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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de analogos estructurales de
melatonina “M6A y M7A” y su tendencia a conferir propiedades ansioliticas y
antidepresivas. Para alcanzar este objetivo utilizamos los modelos de
enterramiento de esferas (0.125, 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg), nado forzado (0.125
mg/kg) y campo abierto (0.125 mg/kg).

Las dosis que presentaron un efecto ansiolitico en la prueba de Enterramiento de
Esferas fueron de 0.125 mg/kg para cada analogo, en comparacion con
Melatonina y Diazepam como control positivo a dosis de 0.25, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg.
Los analogos de melatonina disminuyeron significativamente el nimero de esferas
enterradas por los roedores en un ambiente controlado (p<0.05), lo que se traduce
en un mayor efecto ansiolitico en comparacién con Diazepam, Melatonina y por

supuesto el vehiculo.

Al evaluar los analogos a dosis equivalentes en un modelo de depresion, como el
de Nado Forzado, se obtuvo una disminucion del tiempo de inmovilidad al
administrar los anélogos, incluso mejor que la reportada por los controles positivos
(Agomelatina y Melatonina), lo cual nos indica que dichos anélogos también
confieren un efecto antidepresivo similar al de la melatonina y agonistas como la

agomelatina.

No se encontraron cambios en la actividad locomotriz las ratas evaluadas. El
analogo M7A presentd una similitud con la Melatonina en la relajacion observada
en duodeno de rata evaluado en un sistema de tejido aislado.

Las pruebas de toxicidad efectuadas para el M7A indican que dichos analogos son
seguros, al determinarse que su toxicidad puede ser mayor a la dosis de 100

mg/kg i.g.
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1. INTRODUCCION:

La ansiedad y la depresion son dos trastornos emocionales complejos, que
implican también problemas en pensamiento y conducta. Aunque son distintos,
presentan ciertas similitudes que pueden ocasionar confusién al intentar
distinguirlos [1].Cada uno tiene sus propias caracteristicas y sintomas y requieren

tratamientos diferentes.

La ansiedad se define como un sistema de alerta que se activa en prevision de un
peligro o amenaza futuro. Como respuesta a los estimulos o situaciones que se
presentan, resulta muy facil que se asocie a diferentes estimulos o situaciones.
Genera con los elementos amenazantes, conductas como el escape, la evitacién o
la lucha. Las emociones presentes en los trastornos de ansiedad van desde el

simple nerviosismo a episodios de terror o panico [1].

La depresién es el diagndstico psiquiatrico que describe un trastorno del estado de
animo, transitorio o permanente, caracterizado por sentimientos de abatimiento,
infelicidad y culpabilidad, ademas de provocar una incapacidad total o parcial para
disfrutar de las cosas y de los acontecimientos de la vida cotidiana. Los trastornos
depresivos pueden estar, en mayor o menor grado, acompanados de ansiedad.

[1].

El trastorno mixto ansioso-depresivo es cuando se presentan ambos cuadros de
ansiedad y depresion, lo cual sefiala que probablemente estos dos padecimientos

sean regulados por una via en coman o con mediadores analogos [1].

Por otro lado, correlacionando efectos centrales con periféricos, especificamente
del sistema nervioso central y gastrointestinal, el parasimpético estimula la
actividad gastrointestinal e inhibe la actividad central a través del sistema
colinérgico (acetilcolina por receptores muscarinicos). Sin embargo, la relaciéon de
melatonina en ambos sistemas es a través del neurotransmisor serotonina
(receptores 5-HT) ya que este es el precursor de la melatonina en su sintesis. Por

lo tanto los estudios in vitro permiten establecer esta relacion.



2. ANTECEDENTES
2.1. Ansiedad

La ansiedad ha sido estudiada como respuesta emocional y como rasgo de
personalidad. Como emocion, la ansiedad puede ser entendida como un
conjunto de manifestaciones fisiolégicas y expresivas, ante una situacién o
estimulo, que es evaluado por el individuo como potencialmente amenazante,
aunque objetivamente pueda no resultar peligroso [2]. La ansiedad tiene una
prevalencia en la poblacion mundial que va del 1.5 al 5.9% [3, 4] y de esa
poblacion tiene un promedio de duracién de 10 afios en el paciente [5].

2.1.1. Terapéutica de la ansiedad

Los tratamientos clasicos para la ansiedad somatica (fisica) son las
benzodiacepinas (BZP) [6] las cuales son moduladores alostéricos positivos del
receptor de acido y-aminobutirico tipo A (GABA-A, figura 9) que inducen efectos
ansioliticos, de relajacion muscular, anticonvulsivos, sedantes e hipnoticos [7] . El
Diazepam es un derivado de la 1,4-benzodiazepina, es el farmaco prototipo con
propiedades ansioliticas [8], anticonvulsivantes [9] y sedantes [10]. La pregabalina
es otro de los farmacos actualmente usados en el tratamiento del Trastorno de
ansiedad generalizado (TAG) la cual actia sobre los canales de calcio
dependientes voltaje disminuyendo la liberaciébn de neurotransmisores como el
glutamato y la noradrealina (NA), causantes de excitacién a nivel neuronal [11].
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Figura 1. Esquema del receptor GABA vy estructura de sus principales agonistas.

[7]
2.2. Depresion

La depresion es un trastorno crénico y recurrente que hoy en México constituye un
problema de salud publica que afecta del 12 al 20% de la poblacion adulta (18-65
afios) [12]. Esta produce altos costos de tratamiento hospitalario, internalizacién y
otros aun mayores como el ausentismo laboral [13]. Mdultiples monoaminas como
la 5-HT, la NE y la dopamina (DA) estan implicadas en la fisiopatologia de la
depresion cuando se encuentran en niveles por debajo de los normales, es por
es0 que son blancos en los tratamientos clasicos hacia este trastorno [13]. Dentro
de un estudio de mercado realizado en Estados Unidos, se determin que la venta
de antidepresivos hacia el 2020 aumentara de 10.9 a 14.0 billones de dolares,
incrementando la rentabilidad en un 40% [14].



2.2.1. Terapéutica de la depresion

La teoria de las mono-aminas dirige el tratamiento mediante la modulacion de
estas moléculas (5-HT, NE y DA) empleando inhibidores de su recaptura a nivel
sinaptico pero su principal limitante es cuando hay una produccién nula de los
mismos debido a una falla en la cascada de sefalizacién (disminucién de la
sintesis o de la liberacidon de los neurotransmisores) en el eje hipotalamo-hipéfisis-
gonada y alteraciones inflamatorias neurodegenerativas (esclerosis multiple) [13].
Otras investigaciones sobre esta falla sefialan que el mejor tratamiento contra la
depresion es el uso simultineo de MT con antidepresivos clasicos [15]. Sin
embargo, otros autores afirman que estas terapias afectan la neurogénesis y la

produccién de otros neurotransmisores a nivel cerebral [16].

Debido a las limitantes de la teoria de las mono-aminas y a los efectos adversos y
secundarios como la dependencia y tolerancia, se ha buscado una alternativa, la
AMT [17]. La AMT (figura 10) es un agonista de los receptores MT1 y MT2 asi
como antagonista del receptor de serotonina 5-HT2C que provee efectos
cronobidticos, antidepresivos y ansioliticos, pero no tiene efectos en la recaptura
de mono-aminas ni afinidad por los receptores a,B-adrenérgicos, histaminérgicos,

colinérgicos, dopaminérgicos ni gabaérgicos [17].

Figura 2. Estructura de la agomelatina. [17]



2.3. Melatonina

La GP o epifisis es una pequefia gldndula enddcrina situada en el centro del
cerebro de los vertebrados. En la antigiedad, René Descartes la describi6 como
“El tercer 0jo” o “El asiento del alma”. Se encarga de sintetizar y secretar
melatonina (MT) que es un indol que se sintetiza a partir del aminoacido triptéfano
[18]. En la figura 1 se muestra la secrecion de MT en la GP.
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Figura 3. Fisiologia de la secrecion de MT. La produccion es mediada por las
fibras nerviosas postganglionares de la retina que pasan a través del Tracto
Retinohipotalamico (TRH) hacia el Nucleo Supraquiasmatico (NSQ),
posteriormente al Ganglio simpatico Cervical Superior (GsCS) y finalmente a la
GP [19].



La MT fue descubierta originalmente como una molécula que actia sobre los
melanocitos, aclarando la piel de anfibios y peces [20] presentando un pico
maximo de secrecion durante un periodo prolongado de oscuridad indicando
“noche” al organismo [21]. La sintesis de MT esta regulada por un fotoperiodo por
lo que su secrecion se ve disminuida en presencia de luz [22], demostrando que la
sefial que envia la retina hacia el SNC estd mediada intrinsecamente por células
ganglionares fotosensibles que pueden responder a intensidades de luz que
tienden a ser bajas [23].

La MT es una neuro-hormona que tiene un tiempo de vida corto, es inestable a la
luz y a la temperatura cuando se encuentra en solucién, caracteristicas que no le

permiten tener un uso farmacoldgico potencial.

2.3.1. Biosintesis, metabolismo y degradacion

La sintesis de MT inicia con la ausencia de luz, a cual repercute en la activacion
de la N-Acetil-transferasa (NAT), la enzima clave en la sintesis del metoxindol [24].
La sintesis de MT en todas las células que la producen consta de 4 pasos:
primero, el precursor L-triptéfano es tomado de la circulacibn sanguinea y es
convertido en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) en la mitocondria y después
descarboxilado en el citosol por la L-aromatico-amino acido descarboxilasa, hasta
formar serotonina (5-HT) la cual es acetilada en N-acetil-serotonina por la NAT
[25] la cual es considerada la enzima limitante para su produccion debido a que su
activacion depende de la ausencia de luz. Finalmente, la NAS es metilada por la
Hidroxi-indol-O-metil-transferasa (HIOMT) para formar MT [26]. En la figura 2 se

muestra el flujo de sintesis de MT.

La MT es principalmente degradada por las monooxigenasas P50 del higado para
dar 6-hidroximelatonina y luego 6-sulfatoximelatonina, principal metabolito

presente en la orina [20, 27].
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Figura 4. Conexiones entre los ojos (retina) y la GP. La NE es liberada en la
noche desde las terminales nerviosas simpaticas intrapineales e interactia con los
receptores (B-adrenérgicos, induciendo la conversion de ATP a AMPc, esta Ultima

causa la activacion de la NAT, importante en la sintesis de MT. [28]

2.3.2. Ciclo circadiano y calendario endocrino

El ciclo de la MT endégena es considerado el mejor reloj bioldgico para el SNC en
humanos. La MT puede ser cuantificada directamente en muestras de saliva y
la 6-

Sulfatoximelatonina, los cuales nos proveen de informacién acerca del ciclo

plasma o directamente en sus metabolitos en la orina, como

circadiano mediante estudios de laboratorio [29].

La produccion de MT en 24 horas no solo representa el reloj enddgeno circadiano,
también provee informacion estacional durante el afio. Especificamente, las
concentraciones de MT dependen de la duracién de la noche y esto bien se sabe
gue varia a lo largo de las estaciones del afio [30]. Esta regulacion el fotoperiodo
es en consecuencia de la adaptacion del SNC a las condiciones externas, si la

7



actividad de la MT se ve desfavorecida repercutira directamente en las funciones
neurolégicas. Cuando la GP es removida (pinealectomia o Px), se pierde la
adaptacion de los mamiferos hacia el entorno estacional [31]. Algunas
investigaciones afirman que la re-sincronizacion del ciclo incluso sin tratamientos,
ayuda directamente en todas las afecciones relacionadas a la deficiencia en la
actividad de la MT [32]. El contraste entre las emisiones de luz durante el invierno
y el verano son necesarias para aportar informacion al sistema sobre
reproduccion, pelaje, metabolismo y funciones inmunoldgicas [33] tal como se

muestra en la figura 3.
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Figura 5. Regulaciéon de MT a nivel estacional. La intensidad y duracion del ciclo
luz-oscuridad proporciona informacion acerca de las condiciones exteriores para el
organismo y prepara al SNC para su adaptacion al medio. (Bustos y cols, 2012
[34])



Notables ejemplos de la regulacion metabdlica que ejerce la MT son mediante la
secrecion de insulina y homeostasia de la glucosa[35] [36].

2.3.3. Receptores a MT

La MT endbégena actia mediante la activacion de receptores ligados a proteina G,
esto se comprob6 mediante el uso de is6topos como el 2-(1'*)-melatonina (2-1'%>-
MT), identificada y cuantificada por su alta afinidad a los receptores de MT en
vertebrados [37]. Se han identificado tres receptores en mamiferos: MT1, MT2 de
caracter membranal [38] y MT3 de caracter citosolico [39]. El receptor MT2 es
principalmente expresado en la retina y en el hipocampo. Las caracteristicas del
MT2 son similares a las del MT1 siendo su union a proteina G la Unica
caracteristica que pudiese ser distinta [38]. En la figura 4 se esquematizan las
sefalizaciones de ambos receptores.
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Figura 6. Vias de sefalizacion de los receptores MT1 y MT2. A) Sefalizacién del
receptor MT1 acoplado a proteinas G (q y a). B) Activacion del receptor MT2: no
se ha confirmado que tenga acoplamiento con proteinas G (q;) por lo que la teoria

gue sea mediante activacion de PKC sigue dominante [40].
2.3.4. Farmacologiade la MT

Uno de los usos principales es para re-sincronizar el ciclo circadiano en el famoso
jet-lag en el cual, una adecuada administracion de MT ayuda a reestablecer dicha
descompensacion debida al trabajo nocturno o los viajes entre varios husos
horarios [29]. La administracién de MT (0.3-5mg/kg) también ha sido usada en las
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horas previas al descanso para combatir el insomnio [41, 42]. Provee mejorias en

las condiciones y la calidad de suefio asi como una regulacién positiva de la

temperatura corporal [41] ademas de ser empleada en tratamientos contra el

reflujo esoféagico [43], cancer [44], enfermedades cardiovasculares [45], como

anticonvulsivante [46, 47], antioxidante [45, 48], analgésico [49], sedante[50],

hipnético [51-53], pre-anestésico[54], ansiolitico [55, 56] y antidepresivo [57, 58]

entre otros. Ademas de la GP, también existen otros tejidos donde se sintetiza la

MT, en la tabla 1 se aprecia la participacion de distintos fluidos en que podemos

encontrar MT.

Tabla 1. Niveles de MT en fluidos corporales

Fluido MT (pg/mL) Especie Referencia

Liquido

Cefalorraquideo 1.47-542 Humano [59]
2,000- Humano, rata, cerdo,

Bilis 11,000 mono [60]

Liquido Folicular 36.5+4.8 Humano [61]

Liquido Amnidtico 25-158 Humano [62]

Saliva 11-63 Humano [63]

Liquido Sinovial 79.8 £38.9 Humano [64]

Leche Materna 36-99 Humano [65]

Céamara anterior del

0jo 28-70 Conejo [66]

2.3.5. Melatonina en el Tracto Gastrointestinal (TGI)

Se ha demostrado la existencia y sintesis de MT en diversos tejidos extrapineales

como en el TGI, en 1975 se descubri®é mediante técnicas de inmunohistoquimica

en las células enterocromafines de la mucosa gastrica [67] y se conoce, que su
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concentracion es 400 veces mayor que en la GP y 100 veces mayor que en el
plasma. Al parecer, las concentraciones de MT en el TGl no dependen del
fotoperiodo si no Unicamente de la ingesta de alimento [67], principalmente una
dieta rica en triptéfano, el precursor directo de la MT. Esto se ha demostrado
mediante la Px, en donde las concentraciones de MT no cambian a pesar de
haberse extirpado la GP [68]. La MT producida por las células enterocromafines
(CE) de la mucosa gastrica es liberada a los vasos sanguineos y difundida hacia
otros tejidos, actuando como antagonista de los efectos contractiles de la 5HT [69]
y relajando el tejido [70]. En respuesta a estimulos nerviosos, las CE del duodeno
proximal liberan MT la cual se une a receptores MT2 causando liberacidén de iones
Ca®" y bicarbonato, esto sirve para neutralizar el acido contenido en el estémago
una vez que se libera en el duodeno [71], en este tejido la MT juega un papel
importante en el control neuro-humoral de la barrera mucosa a nivel de receptores

nicotinicos [72], en la tabla 2 se compara la secrecion de MT en la GP y en el TGI.

Tabla 2. Diferencia entre produccion-efecto de la MT en SNC (GP) y Sistema

Nervioso Gastrointestinal (duodeno) [70].

Comparaciéon de Melatonina en sistemas Pineal y Gastrointestinal

de mamiferos [70]

GP TGl
Sitio de produccién Pineal Células enterocromafines
Modo de secrecion Circadiano Estable o episddico

Endocrina, paracrina y
Modo de accién Enddcrina luminal
Modo de liberacion Inmediata En respuesta a alimento

Acumulaciéon desde

circulacion Indeterminado Determinado
Respuesta al ayuno Disminuye Incrementa
Respuesta al alimento Sin respuesta Incrementa
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Esta comparacion de MT en ambos sistemas nos permite realizar estudios
centrales y periféricos, por un lado, por otro lado el GABA en ambos sistemas
disminuye la actividad eléctrica cerebral dependiente de la dosis y/o

concentracion.

En este experimento no aplicamos DZ directamente al tejido, porque en un estudio
previo de acido y-aminobutirico (GABA-B) [73] y colon, reportamos relajacion y
contraccion, del tejido con GABA, principal neurotransmisor en el SNC
en mamiferos que desempefia un papel importante en la reduccién de la
excitabilidad neuronal a lo largo del sistema nervioso. En humanos, el GABA es
directamente responsable de la regulacion del tono muscular [74], Entonces,
estudios bioquimicos, electrofisiolégicos y dltimamente, técnicas de biologia
molecular han demostrado que los receptores GABAA son complejos
supramoleculares heterogéneos y que existe un péptido inhibidor a DZ (DBI), por
un lado. Por otro lado, hay la posibilidad de que nuestros estudios In Vitro con los
In Vivo y su interaccién con la familia de péptidos DBI, represente una novedosa y
correlacién neuroquimica significativa en la patologia neuropsiquiatrica, sostenida
por una alteracién de la transmision GABAérgica [75], estudios que actualmente
estamos realizando en nuestro laboratorio (no reportados).

2.3.6. Agonistas y antagonistas Melatoninérgicos

La similitud entre los receptores MT1 y MT2 ha hecho dificil la seleccion de
agonistas selectivos para cada uno de dichos receptores. Actualmente, los
agonistas de MT actuan de igual manera sobre MT1 y MT2, como la agomelatina
(520098, Servier), el ramelteon (TAK-375, Takeda), LY156735 (Eli Lilly), el
tasimeltedn (VEC-162, Bristol-Myers Squibb). Desafortunadamente no estq audn
claro como estos agonistas actian ya que la comparacion directa con MT no es un

requisito para su produccion y comercializacion [76, 77].

En la figura 5 se muestra la estructura de los principales antagonistas de los
receptores MT que son: Luzindol (N-acetil-2-benzyltryptamina), el cual es no
selectivo [78], 4P-PDOT [79] y BMNEP los cuales son MT2 selectivos [80].
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Figura 7. Estructura de los principales antagonistas MT, respectivamente:
Luzindol, 4-P-PDOT y BMNEP. [80]

2.3.7. Toxicidad

La MT es una molécula relativamente segura, su disminucién endégena provoca
alteraciones severas al organismo lo cual indica su accién continua en el mismo.
Se ha determinado que tiene una toxicidad baja a dosis altas (mayores a 200
mg/kg/dia) en ratas Sprague-Dawley de 15 a 39 semanas de gestacion. Estas
dosis exceden 70,000 veces las requeridas para la induccion del suefio. A pesar
de la administracion no se observé mortalidad en las ratas ni en los fetos una vez

extirpados y examinados [81].

Hay varios estudios realizados para determinar la toxicidad de la MT, pero no se
ha encontrado una dosis que genere dafos a la salud a pesar de que se haya
evaluado en humanos [82].

2.3.8. Analogos de Melatonina

Se han llevado a cabo diversas sintesis de estructuras basadas en el nucleo
inddlico de la MT, dichas estructuras dependen de la interaccion que se tiene con
los diversos receptores o vias por las cuales la MT tiene su efecto. También se
han sintetizado analogos como agonistas serotoninérgicos derivados hibridos de
la 6-metoxi-tetrahidro-beta-carbolina o pinolina, una neuro-hormona también
sintetizada en la GP (figura 6) y que también proviene de la 5-HT [83], los cuales

proveen una modulacién positiva de la neurogénesis a edades tempranas en ratas
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[84], otros también para proveer de un efecto antioxidante, incluso mayor al de la
MT [85] (figura 7), como ligandos agonistas no selectivos [86]. Otros anélogos
inddlicos que poseen cualidades similares son los 2-fenil-inddlicos [87], 3-propil-
amino-indolicos [88], 5-bromo-inddlicos [89], N-Metil-inddlicos [90], 2-aldehido-
inddlicos [90] y 5-cloro-inddlicos [91] que, ademas de las caracteristicas de la MT,
proveen  propiedades  antioxidantes, citoprotectoras, neuroprotectoras,
anticancerigenas y tienen una baja toxicidad [85], empleados en el tratamiento de

Alzheimer e incluso glaucoma [92] o Parkinson [93].

i
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H Neurogenic effects of

compound 2

Figura 8. Efecto neuromodulador de analogos hibridos de pinolina-melatonina
[84]

b 0 R R1
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N R2
\ CHj \
N N
H H

Figura 9 Melatonina (a la izquierda) anélogo indol-3-carboxi-aldehido-hidrazona (a

la derecha), el cual provee un efecto antioxidante mayor al de MT [85].

15



2.3.8.1. Analogos 1-N Sustituidos

Uno de los principios de la sintesis de este tipo de analogos es el anillo indélico y
su atomo de nitrégeno en la posicion 1 el cual se ha propuesto que, al estar lejos
del sitio de interaccién de la molécula de MT, puede ser ligado a diferentes grupos
funcionales que pudiesen conferir otras propiedades a la molécula y por lo tanto,
otro tipo de actividades biolégicas [94]. Inicialmente, Mor y cols [95] incorporaron
un grupo fenilo y un bencilo a la posicién 1-N y reportaron la disminucion de la
afinidad a los receptores MT. Los anélogos 1-N sustituidos con cianobencilo,
metoxifenilo y clorofenilo (M6B, M3C y M7C) sintetizados por Lira-Rocha y cols
[94] (figura 8), han sido evaluados para determinar su actividad y se ha encontrado
gue proveen un efecto ansiolitico, relajante muscular y adyuvante pre-anestésico,
concordando con las investigaciones de Naguib y cols [54]. Otras investigaciones
proponen que al igual que la MT, los andlogos 1-N sustituidos tienen su efecto
mediante la activacion del receptor MT1, esto se determind utilizando ratones
knock-out para dicho receptor [96].

NH— 9
o
— = 1-N substituted
R= 4-C\annl)enzf::1/ \ R= 4-clorophenyl

NH
\
o v ord '~ ‘@E(

0
(A) (B)

CN Cl (C)

Figura 10. Analogos 1-N Sustituidos: M6B, M7C y M3C respectivamente. Lira-
Rocha y cols 2002 [94]

16



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

- La ansiedad es un trastorno que aproximadamente el 6% de la poblacién
adulta la padece, repercutiendo en el ambito personal y social.

- Los tratamientos contra la ansiedad producen efectos adversos o
indeseados.

- La depresion es un trastorno que actualmente afecta a aproximadamente el
20% de la poblacion adulta y prevalece en quien lo padece. Los
tratamientos clasicos también conllevan efectos no deseados.

- El campo de aplicacion de la MT es muy amplio debido a que posee
variadas cualidades como agente terapéutico, sin embargo, el tiempo de
vida media es muy corto (15-30 min).

Debido a lo anterior, se proponen alternativas hacia los trastornos en cuestiéon y
mejorar las cualidades de la MT como molécula. Asi mismo, determinar en
modelos viables, evidencias de que estas moléculas podran usarse como opcién
terapéutica en dichos tratamientos, obteniendo asi una alternativa mas que pueda
emplearse para el bienestar del paciente a futuro.
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4. HIPOTESIS

Los analogos de MT, M6A y M7A producen efectos de tipo ansiolitico y
antidepresivos a dosis equieficaces a DZ y AMT en diferentes modelos

experimentales in vivo, por un lado.

Por otro lado, en modelos experimentales in vitro los analogos de MT producen

un efecto bifasico a concentraciones equimolares.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General.

Evaluar los efectos del M6A y M7A en modelos experimentales de ansiedad y

depresion.

5.2. Objetivos particulares.

- Evaluar el efecto ansiolitico de analogos de MT en Marbles Burying Test
(MBT).

- Evaluar el efecto antidepresivo de analogos de MT en Forced Swimming
Test (FST).

- Evaluar el efecto sobre la actividad locomotriz de analogos de MT en Open
Field Test. (OFT).

- Evaluar el efecto del M7A sobre, la respuesta contractil en un modelo “in
vitro”.

- Determinar la toxicidad aguda del compuesto M7A.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1.

Quince cajas de 27X19 cm de
boro-silicato

Quince rejillas de acero
inoxidable.

Maskin tape

Celofan Rojo

Cuatro cilindros de metacrilato
para nado forzado
(OMNIALVA)

Balanza granataria

Guantes

Canicas de vidrio azul cobalto
Jeringas

Frascos viales

Caja de metacrilato para
campo abierto (OMNIALVA)
Espatulas

Bascula analitica

Guillotina

Fisiografo Biopac Systems
Agujas (Becton & Dickinson)
Hilo de sutura

Cajas Petri (Pyrex)

Piseta

Probeta 50, 100 y 200 mL
(Pyrex)

Preparacién: cristaleria, biolégico, alimenticio y reactivos.

Anélogo M6A (Lira Rocha y
cols)

Anélogo M7A (Lira-Rocha vy
cols)

Matraces aforados de 10, 100,
500 y 1000 mL (Pyrex)
Matraces Erlenmeyer de 250 y
1000 mL

Cronémetro

Cama sanitaria Estandar vy
Sani-Chip (Harlan Labs.
México)

Alimento Rat Chow (Harlan
Labs México)

Tween 80 (Merck)
Propilenglicol 400 (Merck)
Melatonina (Sigma Aldrich)

Diazepam (Laboratorios
Roche)
Glucosa (Laboratorios Sigma
Aldrich)

Cloruro de Sodio (JT Baker)
Carbonato de Sodio Anhidro
(JT Baker)

Cloruro de Potasio (JT Baker)
Fosfato de Potasio (JT Baker)
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- Sulfato de Magnesio (Sigma - Ratas Wistar (Harlan Labs.

Aldrich) México)
- Cloruro de Calcio (Merck) - Glucosa (Sigma Aldrich)
- Ratones CD1 (Harlan Labs.

México)
6.2. Preparacién de las sustancias

Para administraciones i.p. se empled Tween 80 al 15% para incorporar los solidos
como MT, AMT o analogos y posteriormente SSI para llegar a volumen.

En las administraciones i.g. se us6 el Tween 80 al 25% en las primeras dosis y
Tween 80 al 50% en la dosis mas alta debido a las altas cantidades de analogo
empleadas en las pruebas de toxicidad.

En la evaluacioén in vitro se empled Tween 80 al 25% para algunas sesiones y
PEG 400-etOH al 30-10% en otras; esto con el fin de elucidar que el vehiculo no
interfiriera en los resultados y encontrar una mejor forma de preservar el tejido

dentro de la cAmara.

6.3. Prueba de enterramiento de esferas (MBT por sus siglas en

inglés).

La MBT, es una prueba que proporciona informacién de la conducta de un
individuo, en este caso para roedores. El primer modelo en rata fue propuesto en
1978 [97] el cual consistia originalmente en el enterramiento de fuentes de voltaje
presentes en una caja de cama sanitaria en la cual la rata enterraba dicha fuente
para evitar volver a tocarla. Posteriormente en 1981 [98] se propuso el modelo en
ratones en el cual consistia en enterrar las esferas como producto de la ansiedad
del raton. Esto permite evaluar el grado de ansiedad mediante el conteo de

esferas enterradas en un lapso de 10 minutos (figura 11).
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Figura 11. Modelo para la prueba de enterramiento de esferas.

6.3.1. Evaluacién

Las unidades experimentales se aclimataron durante 5 dias previos a la
evaluacion a una temperatura de 23+3°C. Las sustancias a emplear asi como los
materiales necesarios se prepararon. Las cajas de boro-silicato se lavaron,
secaron y posteriormente, se pesé y afiadié una cantidad de 365 g de cama
sanitaria Sani-Chip (Harlan Labs) a las cajas con 5 cm de altura. Una vez obtenida
una superficie uniforme, se colocaron 24 canicas con ayuda de una plantilla, todas
estas del mismo color azul marino de aproximadamente 1.5 cm de didmetro. Una
vez realizado el marcaje por codigo binario en la cola de los roedores, se realizo la
administracion i.p. de cada tratamiento y se ingresé al raton en la caja con las
esferas. Transcurridos 30 min sin interrupcion visual ni sonora, se retira al animal y
se hace el conteo de las esferas enterradas con el criterio del 75% o mas de la
esfera enterrada, este dato provee informacidén acerca del grado de ansiedad del
raton. Los tratamientos se muestran en la tabla 3.
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6.3.2. Experimentos

Disefio experimental: En esta tabla se muestran 17 grupos experimentales, en
donde se utilizaron diferentes dosis para la prueba de MBT.

Tabla 3.

DOSIS
TRATAMIENTO DOSIS (mg/kg) TRATAMIENTO (mg/kg)

INT N/A Al-0 0.125
Tween 80 al
VEH 15% Al-1 0.250
DZz1 0.250 Al-2 0.500
Dz2 0.500 Al-3 1.000
MT-1 0.500 Al-4 2.000
MT-2 1.000 A2-0 0.125
MT-3 2.000 A2-1 0.250
A2-2 0.500
A2-3 1.000
A2-4 2.000

INT = integro, VEH = Vehiculo, DZ = Diazepam, MT= Melatonina, Al =
Analogo M6A de MT, A2 = Analogo M7A de MT

6.4. Prueba de Nado Forzado (FST)

La FST (por sus siglas en inglés) fue propuesta inicialmente por Porsolt y cols en
1978 [99]. Implica dos sesiones en las cuales se colocan a los animales, en este
caso ratas Wistar, dentro de un cilindro de metacrilato (OAAquaMed, ONMIALVA)
de 60 cm de altura y 25 cm de diametro interno los cuales contienen agua a
25+£3°C a una profundidad de 40 cm como se muestra en la figura 12. Fue
empleado un software de captura de imagenes (OASPADVid de OMNIALVA
v.2011).
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Figura 12. Prueba de Nado Forzado (DL Naturegene Life Sciences Inc)

6.4.1. Evaluacién

Ratas Wistar de 240£10g de peso, previamente aclimatadas al entorno de trabajo
durante una semana fueron empleadas en esta prueba. Antes de la captura de
imagenes, debe realizarse un entrenamiento preliminar para adaptar a la rata a las
condiciones del modelo un dia antes de dicha captura, esto por 15 minutos. Una
vez limpio el cilindro previo al momento de la evaluacion, se realiza la
administracion i.p. del respectivo tratamiento y 30 minutos después se ingresa al
animal en el cilindro con agua bajo luz roja de 55 watts, capturando las imagenes
con el sistema durante 5 min. En el trascurso del experimento el animal nada y
bucea, el programa registra el movimiento y determina el tiempo en cada zona del
cilindro asi como la velocidad, la distancia recorrida y el tiempo de inmovilidad, lo
cual nos proporciona informacién acerca del grado de depresion de la rata y que,
cuando el animal deja de moverse y luchar por su vida, se dice que ha entrado en
un estado depresivo.
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6.4.2. Experimentos

Tabla 4. Dosis empleadas en la FST. Total: 6 tratamientos.

DOSIS
TRATAMIENTO (mg/kg)

INT N/A
Tween 80 al
VEH 15%
AMT 9.000
MT 1.000
Al-0 0.125
A2-0 0.125

INT = integro, VEH = Vehiculo, MT= Melatonina, AMT = Agomelatonina, Al =
Anélogo M6A de MT, A2 = Anélogo M7A de MT

6.5. Prueba de Campo Abierto (OFT)

Es un modelo propuesto en 1932 por Hill y cols [100] el cual consiste en observar
el comportamiento de los roedores, en este caso ratas Wistar. Actualmente, se ha
adaptado y mediante tecnologia se ha podido perfeccionar para obtener datos
mas precisos. El equipo utilizado se trata de una caja de metacrilato transparente
(OABioMed, OMNIALVA) de 40x40x40 como se muestra en la figura 13, con
sensores de altura y camara de captura de imagenes mediante el software
(OASPADViId de OMNIALVA v.2011).
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Figura 13. Modelo de Campo Abierto (OMNIALVA)
6.5.1. Evaluacion

Una semana posterior a la FST se realiza la OFT para determinar la actividad
locomotriz en las mismas ratas. Una vez limpio el equipo se administran las dosis
de cada tratamiento, 30 minutos después se ingresan al OABioMed durante 10
minutos y se registra su actividad exploratoria mediante el software de captura. El
tiempo de movilidad, la velocidad y los eventos exploratorios de levantamiento son
parametros que nos ayudan a determinar si las sustancias empleadas tienen
influencia en la actividad motriz. Los tratamientos son los mismos que los

empleados en la FST (ver tabla 4).

6.6. Sistema de Tejido Aislado in vitro

El sistema de evaluacién trata de un modelo de vidrio acoplado a un sistema de
captura de transductores que registra la actividad contractil o relajante de diversos
tejidos. ElI complejo implica un sistema de regulacion de temperatura mediante
recirculador con termostato y un ordenador que registra la actividad de interés.
BIOPAC-Biosystems Inc, como se muestra en la figura 14, es el equipo que capta
la actividad, siendo AckKowledge 3.9.1 el software utilizado para el registro en el
ordenador. Se emplea solucién Ringer-Krebs-HCO* a 37+1°C.
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Figura 14. Porcion de duodeno aislado in vitro.
6.6.1. Evaluacion

Inicialmente se realiz0 la calibracion y lavado del equipo. Se utilizaron ratas Wistar
macho de 230+10g con 6 horas de ayuno previo minimo, se sacrificaron por
decapitacion con guillotina y se disecO y seccioné la parte proximal y distal del
duodeno, un centimetro aproximadamente de cada porcion. Se monté el tejido en
el sistema in vitro sumergido en solucién Ringer-Krebs-HCO® a 37°C y burbujeo
con gas carbdégeno (95% O, y 5% CO,) con luz abierta y cerrada en diferentes
sesiones. La parte inferior del duodeno se sujet6 a la base de la cAmara y la parte
superior directamente al transductor que est4 conectado a la interfase universal
(BIOPAC-Systems). La tension inicial fue de 1g y se estabilizaron los tejidos
durante media hora minimo. La administracion de las concentraciones fue
directamente en la camara de cristal de doble pared para tejido aislado. Los
parametros evaluados fueron area bajo la curva, amplitud y frecuencia.

6.6.2. Experimentos

Las concentraciones tanto de M7A como de MT fueron: 10, 20, 40, 80, 160, 320 y
640 pL.
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6.7. Prueba de toxicidad

El protocolo empleado para las pruebas de toxicidad aguda fue el dictado por la
OECD [101] modificado logaritmicamente para proveer una curva de 4 puntos.
Para la prueba se emplearon 13 ratones por compuesto (M7A) de la cepa ICR
(Harlan Labs) de 24+2g de peso, habituados previamente por 4 dias a las
condiciones del laboratorio en cajas de borosilicato con comida y agua ad-libitum.
La administracion fue i.g. con canula para ratdbn. Se observaron continuamente
durante la primera hora posterior a la administracion y subsecuentemente a las 2,
4, 8, 24, 48 y 72 horas. Se emple6 un control al cual Unicamente se le administro
el vehiculo (Tween 80), los tratamientos se muestran en la tabla 5

Tabla 5. Dosis empleadas en la prueba de toxicidad, ajustada de la OECD [101].

Total: 5 tratamientos.

Dosis mg/kg  Unidades

0.1 n=3

1.0 n=3

10.0 n=3

100.0 n=3

integro n=1
6.8. Analisis Estadistico

Para cada prueba se realizé6 un Andlisis de Varianza (ANDEVA) de una via,
utilizando un software estadistico OriginPro 8 (v.8.0724). Para la MBT se aplicé
una prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples, para una

significancia de p<0.05.
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7. RESULTADOS
7.1. Ansiedad: Prueba de enterramiento de esferas.

Se observé una disminucion significativa dentro de los tratamientos con anélogo,
tanto con M6A como M7A. La estadistica indica que hay una diferencia entre los

grupos seleccionados comparados con el VEH, de acuerdo a la gréfica 1.

Nivel de ansiedad

O Y
A 0 0 O O NB

N

Promedio de Esferas Enterradas

o

&%’»%«"»{L{’:wafbkbi\rﬁri’)
S USRI R YW R

Grafica 1. Conteo y promedio de esferas enterradas en el modelo de ansiedad.
Las comparaciones entre tratamientos indican que las dosis menores de
anélogo tienen una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). Total: 17
tratamientos. INT = integro, VEH = Vehiculo, DZ = Diazepam, MT= Melatonina,
Al = Analogo M6A de MT, A2 = Analogo M7A de MT

Los datos se presentan como el promedio + el error tipico de la media. El animal
presentd mas ansiedad si el nUmero de esferas fue mayor por tanto, un efecto
ansiolitico se vera en aquellos que enterraron una menor cantidad de canicas en
la cama sanitaria de aserrin (Harlan Labs). El analisis estadistico muestra que no

hay diferencias significativas entre el grupo integro y aquellos que Unicamente
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fueron administrados con el vehiculo y ademas, las comparaciones entre
tratamientos indican que el DZ y la MT tampoco tuvieron mayor diferencia
comparados con el VEH. Al comparar los tratamientos de analogo se muestra que
solamente aquellas dosis que fueron bajas (0.125 y 0.25) de cada uno de ellos con
el VEH, tuvieron una diferencia estadistica (p<0.05).

7.2. Depresion: Prueba de Nado Forzado.

Dentro de los tratamientos con AMT, MT y analogos se observo una disminucién
de los niveles de depresion comparados contra el VEH, como se muestra en las
siguientes graficas.
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Grafica 2A. Muestra el tiempo de movimiento del animal dentro del cilindro de
exploracion. Datos de FLU tomados de Diaz-Hernandez 2014 [102](NS).
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Gréafica 2B. Distancia recorrida. Indica cuanto el animal recorri6 nadando dentro
del cilindro de exploracion. Datos de FLU tomados de Diaz-Herndndez 2014
[LO2](NS).
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Gréfica 2C. Velocidad promedio. Indica qué tan rapido el animal se movia dentro
del cilindro de exploracion. Datos de FLU tomados de Diaz-Herndndez 2014
[102](NS).
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Grafica 2D. Tiempo de inmovilidad. Sefiala qué tiempo el animal estuvo sin
movimiento dentro del cilindro de exploracion. Datos de FLU tomados de Diaz-
Hernandez 2014 [102](NS).
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Gréafica 2E. Tiempo de buceo. Indica el tiempo en el que el animal estuvo por
debajo del nivel superior del agua. Parametro proporcionado por el software de
evaluacion en la prueba. Datos de FLU tomados de Diaz-Hernandez 2014
[102](NS).
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Dentro de la informacion que brinda el modelo propuesto y el software de captura
se determinan los factores que llevan a elucidar el estado depresivo del animal,
indicando como pardmetro fundamental el tiempo de inmovilidad, el cual se
encuentra estrechamente relacionado con el nivel de depresién que presenta la
unidad bioldgica dentro de la prueba. Se entiende que el animal al entrar en un
estado depresivo deja de luchar por su supervivencia y deja de nadar (grafica 2D)
0 bucear para buscar una salida, generando otro dato que indica el tiempo
invertido en la busqueda dentro del agua (grafica 2E). Otros parametros también
importantes son la velocidad de movimiento (grafica 2C) que relacionan la
necesidad con respecto al tiempo de encontrar una alternativa de entorno que sea
mas propicio para la rata, asi como la distancia que se recorre dentro y fuera del
nivel del agua, sefalando la amplitud de exploracién dentro el cilindro (grafica 2B).

7.3. Actividad Motriz: Prueba de campo abierto.

Los datos recopilados en esta prueba son de las mismas unidades bioldgicas
empleadas en la FST, una vez realizada la prueba de depresion a los animales se
les administran las sustancias e ingresan a evaluacion en el modelo de campo
abierto 30 minutos después de la administracion. El software de captura es el
mismo y se determinan los parametros que se muestran en las siguientes graficas,
observandose una estrecha similitud entre los tratamientos con MT, AMT vy
analogos lo cual, determina que las condiciones motrices no son afectadas tras a

administracion de las sustancias de interés.
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Gréfica 3A. Tiempo de movilidad. Se muestra el tiempo en el que el animal estuvo
en constante movimiento, esto ya sea por exploracién o debido a movimientos
propios del cuerpo como el acicalamiento. Parametro proporcionado por el
software de evaluacion en la prueba. Datos de FLU tomados de Diaz-Hernandez
2014 [102](NS).
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Gréfica 3B. Distancia recorrida. Indica la cantidad de movimiento que se tuvo por
parte de la unidad biolGgica, esto genera informacion cuantificable de la capacidad
exploratoria. Parametro proporcionado por el software de evaluacion en la prueba.
Datos de FLU tomados de Diaz-Hernandez 2014 [102](NS).
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Gréfica 3C. Velocidad promedio. Sefiala la rapidez con la que la rata se movia
dentro del campo exploratorio, esto genera una idea directa de la calidad del
movimiento. Parametro proporcionado por el software de evaluacion en la prueba.
Datos de FLU tomados de Diaz-Hernandez 2014 [102](NS).
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Gréfica 3D. Tiempo de inmovilidad. Muestra el promedio de lapsos en los que el
animal no presentdé movimiento alguno ya sea exploratorio o d acicalamiento ya
sea por letargo o incapacidad. Pardmetro proporcionado por el software de
evaluacion en la prueba. Datos de FLU tomados de Diaz-Hernandez 2014
[102](NS).
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Gréfica 3E. Diferencia de tiempo de permanencia entre zonas. El &rea delimitada
por el modelo comprendia dos zonas, los datos indican que el animal estuvo
intercalando entre zonas dependiendo del nivel de exploracion. Parametro
proporcionado por el software de evaluacion en la prueba. Datos de FLU tomados
de Diaz-Hernandez 2014 [102](NS).

Los datos de la captura de imagenes generaron los reportes anteriores. En
relacion al movimiento del animal, nos sefiala que los tratamientos ya conocidos y
anteriormente evaluados en la FST no tienen una diferencia significativa,
comparados contra el VEH al indicarse que la rata no ve afectada su capacidad
motriz al administrarsele alguna de estas sustancias, entre ellas los andlogos M6A
y M7A (graficas 3A y 3D). La distancia recorrida indica la cantidad de movimiento
gue se tuvo dentro de la camara de exploracion, lo cual nos determina qué tanto el
animal estuvo en movimiento ya sea por exploracién o acicalamiento (grafica 3B).
En relacién a la velocidad de los movimientos, se muestra qué tan rapido el animal
se mueve, dato importante que sefiala la calidad de los movimientos ya que la
distancia del mismo no nos habla si fueron movimientos lentos o rapidos, cosa que
en cuestiones de alerta son indispensables para reaccionar ante cualquier

situacion. La diferencia de permanencia entre las zonas delimitadas para el
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modelo hablan de qué tanto el animal permanecia en una u en otra zona, cosa
que directamente indica la calidad de la exploracién, entre menor sea esta
diferencia significa que el animal cambiaba constantemente de posicidbn y mas

rapido.
7.4. Efectos in vitro.

Los resultados obtenidos fueron sobre duodeno de rata en un sistema in vitro
acoplado a un software de captura de actividad (BIOPAC-AcgKnowledge) que
registra los datos en un ordenador. Las respuestas estan basadas en los 5
minutos previos a la administracion y 5 minutos posteriores a esta. Se muestran

en las graficas siguientes.
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Grafica 4A. Area bajo la curva de la respuesta del tejido. Se muestran las
diferentes porciones de duodeno y su tratamiento. P: Proximal, D: Distal.
Parametro proporcionado por el software de evaluacion en la prueba.
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Gréfica 4B. Amplitud de la respuesta. Al generar el registro, la amplitud se
encuentra en funcion del tiempo, ello determina la duracion de la respuesta. P:
Proximal, D: Distal. Parametro proporcionado por el software de evaluacion en la

prueba.
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Gréfica 4C. Tension del tejido. La contraccidn se muestra en base a la tensiéon
gue se ejerce sobre el transductor tras la actividad del duodeno. P: Proximal, D:
Distal. Parametro proporcionado por el software de evaluacion en la prueba.
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7.5.

Prueba de toxicidad.

Mediante el protocolo establecido por la OECD [101], se hicieron las adecuaciones

para emplear menor cantidad de sustancia y generar una curva mediante 4 datos.

El analogo estudiado fue el M7A. Los resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Prueba de toxicidad del M7A i.g.

Tratamiento mg/kg

Dosis

Poblacion

Letalidad

Observaciones

INT

M7A
M7A
M7A

M7A

N/A
0.1
1
10

100

n=1
n=3
n=3
n=3

n=3

ol © O

Normal

Normal

Normal

Normal
Adormecimiento
temporal (4
horas)

No se encontraron evidencias suficientes para determinar que el anadlogo M7A

fuese toxico. Dado a la naturaleza de la estructura del analogo, muestra los signos

tipicos que ocasiona la MT por lo que no se considera un efecto adverso o no

deseado.
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8. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue el de evaluar los efectos que se tienen de dos
moléculas analogas de MT en los diferentes modelos experimentales propuestos y
con ello determinar si son aptas para proveer un efecto similar a la MT y otras
sustancias que hayan sido comprobadas dentro de los efectos buscados.
Directamente se analizaron los efectos ansiolitico, antidepresivo, el efecto sobre la
actividad locomotriz y sobre el tejido aislado, asi como sus posibles efectos toxicos
sobre unidades biologicas.

La ansiedad y la depresion son enfermedades que actualmente estan siendo
manifestadas por una gran parte de la poblacion y sus tratamientos son
frecuentemente acompafnados de efectos no deseados por lo cual se ha buscado
una alternativa para ayudar a mejorar la calidad de vida de quienes las padecen,
dado que repercute directamente en el rendimiento y formas de socializacion [1].

De acuerdo a los resultados obtenidos por la MBT, podemos ver que el nUmero de
esferas que el ratén entierra, disminuye considerablemente al tratarlos con estos
analogos estructurales, el modelo es utilizado al proveer informacién cuantificable
acerca de los niveles de ansiedad del animal como lo proponen Pinel y Treit en
1978 [97] . Inicialmente se ensayaron dosis equivalentes de los analogos y MT
(0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg), suponiendo que a las mismas dosis los efectos serian
similares, observandose que los analogos tenian un mejor efecto a dosis menores
a las de la MT y muy similares a las de DZ (0.25 y 0.5 mg/kg). En base a esto se
decidié probar con dosis menores con la idea de que el efecto ansiolitico mejorara
con ello y fue asi. En dos ocasiones fue utilizada una dosis al 50% de la inicial,
primero la de 0.25 mg/kg, generando un efecto ansiolitico mejor que el observado
a la dosis de 0.5 mg/kg, por lo que utilizamos incluso una disminucion mas en
0.125 mg/kg, generando un efecto en ocasiones mejor que el de las dosis
mayores. Esto nos puede decir algo acerca de la disponibilidad de los receptores,
sus subtipos [37], y su saturaciébn ya que sabemos que las moléculas que
probamos en este trabajo tienen un mayor tamafio en comparacién con la MT y

gue este factor puede interferir si las concentraciones de estas son mayores

39



alrededor del receptor cualesquiera que fuese la via de accién: membranal [38] o
citosdlica [39], interfiriendo esto en la disponibilidad de acoplar un mayor niumero
de moléculas y tener un efecto distinto.

Los efectos ansioliticos de estos anélogos resultaron significativamente mejores
en comparacion de la MT e incluso comparados directamente con los del DZ, una
benzodiacepina prototipo pata el tratamiento del TAG y que fue utilizada como
control positivo ya que se conoce, es un agonista del canal de GABA [6]
produciendo un efecto ansiolitico ampliamente demostrado [56]. Estos resultados
sorprenden bastante al tratarse de sustancias que se desconocia si tuviesen algun
efecto o incluso si fuesen toxicas a pesar de que anteriormente ya habian sido
estudiados otros analogos de MT sintetizados por Lira y cols [94] en otros modelos
experimentales. Uno de los inconvenientes del modelo de MBT es que so6lo una
persona debe ser quien observe y cuantifique si las esfera se encuentran
enterradas a mas del 75% de tu tamafio ya que eso depende mucho de la
perspectiva, angulo e incluso, subjetividad del criterio en comparacion con los
otros modelos en los cuales un software genera el reporte con los valores precisos

de los parametros de interés.

En lo que respecta al tratamiento de la depresion es bien conocido que al mejorar
las condiciones de suefio del individuo se mejoran esta al igual que otras
afecciones, disminuye [30], debido a esto se ha determinado que las
concentraciones enddgenas de MT tienen un importante papel dentro de la calidad
del suefio y con ello en el comportamiento de cada individuo como en la
depresion. De acuerdo a los resultados obtenidos, se muestra que los analogos
M6A y M7A también, proporcionan una disminucion del nivel de depresion en los
animales de experimentacion, esto se demuestra mediante los pardmetros
obtenidos en el modelo inicialmente propuesto por Porsolt en 1978 [99]. En el
momento en el que el animal entra en un estado depresivo deja de luchar por su
vida y permanece inmovil, un dato importante al momento de dictaminar el grado
de depresion de cada uno de las ratas. Ademas de estos parametros existe la

calidad y cantidad del movimiento efectuado y que, tiene un significado diferente
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cuando el animal realiza un movimiento rapido o un movimiento lento; estos datos
se observan en la distancia que recorre el animal nadando y la velocidad con la
gue lo hace, este aspecto desafortunadamente no es cuantificable, en la MBT ya
gue se desconoce qué tan rapido el raton entierra la esfera.

Una cuestion limitante de esta prueba fue que se utilizaron las dosis que en la
MBT proporcionaron un mejor efecto ansiolitico (0.125 mg/kg) comparadas contra
un control positivo como la AMT a una dosis de 9 mg/kg y MT a 1.0 mg/kg, aun asi
se observaron valores en los parametros muy similares entre los tratamientos y
claramente se aprecia una disminucion del grado de depresién en los animales
empleados a pesar de haberse administrado dosis mucho menores comparadas
con las demas sustancias. No se observaron modificaciones en la actividad
locomotriz de los animales, lo cual nos indica que el tratamiento con estas
sustancias no afecta dicha actividad a las dosis evaluadas. Otros parametros
como el tiempo de movimiento sefalan que los animales tratados con M6A y M7A
no se ven afectados en cuestién de actividad fisica, al igual que la distancia que
recorren dentro el campo abierto no hay diferencia estadistica en comparacién del
VEH, tanto como con la velocidad ya que bien se sabe que este factor muestra la
calidad del movimiento que se tiene dado que no es igual moverse lento o rapido
debido a una situacion de alerta, lucha-huida o incluso de vigilia ya que el principal
problema que se muestra con los tratamientos clasicos es precisamente la
afeccién en el estado de atencion y alerta [16]. Aunado a esto, dado que el modelo
fue separado en dos areas pudo determinarse la cantidad de tiempo en el cual el
animal estuvo en una u otra zona, la diferencia minima entre ellas nos indica que
el animal cambi6 constantemente de posicion y que su actividad locomotriz no se
vio afectada por ninguno de los tratamientos, incluso en la administracion de DZ

bajo las mismas condiciones.

En el experimento in vitro las respuestas obtenidas con MT y el analogo M7A este
presentd una relajacion muscular importante a concentraciones menores a 160
MM, muy similares a los que presenté la MT, ambos evaluados a las mismas

condiciones, concentraciones y tiempos. Este efecto se produce por la interaccién
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directa con los receptores de superficie e incluso su saturacion, efecto observado
posiblemente en la MBT dado que a concentraciones mayores a los 160 uM no
hubo cambios significativos en la actividad del tejido (relajacion), efecto contrario a
gue muestra la MT en todas sus concentraciones como es de esperarse, de
acuerdo a los trabajos previos de Bubenik y cols en 2008 [70] donde se muestra
un efecto relajante continuo al incrementar la concentracién de MT en el medio. En
lo que respecta a la respuesta del M7A a concentraciones de 320 y 640 uM, no
hay cambios mayores e incluso, se observan respuestas contractiles, una idea que
podria cobrar sentido al analizar el tipo de saturacion que se tiene con esta
molécula sabiendo que su tamafio es mayor al de la MT y proponer la hipotesis
de que se trate de una saturacién del receptor, ya sea membranal [38] o citosélico
[39]. En este caso se trata de una unién a nivel membranal ya que el efecto
desaparece con cada lavado del tejido. Los resultados obtenidos con este modelo
in vitro nos llevan a demostrar que el analogo evaluado en este modelo, el M7A,
tiene un efecto similar al de la MT a concentraciones menores a la concentracién
de 160 uM y que en esa ventana ejerce un efecto muy marcado de relajacion
sobre el duodeno aislado de rata. En este modelo no se emple6 algun sedante
previo al sacrificio del animal, lo que nos indica que el efecto es producido por la
accion de las sustancias administradas al tejido.

Las pruebas de toxicidad aguda indicaron que las moléculas sintetizadas por Lira-
Rocha y cols [94] tienen una ventana amplia de seguridad y que por debajo de los
100 mg/kg no hay riesgo evidente de tratamiento, esto nos lleva a sugerir también
gue el metabolismo hepatico tiene un papel fundamental dentro del metabolismo y
degradacion de estas sustancias. Puede sugerirse que al tratarse de moléculas
analogas a la MT no tendrian mayor problema por cuestiones de seguridad, pero
los grupos funcionales asi como proveen mejorias en las actividades deseadas,
también pueden ocasionar efectos adversos o toxicos en el organismo, lo cual no
es posible de determinar si el animal pasa por un proceso que no es notorio dentro
de las primeras 72 horas. En el caso del M7A, se sabe que tiene un grupo
funcional clorado, a diferencia del M6A que contiene un grupo ciano que, por falta
de disponibilidad no fue posible someterlo a una evaluacion de toxicidad aguda el
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cual se esperaba tuviese alguna repercusion por dicho grupo funcional que se
sabe, origina ciertos estragos a las funciones bioldgicas.
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9.

CONCLUSIONES

In vivo:

1)

2)

3)

4)

Mediante el modelo MBT se determiné que los andlogos M6A y M7A son
equieficaces ansioliticos.

La evaluacién antidepresiva se llevd a cabo con la FST y los analogos
producen un efecto antidepresivo similar al de la MT y la AMT.

Con el modelo de OFT los analogos no producen efecto sobre la actividad
locomotriz.

El andlogo M7A no produjo efecto toéxico incluso hasta 100 mg/kg.

In vitro:

5)
6)

7)

8)

El andlogo M7A produce un efecto bifasico.

El M7A produce un efecto de relajacién en masculo liso duodenal proximal
y distal, a concentraciones de 10 a 160 yM.

El M7A produce un efecto de contraccion en musculo liso duodenal
proximal y distal, a concentraciones de 320 y 640 uM.

La MT y la AMT producen disminucion de la actividad eléctrica en ambos

sistemas.
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10.PERSPECTIVAS

- Evaluar ambos anélogos a dosis equivalentes a MT en un modelo de
depresion dado que las dosis de estos fueron bajas.

- Realizar un perfil metabdlico en el organismo, dado que los efectos
observados mediante administraciones i.g no presentan mayor problema en
cuestiones de dosis y toxicidad.

- Realizar in vitro la evaluacion del andlogo M6A en un modelo de tejido
aislado al igual que con el M7A.

- Determinar la toxicidad del andlogo M6A, de suma importancia ya que
contiene un grupo CN™ en su estructura y posee potencial ansiolitico,

deseable de estudio.
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