia clinica para el tratamiento de la depresion; sin embargo, esta eficacia se
ve | imitada p or el tiempo qu et arda e n a parecer el efecto a ntidepresivo, s u
respuesta farmacoldgica presenta una heterogeneidad aproximadamente del 50%;
lo cual conlleva a que los pacientes no obtengan una remision completa y sumado

a esto los efectos adversos que producen.

Por otra parte, e nla bus queda d e nuev os farmacos a ntidepresivos c on
menos efectos adversos y con una mayor eficacia, nuestro grupo ha estudiado de
forma sistematica la composicién quimica y la actividad tipo antidepresiva de | os
extractos de r aices de hexano de Casimiroa pubescens (HCP) en ratones. L os
resultados mostraron que este extracto induce un e fecto tipo an tidepresivo en
ratones en los modelos de conducta, nado forzado (NF)y suspension en cola
(SC) sin afectar su conducta ambulatoria evaluada en el modelo de campo abierto
(CA). El estudio fitoquimico de este extracto permitio el aislamiento de la 3-(1°,1"-
dimetilalil)-herniarina (1), una de las cumarinas mayoritarias presentes en HCP la
cual también presentd actividad tipo antidepresiva en | os modelos de de presion

antes mencionados.
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Considerando lo anterior se realizé un estudio con el fin de determinar los
grupos funcionales necesarios de 1 para la actividad antidepresiva asi como tener
derivados q ue eventualmente ejerzan s u e fecto an tidepresivo m as r apido, q ue
sean mas selectivos, con menos efectos adversos y una mejor eficacia para esto
se decidio evaluar la actividad antidepresiva de la 3-(1’,1’-dimetilpropil)-herniarina
(2) obtenida como producto d e | a hidrogenacion de HER asi como el derivado
DMHN el c ual por s us ex celentes e fectos ant idepresivos es ta en pr ocesod e
patente y por lo tanto no se discutiran ni su estructura ni su proceso de obtencidn,

solamente se discutiran sus propiedades antidepresivas.

4. Hipoétesis

Se conoce la actividad antidepresiva de la 3-(17,1 -dimetilalil)-herniarina (1) por
lo tanto es factible suponer que la variacion estructural de esta cumarina mediante
reacciones quimicass e obt engan derivadosc ondi ferentes ac tividades

antidepresivas.
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5. Objetivos

5.1.

Objetivo general

Sintetizar y evaluar la actividad tipo antidepresiva de los derivados 3-

(17,1 -dimetilpropil)-herniarina (2) y DMHN obtenidos a partir de la 3-(1",1"-

dimetilallil)-herniarina (1) aislada de Casimiroa pubescens.

5.1.1. Objetivos particulares

Obtener extractos de hexano a partir de corteza de raiz de Casimiroa

pubescens.

Aislar a la 3 -(1",1"-dimetilalil)-herniarina (1) a partir de extractos de

hexano.
Obtener los derivados -(1°,1 -dimetilpropil)-herniarina (2) y DMHN
Evaluar la actividad tipo antidepresiva de 2 y DMHN

Evaluar la actividad locomotriz de los derivados 2 y DMHN
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6. Diseno experimental

Casimiroa pubescens

)
Colecta de Casimiroa
pubescens

1. Limpiar y descortezar

2. Macerar con hexano
3. Filtrar y concentrar el

Corteza de raices de Casimiroa
pubescens molidas y secas

4.TLC .l .
5. ldentificacion de la extracto a presion reducida
cumarina )

Extracto de hexano

6. Separacion de
MS por C. C. A.

)
L 3-(1"1"-dimetilalil)-herniarina

a\x ~ n )
Productos de
0~ 07 OMe

reaccion

)
Andlisis
Estadistico

7 TLC
Fracciones 8. Similitud
9. Purificacion
* PF
* |IR
- EM
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* CLAR
AY
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Suspension en Cola
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\
+ Ratones Swiss-Webster
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+ Estadistica descriptiva
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* Prueba de Bonferroni

)

Discusion de resultados

+ Administracion triple

Conclusiones

Figura 13. Disefio experimental.
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7. Materiales y métodos

Los puntos de fusidon se determinaron a partir de 1 mg de muestra utilizando
un equipo Fischer-Jones®, los valores para cada compuesto no estan corregidos
y se reportaron en grados Celsius (°C).

Loses pectrosen el i nfrarrojos eobt uvieron mediante deun
espectrofotometro Nicolet Magna IR 750, en solucion utilizando 3 mg de muestra.
Las absorbancias se representan en cm™.

Los es pectros de RMN 'H s e obtuvieron a 500 MHz y a 1 26 MHz para
RMN ™C, a través de es pectrometros a naliticos Varian U NITY-300, B ucker
Avance-300, SUO Varian UNITY Plus-500 utilizando como disolvente cloroformo
deuterado ( CDCI3). S e es tablecidé ¢ omo r eferencia i nterna al tetrametilsilano
(TMS). Los desplazamientos quimicos (3) se expresan en partes por millén (ppm).
Las s efales obs ervadas s e representan como: s = singulete, d = doblete, t =
triplete, c = c uarteto, m = m ultiplete; | as ¢ onstantes de ac oplamiento (J) s e
muestran en Hertz (Hz). Por cada producto se emplearon 15 mg para su analisis.

Los espectros de masas se determinaron mediante un espectrofotometro de
masas JOEL JMS-AX505HA; mediante impacto electronico a 70 eV, utilizando 5
mg de muestra. Los resultados s e representaron como larelacion de la masa
sobre la carga (m/z).

Lap urezad ec ada uno del os productos ai slados y pur ificados s e
determind a t ravés d e un ¢ romatrografo U V-Visible S himadzu, U 160; ¢ on una

columna Z orbax E clipse P lus C 18, con un detector de U V au na A=254 nm,
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utilizando una fase movil de MeOH/agua inicial 10:90, 20 min después 100:0; a un

flujo de 0.2 mL/min.

7.1. Material vegetal

Las raices de Casimiroa pubescens se colectaron en | os alrededores de
Cardonal, Ixmiquilpan, Hidalgo en agosto de 2012. Los ejemplares de herbario se
depositaron en el Herbario de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional

Auténoma de México con numero de registro 84833 (FCME).

7.2. Obtencion del extracto de hexano de la corteza de raices de C.

pubescens (HCP)

Las raices colectadas de C. pubescens se limpiaron y descortezaron por
completo. La corteza resultante se secd a temperatura ambiente y se molié hasta

obtener la consistencia de un polvo fino.

El pol vor esultantes em acerédur antet resdi as ¢ onhex ano.
Posteriormente el ex tracto r esultante se filtré al v acio utilizando papel filtro # 2
(Whatman®). La s olucién obt enida s e c oncentré a un at emperaturade 5 0°C
utilizando un rota-evaporador. Finalmente el extracto se pesé, se identificé (HCP)

y se almacend en un frasco.
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7.3. Aislamiento de la 3-(1",1"-dimetilalil)-herniarina (1)
Se realizé un analisis cualitativo del HCP por cromatografia en capa fina
(TLC) en donde se observo la presencia de la 3-(1°,1"-dimetilalil)-herniarina (1)
utilizando como referencia una muestra autentica de esta cumarina *'l.

La separacion de | os componentes del HCP se realiz6 utilizando una columna
abierta de vidrio empacada con Silice MN-Kiesegel G (MACHEREY-NAGEL®) en
una proporcion 1:3 con respecto al peso del extracto. Inicialmente una solucion de
AcOEt de HCP se mezclé con 12 g de Silice y se evaporo hasta tener un solido
homogéneo el cual se coloco en la parte superior de | a columna cromatografica
previamente empacada con silice.

La elucion d e | a columna s e i nicié ¢ on h exano a umentando | a pol aridad c on
mezclas ¢ on acetato de etilo ( AcOEt), hastal legar al 10 0 % de AcOEt,
posteriormente se aumentd la polaridad gradualmente con mezclas con metanol
(MeOH), hasta terminar con 100 % de éste ultimo disolvente.

Se colectaron fracciones de 50 mL, las cuales se concentraron a presion reducida
a una temperatura >50°C. Las fracciones concentradas se colocaron en viales de
vidrio; | as c uales f ueron anal izadas mediante TLCy aquel las fracciones q ue
mostraban un perfil cromatografico similar a 1 fueron reunidas.

La purificacion de 1 se logré por cristalizaciones s ucesivas; utilizando A cOEt y

hexano.
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7.4. Obtencion de 3-(1°,1 -dimetilpropil)-herniarina (2)

En un matraz para hidrogenacion se disolvieron 100 mg de 1 en 100 mL de
AcOEt; a la solucidén se le adicionaron 50 mg de PtO..

La m ezcla s e c oloco en at mosfera de hi drogeno ( Hz) por 3 hor as en
agitacion c onstante. Posteriormente |a solucién se filtré at ravés de c elitay se
concentrod a presién reducida a una temperatura de 50°C.

La purificacion del producto de hidrogenacion se realizé por cristalizaciones

sucesivas utilizando AcOEt y Hexano.

7.5. Evaluacién farmacolégica
La evaluacion de la actividad tipo antidepresiva de los derivados 2 y DMHN
se realizé en el Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Muiiz”, en el
Laboratorio de F  itofarmacologia del a D ireccionde| nvestigaciones en

Neurociencias.

7.6. Animales
Se utilizaron ratones machos de la cepa Swiss Webster de 6 a 8 semanas
de edady de 25 -30 gramos de pes o, | os cuales fueron proporcionados por el
Bioterio del | nstituto N acional de P siquiatria R amon de | a F uente M uiiz. L os
ratones s e di vidieron en gr uposd e 8, con | ibre ac ceso alaguay al imento,
manteniendo un ciclo de luz/oscuridad invertido de 12 h/12 h a una temperatura
entre 20-22°C. Previo a cada prueba los animales fueron habituados en el cuarto

de experimentacion durante una semana para disminuir su estrés.
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El uso y cuidado de los animales se llevé a cabo siguiendo los lineamientos
establecidos e n1 a N OM-062-Z00 ( 1999)y al os es tablecidos por | a G uia
Internacionalde U soy Cuidadod el os Animales de Laboratorioy conl a
aprobacion del Comité de E tica del Instituto Nacional de P siquiatria Ramén de la
Fuente Muhiz. T odos los ex perimentos fueron video-grabados p ara s u p osterior

analisis.

7.7. Farmacos y sustancias utilizados

Fluoxetina ( Clorhidrato de F luoxetina, S igma-Aldrich M éxico ® ) (FLX) e
Imipramina ( Clorhidrato d e | mipramina Sigma-Aldrich M éxico® ) (IMIl) se
disolvieron en un a solucion i sotonicade NaCl al 0.9% (SS) mas |a adicionde
Tween 80 (Sigma-Aldrich México ® ). Ambos antidepresivos se administraron via
intraperitoneal (i.p.),

La cumarina 1 asi como sus dos derivados se di solvieron en s olucion
salina mas Tween 80 (Sigma-Aldrich México ®) y se administraron via oral con

ayuda de una canula de acero.

7.8. Modelo de Nado Forzado (NF).
El equipo consta de un cilindro de 14 cm de diametro y 21 cm de altura con
15 cmde agua (aprox. 2.2 L d e agua) a una temperatura de 24 + 1°C. Esta
prueba ¢ onsisted edos et apas| apr imeradeel las esuna sesionde

entrenamiento, en la cual el ratdn se introduce al cilindro por 15 min; en donde el
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roedor “aprende” que no hay posibilidad de escapary entonces sélo realiza | os
movimientos minimos necesarios para mantenerse a flote (inmovilidad).

Una vez terminada la prueba, el animal es retirado del cilindro, se seca con
una franela y se deposita en una caja con una fuente de calor hasta que recupera
su temperatura normal. En la segunda parte del experimento, 24 h des pués del
entrenamiento, el animal es sometido a | a prueba durante 5 miny se registra el
tiempo de inmovilidad, utilizando sdlo el tiempo de inmovilidad registrado durante

los primeros 3 min para el analisis estadistico (Figura 14).

Entrenamiento Prueba
15 min 5 min

Figura 14. Modelo de Nado Forzado (NF) La prueba consta de 2 sesiones la primera denominada
sesion de entrenamiento (15 min) y la segunda llamada sesion de prueba. Una disminucién en el
tiempo de inmovilidad respecto al control se considera que la molécula en cuestion tiene actividad
tipo antidepresiva.

En este modelo u na di sminucién d el tiempo d e i nmovilidad r especto al

grupo control es considerado como un a ac tividad tipo antidepresiva. T odos | os
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experimentos f ueron v ideo-grabados par a realizar un an alisis pos terioras u

conducta.

7.9. Modelo de Suspension en Cola (SC).

El equipo consta de una varilla de 1m de largo por 2 cm de espesor, la cual
se coloca auna alturade 35 cm de la superficie de trabajo. En esta prueba el
roedor es administrado con el compuesto o el farmaco una hora o 30 min antes del
experimento, posteriormente el raton es s ujetado del extremo de la cola mas
alejado del cuerpo con cinta adhesiva al a v arilla, en don de é ste asume una
conducta ac tiva di rigida ha cia el es cape por | apsos det iempo, des arrollando
durante es te tiempo una c onducta de i nmovilidad. Al término de | a prueba el
animal es retirado de la varilla y depositado en una caja de plastico. Esta prueba
tiene una duracion de 6 min registrando solo el tiempo de los ultimos 4 min para el

analisis estadistico.

Figura 15. Modelo de Suspensién en Cola (SC) La prueba tiene una duracién de 6 m in; una
disminucién en e |tiempo de i nmovilidad r especto a | c ontrol s e c onsidera qu e | a m olécula en
cuestion tiene actividad tipo antidepresiva.
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Tabla 13. Administracion aguday triple de la 3-(1’,1’-dimetil-propil)-herniarina (2), El producto en proceso de
patente (DMHN), Imipramina, (IMI), Fluoxetina (FLX) y Grupo control (C).El esquema de administracion de
1, 2, DMHN vy los farmacos antidepresivos se realizéselartiendo de los trabajos previos de Ubaldo Suarez D.
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7.10. Modelo de Campo Abierto (CA)

Este modelo evalua la actividad locomotriz de los roedores, el cual consiste
de una caja de acrilico de 53 X 43 cm y 21cm de altura, dividido en 6 cuadrantes
del mismo tamano; donde el roedor se coloca en el centro de la caja y durante 5
min se cuentan los cuadrantes que el roedor los atraviesa.

El aumento o disminucion en el numero de transiciones de un cuadrante a
otro con respecto a un grupo control es considerado como una alteracion en la

actividad locomotriz 61,

Figura 16: Modelo de Campo Abierto (CA). La prueba tiene una duraciéon de 5 min. Una
disminucién e n el nim ero de t ransiciones de un cuadrante a ot ro con respecto al control se
considera que la molécula en cuestion tiene actividad tipo antidepresiva.
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7.11. Analisis Estadistico
Los resultados se analizaron utilizando una ANOVA de una via en rangos;

seguida de una prueba post hoc de Bonferroni (*p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001).

El anal isis es tadistico de ¢ ada una de | as pruebas s e realizé utilizando el
programa es tadistico IBM SPSS (version 21). Las graficas por otro lado fueron

trazados utilizando el programa SigmaPlot (version 12.0 Jandel Scientific).

56



Resultados |57

8. Resultados
8.1. Resultados quimicos

A partirde 29 39.4 g de c orteza deraiz de C. pubesces se obt uvieron
26.4960 g de extracto de hexano (HCP). La comparacion de este extracto con una
muestra aut enticad e la 3-(1',1"-dimetilalil)-herniarina ( 1) por un anal isis
cromatografico en placa fina (TLC) dem ostré | a presencia d e e sta cumarinaen
HCP.

De | as f racciones el uidas c on hexano-AcOEt 9:1 de | a c romatografia e n
columna de HCP, se aislaron 7458.9 mg de un s élido blanquecino cristalino. Asi
mismo, de | as a guas m adres r esultantes s e ai slaron 1614.7 m g del m ismo
producto. Este sélido fue purificado por medio de cristalizaciones sucesivas para
obtener 9073.6 mg de cristales con un p.f. de 119-120°C y una pureza del 99.33%.
La identidad de este sélido como la 3-(1°,1"-dimetilalil)-herniarina (1) (C1sH1603; 244
g/mol) sel ogré m ediante el an alisisdes wusdat os  espectroscépicosy

espectrométricos.

EM (IE, 70 eV ) [m/z]: 244 [M*], 229 (M* - CH3), 217 (M*- CH=CH}), 201 (M*-CH.-
CH,-CH;), 180 (M*- 64), 156 (M*- 88), 139 (M*- 105), 111 (M*- 133), 75 (M*- 169),

29 (M*- 215).

IR (CHCI; /sol.) vmax: 3084 (=CHy), 3054 (ar), 2998 (=CH-), 2974 (CH3), 2916
(=CHy), 2875 (CHs), 2839 (OCHj3), 1695 (a-pirona), 1612 (=CH2), 1501 (a-pirona),

1458 (CH3), 1360 (CH3), 1246, 1220, 965 y 943 cm ™.
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"H-RMN (300 MHz, CDCl3): 5 (ppm) 7.54 (H-4) (s, 1H), 7.36 (H-5) (d, J = 8.5 Hz,
1H), 6.83 (H-6) (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.81 (H-8) (s, 1H), 6.27 — 6.05 (H-2’) (m, 1H),
5.13 (H-3’a) (s, 1H), 5.09 (H-3'b) (dd, J = 6.5, 1.0 Hz, 1H), 3.88 (OCH3) (s, 3H),

1.50 (CHa) (s, 6H).

3C-RMN (126 MHz, CDCl3): & (ppm) 163.31 (C-7), 161.73 (C-2), 156.78 (C-10),
146.85 (C-2’), 139.00 (C-4), 133.85 (C-3), 130.75 (C-6), 113.24 (C-9), 112.82 (C-6),

111.96 (C-3), 101.09 (C-8), 56.04 (OCH3), 37.16 (C-1°), 30.75 — 30.36 (2-CHs).

Figura 17. Estructura de la 3-(1°,1"-dimetilalil)-herniarina (1).
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8.1.1. Modificaciones estructurales

Después del aislamiento e i dentificacion d e 1 se procedié ar ealizar | as
modificaciones estructurales pertinentes. Mediante dos procesos de semi-sintesis.
Se obtuvieron dos derivados de esta cumarina. El primero de ellos fue un producto
que hasta el momento s e e ncuentra en proceso de p atente c on nu mero IQU |
542/12 (DMHN), que es uns 6lido a marillo c laro con un p. f.=134- 135°Cy el
segundo producto a diferencia de su antecesor es un sdlido beige con un p.f.= 86-
87°C c on un a pur eza del 98. 78% c orrespondiente al a 3 -(17,1 -dimetilpropil)-

herniarina (2) (C1sH1503; 246 g/mol); cuyo rendimiento fue del 80%.

Figura 18. Estructura de la 3-(1°,1 -dimetilpropil)-herniarina (2).

Sus datos espectroscépicos y espectrométricos son los siguientes:
EM (IE, 70 eV) [m/z]: 246 [M*], 244 (M" - Hp), 229 (M* - 17), 217 (M*- CH2-CH3), 201

(M*- 45), 189 (M*- 57), 173 (M*- 73), 155 (M*- 91), 115 (M*- 131).

IR (CHCI; /sol.) vmax: 3547 (ar), 3085 (ar), 3037, 3018, 3002 (CH3), 2966, (CH,),
2934 (CHj), 2874 (OCHs), 2842 (CH,), 17 11(a-pirona), 1616(a-pirona), 15 08(o-

pirona), 1463 (CHs), 1360 (CHs), 1246, 1220 (CH3-C-CH3), 965 y 943 cm ™.
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"H-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 7.44 (H-4) (s, 1H), 7.34 (H-5) (d, J = 8.5 Hz,
1H), 6.82 (H-6) (dd, J = 8.5,2.4 Hz, 1H),6.79 (H-8) (d,J = 2.4 Hz, 1H), 3.86
(OCH3) (s, 3H), 1.87 (H-2’) (q, J = 7.5 Hz, 2H), 1.32 (2-CH3) (s, 6H), 0.72 (H-3") (t,

J = 7.5 Hz, 3H).

3C-RMN (126 MHz, CDCls): 5 (ppm) 161.84 (C-7), 160. 10 (C-2), 154.90 (C-10),
138.20 (C-4), 131.98 (C-3), 128.38 (C-5), 113.05 (C-9), 112.18 (C-6), 99.97 (C-8),

55.69 (C-2’), 38.26 (C-1°), 32.05 (OCH3), 26.66 (2:CH3), 9.31 (C-3").

DEPT-90 (126 MHz, CDCl3): & (ppm) 138.20 (CH-4), 128.38 (CH-5), 112.18 (CH-6),

99.97 (CH-8).

DEPT-135 (126 MHz, CDCl3): 5 (ppm) 138.21 (CH-4), 128.39 (CH-5), 112.19 (CH-

6), 99.97 (CH-8), 55.69 (OCH3), 32.06 (CH2-2"), 26.67 (2-CH3), 9.32 (CH3-3").

HMBC, HSQC: C-3—H-2’, H-4, 2-CH3; C-4—H-5, H-4; C-5—H-4; C-6—H-8, H-6; C-
7— OCHjs H-5; C-8—H-7; C-10— H-4, H-5; C1’—H-2’, H-3’, H-4, 2:CHj3; C-2’—H-

3’, 2:CHas.

Figura 19. Interacciones C—H, HMBC de 2.
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8.2. Resultados farmacolégicos
8.2.1. Modelo de Nado Forzado (NF)

El efecto de la triple administracion de (2) (2; 3omgikg = 78.55 + 0.9; F4 79 =
286.08, p<0.001) no redujo el tiempo de inmovilidad (seg.); ya que al compararlo
contra el grupo control (C) (C=73.77 £ 2.91; F4 79 = 286.08, p<0.001), no se
observo diferencia significativa como se observa en | a figura 20. Sin embargo,
DMHN (DMHN; 30mgig = 21.49 £ 3.24; F4 79 = 286.08, p<0.001) bajo el mismo
esquema de ad ministracion redujo en un 70. 86% eltiempo d e in movilidad
similar al de FLX (FLX;1smgkg = 19.85 + 0.37; F4 79 = 286.08, p<0.001) la cual

redujo el tiempo de inmovilidad en un 73.08%.

Sin embargo, esta reduccion fue menos potente que la ejercida por IMI
(IMI; 32mgig =3.92 + 0.54; F4 79 = 286.08, p<0.001) la cual redujo en un 94.68% el
tiempo de inmovilidad (seg.) respecto al grupo control C (Figura 20). Asi mismo,
al comparar el efecto de la triple administracion de 1 (1. somgkg = 34.97 £ 1.01;)
respecto a sus dos derivados se observd (Figura21) que DMHN (DMHN;
3omgkg = 21.49+ 3.24; F , 47= 212.6, p<0.001) redujo aun mas el tiempo de
inmovilidad en un 38.52%; mientras que 2 (2; 3omgkg =78.55 + 0.99; F3 47= 212.6,

p<0.001) aumento el tiempo de inmovilidad en un 124.63% respectoa 1.
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Figura 20. (A) Efecto de | atriple adm inistracionde2 y M PHN,al adosisde 30 mg/Kgy |os
antidepresivos IMI y FLX contra el grupo control (C) sobre el tiempo de inmovilidad en NF. El tiempo de
inmovilidad s e analiz6 m ediante una ANOVA de unavia (One-way ANOVA) s eguida de prueba de
Bonferroni. Los datos s on r epresentados e n barras + EEM *** p<0.001 con una n=16. (B) % de
Reduccion de 2, DMHN vy los antidepresivos IMI y FLX en base al grupo control C.
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Figura 21. (A) Efecto de la triple administraciondela 2 yDMHN, ala dosis de 30 m g/Kg contra 1
sobre el tiempo de i nmovilidad en NF. El tiempo de inmovilidad se analiz6 mediante una ANOVA de
una via (One-way ANOVA) seguida de prueba de Bonferroni. Los datos son representados en barras +
EEM *** p<0.001 con una n=16. (B) % de Reduccién de 2, DMHN en base a 1.
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8.2.2. Modelo de Suspensién en Cola (SC)

Como se muestra en la Figura 22 la administracion aguda de 2 (2; 3omgkg=91.42
1+ 4.11; F439= 136.01, p<0.001) no muestra una reduccién en el tiempo de inmovilidad
(seg.); ya que al compararlo contra C (C= 59.62 + 2.96; F439 = 136.01, p<0.001), se
observa que aumenta significativamente el tiempo de inmovilidad en un 53.30%. Sin
embargo, la ad ministracion de  DMHN (DMHN; 30mgkg=36.60 £ 2 .61; F 439 =136.01,
p<0.001) redujo significativamente el tiempo de inmovilidad en un 38.61%; sin
embargo, esta reduccién resulto menos potente que la inducida por los antidepresivos
IMI (IMI; 32mgig=5.20 +0.78; F 439 = 136.01, p<0.001) en un 91.27% y FLX enun

70.90% (FLX; 15mgikg=17.34 + 2.80; F439=136.01, p<0.001) respecto a C.

Por otra parte se observo que 2 (2; 3omgkg=91.42 + 4.41; F523=76.02, p<0.001) e
DMHN (DMHN; 30mgxg=36.60+ 2.61; F 5,3 =76.02, p<0.001) ejercen e fectos
significativamente di ferentes r especto a 1 (1; 3omgkg=78.24 + 2.44; F 503 =76. 02,
p<0.001) (Figura 23). De los cuales solamente DMHN mostr6é un aumento del 53.21%
en la reduccion sobre tiempo de inmovilidad; por el contrario 2 produjo un a umento

sobreel t iempodei nmovilidad en un 16. 85% r especto a 1.
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Figura 22. (A) Efecto de | a triple administracion de 2 yDMHN, aladosisde 30 mg/Kg y los
antidepresivos IMI y FLX vs el grupo control (C) sobre el tiempo de inmovilidad en SC. El tiempo de
inmovilidad se analizé6 mediante una ANOVA de una via (One-way ANOVA) seguida de prueba de
Bonferroni. Los datos son representados en barras por sus medias + EEM *** p<0.001 con una
n=16. (B) % de Reduccion de 2, DMHN vy los antidepresivos IMI y FLX en base al grupo control C.
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Figura 23. (A) Efecto de la triple administracién de 2 y DMHN, a la dosis de 30 mg/Kg vs 1 sobre el
tiempo de inmovilidad en SC. El tiempo de inmovilidad se analizé mediante una ANOVA de una via
(One-way ANOVA) s eguida de pr ueba de Bonferroni. Los datos son representados en b arras +
EEM * p<0.5; *** p<0.001 con una n=16. (B) % de Reduccién de 2, DMHN en base a 1.
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8.2.3. Evaluacion de | a actividad | ocomotrizen el Modelo de C ampo

Abierto (CA)

Como se muestra en la Tabla 14 la administracion aguda y triple de | as
moléculas administradas, en su mayoria no afect6 la actividad ambulatoria de los
animales experimentales. S olamente | a a dministracion de 2 afecta | a a ctividad
locomotriz de los animales experimentales presentando una diferencia significativa

respecto a C.

Actividad (nimero de Actividad (nimero de
cuentas/ 5 min) cuentas/ 5 min) Mediax
Tratamiento (mg/kg)
Mediat EEM EEM

Administracion Aguda Administracion Triple
Control 74.75 £4.79 78.50 £ 4.49
2 32.50+£4.70 45.50 + 5.01
DMHN 66.25 + 8.85 78.00 £ 4.08
IMI 75.62 + 4.06 78.50 £ 2.05
FLX 83.50 £ 3.21 77.50 £2.98

F4, 30 =13.26; p <0.001 F4, 30 =14.25; p< 0.001

Tabla 14. Efecto de la administracion aguda y triple de 2, DMHN vy los antidepresivos IMl y FLX
usados en el modelo de Campo abierto. Todos los resultados estan expresados en base a su
media + EEM con una N=8.
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9. Discusion de Resultados

La depresion es un trastorno que afecta a una gran parte de la poblacién; ya
que debido a s u elevada prevalencia e i mpacto negativo, esta enfermedad se ubica
entre | as pr imeras c ausas de i ncapacidad en el mundo . Esta enfermedad s e
manifiesta conductual y fisiologicamente con sintomas heterogéneos y multifactoriales
con un alto impacto socio-econémico B9, D esafortunadamente, la creciente tasa de
morbilidad d e la d epresion no es similar a |a mejoria de s us tratamientos. P orque
aunque existenv arias ¢ lases d e a ntidepresivos e ficaces que di sminuyen| a
sintomatologia de es ta en fermedad; es tos f armacos presentan una v ariedad de
efectos a dicionales c omo hipotensidn postural, problemas de m emoria/cognicion,
vision borrosa, boca seca, estrefiimiento, disfuncion sexual, trastornos del suefio y del
apetito debido ala e tiologia d e s us mecanismos de ac cion; obligando a m uchos
pacientes a abandonar | os t ratamientos; | o c ual derivaen qu el os p acientes n o
obtengan una remisién completa de esta enfermedad "I,

Porlo cual se han aislado y sintetizado n uevas moléculas que tengan un a
mayor eficacia siendo mas selectivos y que generen menos efectos adversos; como
es el caso de la 3-(1’,1’-dimetilalil)-herniarina (1) aislada de Casimiroa pubescens la
cual ha demostrado ser una molécula con propiedades tipo antidepresivas evaluadas

en dos modelos de conducta.

Con la finalidad de m ejorar las propiedades farmacoldégicas de una molécula
lider, la modificacién estructural de éste tipo de c ompuestos es una alternativa para

crear mejores antidepresivos.
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Como se menciond previamente, en el presente estudio, a partir de la 3-(1°,1’-
dimetilalil)-herniarina (1) se obtuvieron dos nuevas moléculas; de |as cuales, DMHN

al estar en proceso de patente no se pueden revelar datos acerca de su estructura.

Por otro lado, |a hidrogenacidén catalitica de 1 produjo la 3-(1’,1’-dimetilpropil)-
herniarina (2) con un rendimiento del 80 %. La estructura de 2 se dedujo mediante el

analisis de sus datos espectroscépicos y espectrométricos.

La ev aluacion de | a ac tividad t ipo ant idepresiva s e r ealizé mediante | os
paradigmas de Nado Forzado (NF)y Suspension en Cola (SC). Ambos modelos se
han utilizado par a d etectar un a mplio es pectro de nu evas s ustancias c on e ficacia

antidepresiva.

En nuestra evaluacién el modelo de Nado Forzado, es una modificacién del
descrito p or P orsolt en 1 977. | nicialmente, en| o que s ed enominal a fase de
“‘entrenamiento”, los roedores son sometidos a una situacion de estrés obligandolos a
nadar. En ésta fase los animales “aprenden” que no pueden escapar y solo realizan
los m ovimientos nec esarios par a mantenerse a flote a doptando un a c onducta de
inmovilidad la cual es interpretada como una conducta de desesperanza o como un
bajo estado de animo. La administracion de un farmaco o compuesto que reduzca el
tiempo de i nmovilidad s e considerara antidepresivo; ya que aba tiria la conducta de

inmovilidad que los ratones previamente adquirieron.
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Figura 24. Mecanismo de formaciéon de la 3-(1°,1" -dimetilpropil)-herniarina. (1) Interaccién entre la
superficie del éxido de platino (PtO,) y el hidrégeno molecular (H), (2) Adicién de 1 e interaccién de la
doble ligadura de este con el catalizador, (3) Interacciéon un primer hidrogeno sobre el carbono menos
sustituido por la apertura del doble enlace, (4) Adicion del primer hidrégeno sobre 1 y la interaccién
entre el par de electrones resultante de la apertura de la doble ligadura sobre un segundo hidrégeno,
(5) Adicion del segundo hidrégeno sobre 1 y formacién de la 3-(1’,1’ dimetilpropil)-herniarina 2.
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Al evaluar el efecto tipo antidepresivo de los productos de la modificacion de 1
bajo el paradigma de nado forzado se observé que los animales tratados con DMHN a
la dosis de 30 m g/kg, presentaron un e fectot ipo antidepresivo, al di sminuir
significativamente el tiempo de i nmovilidad en un 70.86% respecto al grupo control
(Figura 20). Por el contrario, los animales tratados con 2 bajo el mismo esquema de
administracién y dosis, mostraron que es ta molécula no ej ercié un efecto sobre los
roedores. Al contrario de DMHN la administracion de 2 indujo a los ratones a adoptar
la misma conducta de inmovilidad que la observada por el grupo control. Al comparar
los ef ectos d e a mbas m oléculas con aq uellos pr oducidos por dos ant idepresivos
utilizados comunmente en clinica, se observd que solo DMHN bajo el mismo esquema
de ad ministracién ejercié un efecto similar al inducido por la flouxetina (FLX) ala
dosis de 15 m g/kg. Este hallazgo indica que probablemente DMHN actte de forma
similar par ticipando m ayoritariamente en | a i nhibicién s electiva de | arecapturade
alguna de | as m onoaminas. Asimismo al c omparar el e fecto de DMHN contra el
ejercido por imipramina (IMI) se observé que aunque ambos ejercen un efecto tipo

antidepresivo, sus efectos no son similares.

Por otro lado, al comparar | os efectos que tuvieron 2 y D MHN con aq uellos
ejercidos por 1, se observéd que DMHN m ejor6 el efecto tipo antidepresivo enun
38.52%; mientras que 2 por el contrario disminuyo el efecto en un 124.63%; por lo que

la hidrogenacion de 1 no mejoré el efecto tipo antidepresivo (Figura 21).

Por otro lado, en el modelo de suspension en cola los ratones fueron sometidos
al igual que en NF a una situacion de estrés, sin embargo la naturaleza de este estrés

es diferente. En este modelo el animal se somete a un estrés que implica la tensién
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hemodinamica de ser colgado por la cola P®; o cual genera que el animal intente
escapar al realizar di ferentes movimientos dirigidos a | iberar su cola; d espués de
hacer los movimientos orientados al escape desarrollan una pos tura inmovilidad @7)
Sin embargo en este paradigma como se mencioné anteriormente, la inmovilidad es
debida a la incapacidad de mantener el esfuerzo en lugar de una diminuciéon en la
actividad gen eralizada . La ¢ onducta de i nmovilidad obs ervada en es te modelo
puede ser analoga a las observaciones clinicas en | os p acientes deprimidos que a
menudo ¢ arecen de fuerza p ara m antenerun es fuerzoloqueserefleaenu n

deterioro psicomotor pronunciado M.

Los resultados de la administracién de 2 en el modelo de SC indicaron que este
compuesto incremento la conducta depresiva de los animales de prueba al aumentar

el tiempo de inmovilidad en 53 % con respecto al grupo control.

Por el contrario, DMHN disminuy6 en un 38.61% el tiempo de inmovilidad de
los r oedores r especto al gr upo c ontrol. E ste r esultado au nado al obt enido e n el

modelo de NF indica claramente que DPHN es una agente antidepresivo.

Por otra parte, con el fin de descartar otros efectos que estuvieran ligados a la
disminucion sobre el tiempo de i nmovilidad o que afecten la actividad locomotriz, se
procedi6 a realizar la prueba de campo abierto (CA). En este modelo el animal sigue
su instinto de ex plorar un nuevo lugar y si esta conducta es modificada bajo algun
tratamiento, la diferencia respecto al grupo control se adoptaria como un efecto sobre
la ac tividad | ocomotrizde | osr atonesp orl oque el e fectosobreel tiempode
inmovilidad no seria tipo antidepresivo. Al evaluar tanto a | os antidepresivos como a

los productos de reaccion, se observé que solo 2 modificaba la conducta ambulatoria
72



Conclusiones |73

de los roedores al disminuir el numero de cruces significativamente respecto al

grupo control.

10. Conclusiones

La obtencién de nuevas moléculas por medio de la modificacion estructural ha
sido un campo de interés en la elaboracion de nuevos farmacos antidepresivos. En el
presente es tudio se obt uvieron los derivados 3 -(1°,1’-dimetilpropil)-herniarina ( 2) y
DMHN a partir de 3-(1°,1 -dimetilalil)-herniarina (1).

Los resultados de la evaluacion del tipo antidepresiva de DMHN en los modelos
conductuales NF y S C i ndicaron que e ste c ompuesto ejercia una actividad tipo
antidepresiva mejor que 1 y aun mas, que su efecto sobre los ratones era similar a la
flouxetina (FLX) un antidepresivo inhibidor selectivo de |la recaptura de serotonina por
lo que se procedid a la obtencion de su curva dosis-respuesta y demas experimentos
para el registro de esta patente.

El segundo d e el los fue la 3-(1’,1’-dimetilpropil)-herniarina (2), la cual es el
producto de hi drogenacion de | a 3 -(1°,1’-dimetilalil)-herniarina (1) no obs tante es ta
nueva m olécula al e valuarlaenN Fy S C, reveld quen o ejerciaun efectotipo
antidepresivo.

Estos r esultados v alidan nu estra hipétesis | a ¢ ual s ustenta que ¢ ambios
estructurales p or métodos qu imicos modifican |a actividad bioldgica d e compuestos

bioactivos de origen natural.
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Solicitud de patente






ANEXO Il

Espectroscopia y espectrometria
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