<G NS WOHEHE 7

o A
o

n, ZZf\

aas /[ POR

FACULTAD DE QUIMICA

“EFECTO ANTIDEPRESIVO Y MECANISMO DE ACCION
DE LA MELATONINA, SUS ANALOGOS M2B Y M5C EN
LA PRUEBA DE NADO FORZADO”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:
EDGAR ARTURO DIAZ HERNANDEZ

MEXICO, D.F. ANO 2014




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: ELIA BROSLA NARANJO RODRIGUEZ
VOCAL.: Profesor: ANDRES NAVARRETE CASTRO
SECRETARIO: Profesor: JOSE FAUSTO RIVERO CRUZ

ler. SUPLENTE: Profesor: ALEJANDRO ORTIZ OSORNIO

2° SUPLENTE: Profesor: MARIA EVA GONZALEZ TRUJANO

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: UNAM. LABORATORIO
DE NEUROFARMACOLOGIA. DEPARTAMENTO DE FARMACIA. FACULTAD DE
QuiMicA. EDIFICIO “A”, LAB. 1/E ANEXO.

ASESOR DEL TEMA: DRA. ELIA BROSLA NARANJO RODRIGUEZ

SUPERVISOR TECNICO: DRA. OFELIA ESPEJO GONZALEZ

SUSTENTANTE: EDGAR ARTURO DIAZ HERNANDEZ




Agradecimientos.

Se agradece a el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e

Innovacion Tecnologica, Direccion de Asuntos del Personal Académico de
la Universidad Nacional Autdnoma de México (PAPIIT-DGAPA-UNAM) con
clave: IT201112, el apoyo otorgado para la realizacion de este trabajo y la

beca otorgada durante la realizacion del mismo.

Se agradece al Programa de Apoyo a Licenciatura (PAL), clave: 3000/3070

por el apoyo otorgado para la realizacion de este trabajo.




Agradecimientos

Son muchas a las personas a las que debo agradecerle por su apoyo
incondicional que me han brindado, en particular mi padre Julidn Diaz Garcia eres
un ejemplo a seguir y no sabes cuanto te agradezco el que siempre hayas estado
para mi para regafiarme o pedir un consejo siempre me has apoyado en todo y
eso es algo que no tiene precio, eres mi idolo no hay otra palabra y este solo es
un pequefio logro de los tantos que lograre y disfrutare a tu lado gracias papa. Mi
hermana Nayelli Diaz Hernandez por siempre apoyarme y siempre cuidarme como
lo haces al igual que a mi papa siempre estaremos juntos disfrutando de nuestros
logros espero que esto te ayude a seguir adelante con tu carrera y muy pronto yo
vea tu tesis para tu titulo los quiero y siempre estaré para ustedes porque son mi
familia y siempre luchare por que estemos juntos los quiero mucho.

Maria del Carmen Soto Luis a ti no puedo agradecerte porgue este también es tu
trabajo ya que tu contribuiste en todos los aspectos solo puedo decirte que sin ti
nada de esto se hubiera podido llevar a cabo y sabes cuanto te agradezco tu
apoyo siempre incondicional y el que siempre estuvieras para mi en todo momento
en los buenos y malos siempre estas ahi te quiero muchisimo y solo es uno de los
tantos logros que disfrutaremos juntos, solo me queda decirte que tienes mucho
trabajo y muchas metas que debemos cumplir te quiero mucho.

A mi familia que siempre me ha apoyado y a la que no me apoyo también se lo
agradezco porque si no me hubiesen pasado esas cosas creo que no hubiera
podido hacer este trabajo. Gracias a mi abuelita Julia Hernandez porque siempre
creyé en mi y nunca me dejo y al igual que mi abuelo Ramén Diaz ya no estan
con nosotros pero sé que siempre me acompafaran. Mi abuelita Gudelia Garcia
qgue le puedo decir abuela la quiero mucho y sepa que su nieto ya termino y no
sabe cuanto le agradezco por siempre apoyarme en todo momento y siempre
motivarme a seguir al igual que mi tio Alfredo Diaz tio gracias por siempre
apoyarme sin hacer preguntas y solo hacerlo no sabes cuanto te lo agradezco tio
sabes que siempre contaras conmigo incondicionalmente. Mi tia Martha
Hernandez y mi prima Leticia Herndndez saben que las quiero y se han
convertido en personas muy importantes para mi les agradezco todo su apoyo y
siempre contaran conmigo en todo momento siempre.

Doctora Elia Naranjo Rodriguez que le puedo decir solamente gracias por
regafiarme tanto y sobre todo por confiar en esta persona que toco a su puerta
pidiéndole servicio social y que ahora no quiere irse por que quiere trabajar un
largo tiempo a su lado, gracias es una persona admirable y solo me queda decirle
gue seguiremos adelante trabajando seguramente por muchos afios mas asi que
me tendra que aguantar mucho tiempo la quiero.




indice
Listado de abreviaturas

indice de esquemas

indice de figuras

Resumen

Introduccion
Generalidades

Objetivo

Hipotesis

Materiales y métodos
-Animales

-Farmacos

-Prueba de nado forzado (FST)
--Prueba preliminar
--Prueba

-Prueba de campo abierto
-Andlisis estadistico
Resultados

Discusion

Conclusion

Referencias




Listado de abreviaturas

4P-PDOT  Cis-4-fenil-2-propionamidotetralina
S5HT 5 — hidroxitriptamina

AMPc Adenosin monofosfato-3',5' ciclico
ANDEVA  Anadlisis de varianza

ca® Calcio

CaM Calmodulina

CREB Elementos de respuesta a AMPc
DAG Diacilglicerol

FST Prueba de nado forzado

GABA Acido Gamma Amino Butirico
GMP Guanosin-5-monofosfato

GMPc Guanosin-5-3-monofosfato ciclico

GTP Guanosin trifosfato

GP Glandula pineal

Receptor MT1 humano

Intraperitoneal

Inositol 1, 4,5-trifosfato

Inhibidores de la recaptura de noradrenalina
Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina y
noradrenalina

Inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina
Potasio

Melatonina

Magnesio

Receptor N-metil-D-aspartato




Oxido Nitrico Sintasa

Oxido Nitrico Sintasa Neural
Nucleo supra-quiasmatico

Proteina cinasa A

Proteina cinasa C

Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
Fosfolipasa C

Sistema Nervioso Central
Polimorfismos de un solo nucleétido

Solucién salina isotonica

Prueba de suspension en cola

Zinc




indice de esquemas

Esquema 1. Sefializacion de la activacion del receptor MT1

Esquema 2. Sefializacion de la activacion del receptor MT2

Esquema 3. Prueba de suspensién en cola

Esquema 4. Prueba de nado forzado

Esquema 5. Sitios de union del NMDAr

Esquema 6. Via de Sefalizacion del Receptor 5HT-2C

Esquema 7. Via de sefalizacion del NMDAr




indice de figuras

Figura 1. Estructuras quimicas de los analogos 1 N-sustituidos de MT

Figura 2. Efecto de MT y sus analogos en la FST y campo abierto

Figura 3. Combinacién de MT con bloqueadores del NMDAr

Figura 4. Combinacion de MT con el sustrato de la NOS

Figura 5. Combinacién de MT con los antagonistas de MT1/MT2




Resumen.

Los antidepresivos clasicos producen efectos adversos severos, por lo que se han
buscado tratamientos alternativos como la melatonina y sus analogos. En este
estudio evaluamos el efecto antidepresivo de fluoxetina (8 mg/kg), dos analogos 1-
N-sustituidos de melatonina “M2B” y “M5C” (10 mg/kg) por via ip., en las pruebas
de nado forzado y campo abierto. Se evalud la interaccion de melatonina (10
mg/kg) con las sustancias guanosin-5-monofosfato (250 mg/kg), acido ascoérbico
(100 mg/kg), L-arginina (750 mg/kg), luzindol (5 mg/kg) vy cis-4-fenil-2-
propionamidotetralina (3 mg/kg). La melatonina, M2B y M5C disminuyeron
significativamente el tiempo de inmovilidad (p<0.05) con respecto al vehiculo en la
prueba de nado forzado. La co-administracion de melatonina y guanosin-5-
monofosfato redujo significativamente el tiempo de inmovilidad (p<0.001)
comparado con guanosin-5-monofosfato. Por su parte el acido ascorbico no
mostro diferencia comparado con los producidos por su interaccién con
melatonina, se obtuvieron resultados similares con L-arginina y cuando se co-

administré con melatonina; sin embargo, los tratamientos con luzindol, cis-4-fenil-

2-propionamidotetralina y la combinacién entre luzindol y melatonina, mostraron

disminuir el tiempo de inmovilidad de manera significativa (p<0.0001) comparados
con el vehiculo. Ninguan tratamiento modificé la actividad locomotriz en la prueba
de campo abierto. El presente trabajo demostr6 que tanto los agonistas

melatoninérgicos, como los antagonistas a los receptores MT1 y MT2 produjeron




un efecto antidepresivo en la prueba de nado forzado, y que el efecto de

melatonina probablemente no solo se relacione con los receptores a melatonina.




Introduccion.

La depresion es uno de los trastornos psiquiatricos mas comunes que presenta
como principal sintoma la incapacidad para experimentar placer, sin embargo, los
antidepresivos clasicos producen efectos adversos severos, por lo que se han
buscado tratamientos alternativos que no involucren al sistema de las
monoaminas. Una de las sustancias alternativas propuestas es la melatonina

(MT), ya que posee efectos a nivel de sistema nervioso central (SNC), ademas

que resincroniza los ciclos circadianos, mejorando el suefio, situacién que no se

ve mejorada con los antidepresivos clasicos. La MT es una neurohormona que
tiene un corto tiempo de vida media, es inestable a la luz y a la temperatura
cuando se encuentra en solucion, caracteristicas que no le permiten tener un
potencial farmacolégico. Con base a esto, y al igual que nosotros, diversos grupos
de investigacion estan en la busqueda de nuevos analogos de MT para tratar la
ansiedad y la depresion. Por esta razon, en este trabajo se evalué a dos analogos
de MT en un modelo animal para farmacos antidepresivos como lo es el nado
forzado (FST). Por otro lado, hasta la fecha la MT, ha sido estudiada por diversos
autores, sin embargo, no se ha podido dilucidar el o los mecanismos de accion por
los cuales la MT produce diversos efectos, por lo tanto este trabajo esta dirigido

también a tratar de dilucidar este mecanismo.




Generalidades.

La depresion es un trastorno de elevada frecuencia en la poblacion general y
constituye uno de los trastornos psiquiatricos mas comunes; un informe de la
organizacion mundial de la salud consider6 a la depresion como una de las
condiciones médicas que provoca mayor agobio en el mundo (Arango et al.,
1990). Diversas evidencias sugieren que la depresion tiene una etiologia
biolégica, no obstante, a pesar de la enorme cantidad destinada a revelar sus
bases organicas y de los notables progresos alcanzados (Duman et al., 1997). Se
ha reportado que la depresion se presenta basicamente a la suma de factores

biolégicos como el estrés, con incapacidad del individuo para afrontarlo. Por lo

tanto, se pueden considerar dos formas béasicas de depresion, exdgena y

enddgena. La depresion exdgena obedece a una causa externa, generalmente
bien definida (pérdida de un familiar o de un ser amado, pérdida monetaria o de
posicion social, enfermedad invalidante etc.) (Alguacil et al., 1996). La depresion
enddgena, en cambio, no tiene causa externa, lo que lleva a considerarla una
alteracion bioldgica, como ocurre en la psicosis bipolar (maniaco-depresiva) o

unipolar (depresiva) (Alguacil et al., 1996).

Esto nos lleva a analizar situaciones de la vida diaria, en donde se nos presentan
factores o estimulos que nos pueden inducir a la depresion. Tal es el caso de la
ansiedad y/o el estrés, asi como el valor afectivo, el cual juega un papel
importante en este trastorno. En otras palabras, el estrés es un factor importante
para que el estado depresivo se genere y no puede separarse de los cambios

bioldgicos (genéticos, bioquimicos y moleculares) que determinan las alteraciones




en la homeostasis y por ende en la funcién cerebral. La fisiopatologia de la

depresion es una de las mas complejas a estudiar debido a la relacion de factores

exodgenos y endégenos que afectan directamente al organismo y presentan como

principal sintoma, la incapacidad para experimentar placer de cualquier indole

(Krishnan y Nestler 2008).

Las sintomas caracteristicos para definir los trastornos depresivos son: energia
reducida, pérdida del interés, baja concentracibn mental, reducida autoestima y
pensamientos de culpabilidad, ideas de auto dafio 6 suicidio, trastornos del suefio

y alteraciones del apetito (Krishnan y Nestler 2008).

Para tratar el trastorno de la depresion se emplean farmacos antidepresivos, estos
tienen un verdadero valor en el tratamiento de este trastorno, sin embargo, toman
varias semanas para ejercer plena eficacia por lo que muchos pacientes
responden de forma inadecuada al tratamiento, donde algunos sintomas a
menudo no estan bien controlados; ademéas de un tratamiento farmacol6gico
existen otros tipos de tratamiento, como el electroshock o la asistencia con
terapeutas especializados, en donde el paciente puede recibir tratamientos con
medicamentos y/o combinados con los psicoterapéuticos. Sin embargo, la
farmacoterapia se mantiene en el centro del tratamiento para un episodio
establecido de depresion, por lo que hay una clara necesidad de nuevos y

mejorados antidepresivos (Nestler et al., 2002).

Los primeros antidepresivos triciclicos (amitriptilina), actian suprimiendo la

recaptura de monoaminas, e inhibiendo la monoamina oxidasa, que interfiere con




su catabolismo; estos antidepresivos se introdujeron en las décadas de 1960 y
1970, transformando el tratamiento de la depresion, pero la presencia de efectos
secundarios y poca seguridad, pronto los convirtieron en un problema aparente.
En los afios 80°s y 90°s se introdujeron los inhibidores selectivos de la
serotonina (5-hidroxitriptamina; 5HT) y / o de la recaptura de noradrenalina (NA)

(Reid y Stewart, 2001).

Los inhibidores selectivos de la recaptura de 5HT (ISRS), de NA (INIA) o de
5HT/NA (IRSN) poseen un mayor margen de seguridad, asi como una gran

utilidad en el tratamiento de la ansiedad, pero no ofrecen ganancia real en la

eficacia comparada con los de la primera generacion (antidepresivos triciclicos,

recaptura de NA), que actdan a través de mecanismo monoamineérgico (Krishnany

Nestler, 2008).

Estos antecedentes muestran que el tratamiento esta dirigido hacia las
monoaminas y que se requieren tratamientos alternativos que no involucren a
estas vias; esto se basa en la existencia de aproximadamente 30 receptores
involucrados en los trastornos depresivos, lo que da pauta a la interaccion de
farmacos, tal como la co— administracion de un ISRS con litio para la depresion
resistente, este tratamiento sigue siendo una opcidén atractiva y validada
clinicamente, (Sungho et al., 2007). También existen farmacos para el tratamiento
de la depresibn que no actian por las vias de las monoaminas. Estas
investigaciones se han centrado principalmente en ligandos como la neuroquinina
y el factor de liberacion de receptores de corticotropina, desafortunadamente, los

ensayos clinicos realizados han sido decepcionantes, irénicamente, porque estas




sustancias son muy selectivas y por lo que no producen el efecto esperado

(Krishnan y Nestler 2008).

Por otro lado, ensayos piloto han reportado efectos antidepresivos de los

antagonistas del N-metil-D-aspartato (NMDA), pero sin embargo, no poseen todas

las caracteristicas que debe cumplir un farmaco antidepresivo. Sustancias

disefiadas para manipular directamente las sefiales intracelulares, controlar la
neurogénesis y la capacidad de recuperacién neuronal son también de interés
antidepresivo. Como podemos observar, los tratamientos antidepresivos desde su
inicios hasta la fecha no son del todo satisfactorios (Sungho et al., 2007). Un
enfoque alternativo, atractivo e innovador hacia un mejor tratamiento de la
depresion se centra en otro tipo de sustancias, como es el caso de la melatonina,
un importante regulador de los ritmos circadianos, que en la depresion estan
desfasados (Srinivasan et al., 2011). La Melatonina (MT), N-acetil-5-
metoxitriptamina, es una neurohormona secretada durante la noche por la
glandula pineal (GP). En animales vertebrados ejerce principalmente sus efectos a
través de los receptores de membrana MT1 y MT2, que estan acoplados a
proteinas G y difieren en cuanto a la afinidad por la MT, la cual muestra una mayor
afinidad por el receptor MT2 (Kato et al., 2005). Las vias de transduccion de
sefales para estos receptores varian entre los diferentes tejidos y células, y se ha
confirmado que la inhibicion de la adenilato ciclasa puede ser un mecanismo de
sefalizacion para MT1y MT2 (Esquema 1y 2) (Reppert et al., 1995). También se

ha reportado que el receptor MT1 estd acoplado a diferentes proteinas G,




incluyendo Gia2, Gia3 y Gaqg, quienes median la inhibicién de la fosfolipasa C

(Brydon et al., 1999).

Por otro lado, la activacion de los receptores MT2 también puede dar lugar a la
inhibicion de la formacion de guanosin-3-5- monofosfato ciclico (GMPc) (Petit et

al., 1999). En estructuras como el nucleo supraquiasmatico (NSQ), la MT aumenta

la actividad de la proteina cinasa C (Esquema 2) a través de la activacion de

receptores MT2 (Hunt et al., 2001). La activacion de los receptores por MT
controla los ritmos circadianos, estacionales y la regulacion del suefio, lo que ha
llevado a plantear la importancia de la misma en el desarrollo de los individuos. La
regulacion del suefio no solo se relaciona con el descanso de la persona, ya que
una alteracion en el ciclo circadiano, en particular sobre la MT puede producir

dafios en el sistema nervioso central (SNC) (Pandi et al., 2006).
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Esquema 1. Sefializacidon de la activacion del receptor MT1 (Reppert et al, 1995).
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Esquema 2. Sefalizacién de la activacion del receptor MT2. (Reppert et al, 1995).

La deficiencia de MT o de sus receptores MT1 y MT2, dan como resultado una
alteracion del suefio, dando como consecuencia una relacién estrecha entre los
trastornos del suefio y los trastornos del estado de animo, algunos autores
sugieren que la MT relaciona estos dos trastornos implicando asi a la MT en la
fisiopatologia de la depresion; (Srinivasan et al., 2009). En el afio 2000 se
demostré que la administracion de MT fue eficaz para mejorar el suefio en los

pacientes con trastorno depresivo (Dalton et al., 2000), una administracion de MT




exdgena ha mostrado disminuir algunos sintomas de la depresion (Pandi et al,
2008). Para evaluar el efecto antidepresivo se han desarrollado diferentes
modelos, la MT ha mostrado un caracter antidepresivo, en modelos animales
como: suspension en cola (Esquema 3) (TST), nado forzado (Esquema 4) (FST) y
estrés cronico leve. La MT ha mostrado ser eficaz en estos 3 modelos contra la

depresion (Matthew et al, 2003; Bernardo et al, 2009; Binfaré et al, 2010).

Esquema 3. Prueba de suspension en cola (Binfaré et al, 2010).

Reforzando esta idea existen estudios en ratones de tipo C57BL knock-out para

MT1, donde se muestran déficits en la respuesta sensomotora y alteraciones en el

comportamiento en comparacion a los ratones tipo salvaje, en la prueba del

sobresalto acustico (PPI); esta prueba consiste en estimular al ratbn mediante
sonidos de diferente intensidad para evaluar la capacidad de respuesta ante estos

estimulos.




Los ratones de esta misma cepa también muestran un aumento en la depresion
(Weil et al., 2006); esta fue evaluada en la FST donde se evalla la desesperacion
del animal, que es obligado a nadar en un cilindro donde no hay escape hasta que
muestra un estadio de desesperacion donde solo realiza movimientos necesarios
para flotar (Esquema 4), a este comportamiento se le llama inmovilidad y es la que
se cuantifica en la prueba (Porsolt et al 1978). El estudio en ratones knock-out

para MT1, revela una implicacion directa de estos receptores sobre la depresion

(Weil et al, 2006).

e N -coE-
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Esquema 4. Prueba de nado forzado (www.springerimages.com).

En lo que respecta al receptor MT2, este ha sido implicado en la depresién donde
se muestra que existen polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) que afectan

Su expresion y se asocian a la depresion; el estudio se realiz6 en pacientes
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hombres y mujeres con trastorno depresivo recurrente, utilizando la
genotipificacion y cebadores especificos para los polimorfismos, mostrando asi

que existe una relacion en la expresion del mMRNA MT2 vy las variantes genéticas

que influyen en la susceptibilidad para la depresion recurrente, mostrando que el

receptor MT2 esta implicado en la etiologia de la depresion (Gatecka et al., 2011).

Sin embargo, el efecto de MT no solo se le atribuye a la via de activacion de
receptores MT1 y MT2 ya que el efecto antidepresivo se ha relacionado con otras
vias de sefalizacion implicadas en la conducta, como lo son los receptores de
dopamina, serotonina, glutamato y la via del 6xido nitrico (Binfaré et al., 2010,
Sutcu et al., 2006). La via sobre la cual se ha propuesto que tiene mayor relacién
la MT es la via del NMDAr (Esquema 5) ya que en un estudio se muestra que la
administracion de MT 20 mg/kg por via ip., a ratas Wistar durante 4 semanas,
aumenta la densidad de NMDAr en el hipocampo, zona del cerebro que esta
implicada en la etiologia de la depresion, aunque el mecanismo por el cual la MT
incrementa los receptores NMDA no se ha descrito (Sutcu et al., 2006). Otro
experimento muestra que la MT antagoniza los receptores NMDA (Mantovani et al,

2005).
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Esquema 5. Receptor NMDA (Mantovani et al, 2005).

Un estudio en ratones evaluo la relacion de los receptores de dopamina (D1 y D2)
con el efecto antidepresivo de la MT en la TST y en la FST, mostrando evidencia
de que el efecto antidepresivo de MT puede estar estimulando a los receptores
D1y D2 ya que el efecto de MT fue inhibido por antagonistas de estos receptores
como el haloperidol y el SCH23390 (Binfaré et al., 2010). Otro estudio, relaciona

indirectamente a la MT con los receptores 5HT- 2A (Esquema 6) como principal

blanco por el cual se lleva a cabo el efecto antidepresivo, este experimento se

realizé en ratas Wistar y estudié la relacion de MT con corticosterona, la cual
atenua los efectos de MT en la FST y el mecanismo por el cual se lleva a cabo es
gue la MT antagoniza a los receptores 5HT-2A, donde la corticosterona estimula a
estos receptores e inhibe el efecto de MT (Hill et al., 2003). Como podemos ver el

mecanismo por el cual la MT presenta un efecto antidepresivo no esta claro, pero
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si ejerce este efecto y en otro estudio se muestra que también puede potenciar el
efecto de los antidepresivos clasicos como lo es el de la imipramina (Ergin et al.,
2008), aqui se muestra que la MT puede tener un efecto potenciador en la
administracion de imipramina en la FST ya que la administracién de antidepresivos
clasicos aumenta la expresibn de receptores MT1 y MT2

(Hariharasubramanian et al., 1986).
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Esquema 6. Via de Sefalizacion del Receptor 5HT-2C (Ergin et al., 2008).

Sin embargo, el corto tiempo de vida media de la MT y su inestabilidad no le han
permitido ser eficaz en otros modelos para la depresién por lo que se busca
obtener compuestos similares a la MT pero con mayor efecto, o con mayor

afinidad por los receptores de MT1 y MT2 dando asi como resultado un efecto



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hariharasubramanian%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3677195

antidepresivo, tal es el caso de la Agomelatina, que es un analogo de MT con
caracter antidepresivo que se encuentra en el mercado como el principal
tratamiento de este tipo contra la depresion, debido a sus bajos efectos
secundarios y su mejora en el suefio en pacientes con depresion, también ha
mostrado ser eficaz en modelos para la depresion donde la MT no ejerce algun
efecto como en la impotencia aprendida, y la disminucion de la hiperactividad en

ratas bulbectomizadas (de Bodinat et al., 2010, Norman et al., 2012).

Agomelatina se muestra como un nuevo tratamiento que propone un efecto

sinérgico con un mecanismo de accion de agonismo de los receptores MT1 y

MT2 y un antagonismo de los receptores 5HT 2C propiciando una combinacion de
mecanismos que dan como resultado un nuevo tratamiento para la depresion
(Norman et al., 2012). Se han comercializado otros analogos de MT como el
Rameltedn y aunque tiene afinidad por los receptores MT1 y MT2 no muestra un
caracter antidepresivo como la Agomelatina. El Rameltebn so6lo muestra
caracteristicas contra el insomnio lo que nos deja en duda si los receptores de MT
son los responsables del efecto antidepresivo de Agomelatina (Bodinat et al.,
2010). Otro analogo de MT que muestra un caracter ansiolitico antidepresivo es el
compuesto Neu-P1, el cual produce efectos en pruebas donde MT no ha mostrado
efectos contra la depresién como lo es el caso de la prueba de la impotencia
aprendida. La evaluacion del efecto antidepresivo del Neu-P11 nos muestra la
posibilidad de que dicho efecto sea por via no melatoninérgica. Los autores de ese
trabajo mencionan como posibilidad la relacién de este efecto antidepresivo con el

complejo GABA, el receptor NMDA vy la via del 6xido nitrico (Esquema 7) o en su




defecto con los receptores 5HT mostrando una nueva alternativa para el

tratamiento de estos trastornos afectivos (Tian et al., 2010).

NMDA
RECEPTOR

Esquema 7. Via de sefializacion del NMDAr (Mantovani et al, 2005).

Con base a estos antecedentes y en la busqueda de un antidepresivo con mayor
tiempo de vida media, mayor estabilidad y menores efectos adversos en la

Facultad de Quimica de la UNAM, se han sintetizado los analogos 1-N sustituidos

de MT por el Doctor Alfonso Lira Rocha y la Doctora Ofelia Espejo Gonzalez (Lira-

Rocha et al., 2002).




Objetivos.

Evaluar a MT, sus analogos 1-N-sustituidos M2B (N-{2-[5-metoxi-1-(4-metilbencil)-
1H-indol-3-il] etil} acetamida), M5C (N-{2-[5-metoxi-1-(4-nitrobenzoil)-1H-indol-3-
il] etil} acetamida) (Figura 1) y Fluoxetina (antidepresivo clasico) en la FST y
dilucidar el mecanismo de accién mediante la combinacion de MT con GMP,

acido ascorbico, L-arginina y Luzindol.

Hipotesis.

La MT asi como los analogos de MT con estructura similar a MT podran ejercer un

efecto antidepresivo en la FST ademés que el uso de los antagonistas disminuira

el efecto producido por MT.




Figura 1. Estructuras quimicas de los analogos 1-N-sustituidos de MT como

M2B:(N-{2-[5-metoxi-1-(4-metilbencil)-1H-indol-3-il] etil} acetamida) y M5C: (N-{2-

[5-metoxi-1-(4-nitrobenzoil)-1H-indol-3-il] etil} acetamida).




Material y métodos.

Animales.

Se utilizaron 112 ratas Wistar macho (200-250 g) (Laboratorios Harlan México),
almacenadas en cajas de policarbonato transparente y en condiciones estandares
de temperatura (23 £ 1°C), humedad relativa (50 %) y luz (12/12 h). Los animales
se adaptaron durante una semana a estas condiciones y tuvieron libre acceso al
agua y alimento (Laboratory Rodent Chow 5001). Los experimentos se llevaron a

cabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062 -ZO0-1999 y aprobado

por el comité de ética local, oficio/FQ/CICUAL/067/13.

Farmacos.

Como vehiculo (0.1 mL/100 g) se utiliz6 Tween 80 (Merck) diluido en soluciéon
salina isotonica estéril, SSI (0.9 %, Abbott) con una concentracion al 5%, la MT (10
mg/kg) (Sigma Aldrich) y sus analogos M2B y M5C (10 mg/kg) (UNAM, Facultad
de Quimica) se disolvieron en Tween 80 y en SSI. El luzindol (5 mg/kg) (Sigma-
Aldrich), se disolvi6 en SSI con DMSO 1% (J.T. Baker); el cis-4-fenil-2-
propionamidotetralina (3 mg/kg) [(4P-PDOT) (TOCRIS)], se disolvié en SSI etanol
1%; fluoxetina (8 mg/kg); L-arginina (750 mg/kg); guanosin-5'-monofosfato (250
mg/kg) (GMP) inhibe al NMDAr; acido ascérbico (100 mg/kg) estas Ultimas se

disolvieron en el vehiculo y adquirieron en Sigma-Aldrich México.




Prueba de nado forzado (FST).

Los estudios de comportamiento se realizaron con la prueba FST, previamente
descrita y modificada, en donde se aument6 la profundidad del agua para

incrementar la sensibilidad (Porsolt et al., 1978; Hill et al., 2003). Las ratas se

separaron al azar, en 14 grupos experimentales (n=8): Vehiculo, MT, fluoxetina,

M2B, M5C, GMP, L-arginina, acido ascorbico, luzindol, 4P-PDOT, GMP + MT, L-

arginina + MT, Ac. Ascorbico + MT y Luzindol + MT.

Los experimentos se llevaron a cabo entre las 12:00 y 17:00 h en condiciones
estandares y con luz roja (50 watts). Las ratas se colocaron individualmente en
cilindros de metacrilato (OMNIALVA, 60 cm de altura, 25 cm de diametro interno),
los cuales contenian agua (22 + 1° C) a una altura de 40 cm. Para evitar la
interferencia de sustancias que pueden afectar el comportamiento de los animales

en la FST, se cambié el agua del cilindro entre cada experimento.

Prueba preliminar.

La FST consta de un entrenamiento previo, en el que los animales nadan durante
15 minutos, que es un tiempo suficiente de adaptacion a las condiciones del
cilindro. La prueba preliminar facilita el desarrollo de la inmovilidad durante la
sesiéon de prueba y aumenta la sensibilidad para la deteccién del comportamiento

antidepresivo (Borsini et al., 1989).




Prueba.

Veinticuatro horas después a la prueba preliminar y 30 minutos antes del
experimento, los farmacos se administraron via i.p., de acuerdo al disefio
experimental; posteriormente, las ratas se colocaron dentro del cilindro durante 5
minutos. Para evaluar la co-administracion, primero se administré la sustancia
inhibidora, 30 min después se administré la MT y 20 minutos después se llevo a
cabo la FST. La inmovilidad se consideré en el momento que la rata estaba
inmovil y solo realizé los movimientos minimos necesarios para mantenerse a flote
(Porsolt et al., 1978). El tiempo de inmovilidad se registré6 en segundos (s) y se

videograb6 con una camara acoplada a un software (OMNIALVA).

Prueba de campo abierto.

Ocho dias posteriores a la FST se realiz6 la prueba de campo abierto para
cuantificar la actividad locomotriz. Las ratas se colocaron en forma independiente,

en una caja de metacrilato transparente (40x40x40 cm) durante 10 minutos,

grabando la sesién con una videocadmara acoplada a un software (OMNIALVA),

que determind la distancia total recorrida en cm. Las sustancias se administraron

de la misma forma que en la FST.

Anaélisis estadistico.

Para ambas pruebas se utilizd el programa estadistico GraphPad Prism 6. Los
datos se reportaron como la media * error estandar (M£S.E.M.). Se realiz6 una
prueba de andlisis de varianza (ANDEVA) de una via y una prueba post hoc de

Tukey, considerando una diferencia estadistica significativa de p<0.05.




Resultados.

Efecto de MT y sus analogos.

La MT y la fluoxetina disminuyeron significativamente (p<0.01) el tiempo de
inmovilidad (153.6+10.53 sy 158.7+4.14 s, respectivamente) al compararlas con el
vehiculo (202.1+6.97 s) en la FST (Figura 2A); sin embargo, no se encontro
diferencia significativa entre los tratamientos con MT y fluoxetina. En la prueba de
campo abierto, la MT y la fluoxetina no modificaron la actividad locomotriz,
mostrando una distancia total recorrida para MT de 1665.0 + 154.0 cm y fluoxetina
de 1512.1 + 118.7 cm, comparadas con la distancia obtenida con el vehiculo
(1611.8 £ 116.9 cm) (Figura 2B); también se evalu6 a los analogos M2B y M5C
dando como resultado un tiempo de inmovilidad de 158.0 £+ 9.7 sy 146.1 £ 15.3 s
respectivamente, los cuales disminuyeron significativamente (p<0.05) el tiempo de

inmovilidad comparado con el vehiculo (Figura 2C). Estos resultados indican que

los analogos muestran un efecto similar a MT. En la prueba de campo abierto el

M2B (1527.2+116.93 cm) y M5C (1623.4+152.03 cm) no muestran diferencia

significativa en la distancia total recorrida (Figura 2D).
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Figura 2. Efecto del tratamiento con fluoxetina (8 mg/kg) y MT (10 mg/kg) dado por
el tiempo de inmovilidad en la FST (A). Actividad locomotriz en la prueba de
campo abierto de las sustancias evaluadas en FST determinada por la distancia
total recorrida (B). Efecto del tratamiento con M2B (10 mg/kg) y M5C (10 mg/kg)
dado por el tiempo de inmovilidad en la FST (C). Actividad locomotriz en la prueba
de campo abierto de las sustancias evaluadas en FST determinada por la

distancia total recorrida (B). Cada barra representa la media + S.E.M. (n=8); *




p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001; en comparacion con el control tratado con

vehiculo.

Interaccién de MT con sustancias que bloquean el NMDAr y un sustrato de

la NOS.

Se evalud la interaccion con el GMP, nucleodtido que se sabe inhibe algunas
acciones del NMDAr (Schmidt et al.,, 2000) por que no mostr6 un cambio
significativo en el tiempo de inmovilidad (205.9 + 7.84 s), para el caso de la co-
administracion de GMP y MT se obtuvo un tiempo de inmovilidad de 1405 + 7.1 s,
produciendo una disminucion significativa (P<0.0001) comparado con el
tratamiento de GMP (Figura 3A). En la prueba de campo abierto no se encontro
diferencia entre los grupos tratados (Figura 3B), lo que sugiere que no hay efecto
estimulante con GMP y con la combinacion entre GMP y MT. Posteriormente, se
evaluo al &cido ascorbico (174.3 + 9.51 s) que se sabe, bloquea algunas acciones
del NMDAr (Zomkowski et al., 2002) y el acido ascérbico en combinacion con MT
(173 £ 11.76 s) no presentan diferencia significativa, lo que nos indica que el acido
ascorbico bloquea los efectos de MT (Figura 3C). Los resultados de la actividad
locomotriz para el tratamiento con acido ascorbico (1648.3 + 91.32 cm) y la
interaccion de &cido ascorbico con MT (1636.9 + 107.61 cm) no muestran
diferencia significativa lo que descarta algun efecto estimulante para ambas
sustancias (Figura 3D). Tampoco hubo diferencia significativa en las respuestas
con L-arginina un sustrato de la NOS (Da Silva et al., 2000) (172.3 £ 11.76 s) y
con la interaccién de L-arginina con MT (174.31 + 9.51s) lo que muestra que L-

arginina inhibe el efecto antidepresivo de la MT (Figura 4A). De igual forma,
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ambos tratamientos no presentaron efecto sobre la actividad locomotriz, con una
distancia total recorrida para L-arginina de 1648.2 + 227.72 cm y de L-arginina con

MT de 1600.7+187.65 (Figura 4B).
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total recorrida (B). Pre tratamiento con acido ascorbico (100 mg/kg) y la posterior
administracion de MT (10 mg/kg) dado por el tiempo de inmovilidad en la FST (C).
Actividad locomotriz en la prueba de campo abierto de las sustancias evaluadas
en FST determinado por la distancia total recorrida (D). Cada barra representa la
media + S.E.M. (n=8); * p<0.05, **p<0.01,**** p<0.0001; en comparacion con el

control tratado con vehiculo.
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Figura 4. Efecto del pre tratamiento con L-arginina (100 mg/kg) y administracion de

MT (10 mg/kg) dado por el tiempo de inmovilidad en la FST (A). Actividad




locomotriz en la prueba de campo abierto de las sustancias evaluadas en FST
determinado por la distancia total recorrida (B). Cada barra representa la
media+S.E.M. (n=8); * p<0.05, en comparacion con el control tratado con

vehiculo.

Interaccién de MT con antagonista MT1/MT2.

Por ultimo se evalué la interaccion de MT con los receptores MT1/MT2 empleando
un antagonista como lo es luzindol. Los resultados obtenidos con el luzindol (142.8
+ 5.49 s) y el tratamiento de luzindol mas MT (143.1 + 10.93s) mostraron una
diferencia significativa con respecto al vehiculo (202.1 = 7.04s) (p< 0.0001)
(Figura 5A); sin embargo, no se encontré diferencia entre el tratamiento con

luzindol y la combinacién de este con MT. Con el fin de esclarecer el efecto

obtenido por el antagonista luzindol, se evalué al 4P-PDOT que es un antagonista

selectivo para MT2 (Lucarini et al., 2006), presentando un tiempo de inmovilidad
de 1485 + 7.6 s, el resultado obtenido mostr6 una diferencia significativa
(p<0.001) con respecto al vehiculo (202.1 + 7.04 s) (Figura 5A). El 4P-PDOT
(1600.9 + 87.33 cm), luzindol (1445.2 + 179.29 cm), luzindol mas MT (1520.5 +
111.61 cm) mostraron que no existe diferencia en la actividad locomotriz (Figura
5B), efectos que demuestran que los antagonistas MT2 y la combinacion con MT

ejercen un efecto antidepresivo.
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administracion de MT (10 mg/kg), la administracion de 4P-PDOT (3 mg/kg) dado
por el tiempo de inmovilidad en la FST (A). Actividad locomotriz en la prueba de

campo abierto de las sustancias evaluadas en FST determinada por la distancia




total recorrida (B). Cada barra representa la media + S.E.M. (n=8); ** p<0.01, ***

p<0.01; en comparacion con el control tratado con vehiculo.

Discusion.

La FST es una prueba de comportamiento ampliamente utilizada para la seleccion
de nuevos agentes antidepresivos y explora el mecanismo subyacente de la
depresion debido a la rapida aplicacidén de la FST y las caracteristicas confiables a
través de experimentos en la misma cepa de animales (Petit-Demouliere et al.,
2005; Porsolt et al., 1977). Los resultados en el presente estudio proponen una
alternativa de tratamiento contra la depresion, en cuanto al sistema que involucra
a la MT ya que los resultados obtenidos muestran que no existen diferencias entre
un tratamiento con MT y un tratamiento con un antagonista de los receptores 5HT-
2C que es un antidepresivo clasico (Figura 1A), se ha reportado que el tratamiento

de estos antidepresivos aumenta la densidad de receptores a MT (Nemeroff

y Owens, 2002), también el tratamiento con imipramina incrementa las

concentraciones de MT séricas (Hariharasubramanian et al., 1986). Por otra parte,
se ha reportado un efecto aditivo cuando se administra imipramina con MT a dosis
sub-efectivas (20 mg/kg y 5 mg/kg respectivamente) en la FST lo que nos sugiere
que en el papel de los antidepresivos clasicos interviene el sistema
melatoninérgico. Es por ello que se podria contar con una buena terapia de
tratamientos combinados, cuando los pacientes presenten resistencia a algun
tratamiento (Hariharasubramanian et al., 1986). Los analogos 1-N-sustituidos
fueron sintetizados con el fin de obtener compuestos similares a MT con una

posible actividad terapéutica. Los analogos M2B y M5C evaluados en este estudio
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(Figura 1) mostraron una actividad antidepresiva en la FST, éstos analogos
difieren en términos de afinidades con respecto a la 2-yodo-melatonina; él analogo
M5C tiene un grupo voluminoso y electro-donador que cambia las interacciones
con los receptores de MT mostrando menor afinidad que el analogo M2B, donde el
sustituyente tiene un grupo electro-atractor (Lira-Rocha A et al., 2002), ambos
compuestos logran disminuir de manera significativa el tiempo de inmovilidad
comparado con el vehiculo (Figura 3A); ambos analogos no modificaron la
actividad locomotriz, lo que nos permite descartar cualquier tipo de efecto
estimulante del sistema nervioso. También hemos reportado que nuestros
anélogos 1-N- sustituidos tienen efectos ansiolitico, sedante y anticonvulsivo

(Bustamante—Garcia R et al., 2013).

Por otra parte algunas acciones de MT han mostrado inhibir el NMDAr (Lapin IP et

al., 1998) y este efecto se atribuye a una accién directa sobre el canal, ademas de

mostrar un efecto aditivo con cationes como el Zinc (Zn®*") y Magnesio en la

respuesta a la estimulacion sensomotora cortical del cuerpo estriado de rata
(Escames et al.,1998). Por otro lado, en los resultados obtenidos con el acido
ascorbico se observa un bloqueo de los efectos de MT en la FST (Figura 3A),
indicando que el &cido ascorbico podria actuar como un neuromodulador que
cambia el estado redox del receptor NMDA, logrando inhibir algunas acciones de
los antagonistas de éste receptor (Binfaré et al., 2009). Dosis menores a las
utilizadas en este trabajo, muestran una actividad antidepresiva (Moretti et al.,
2011; Moretti et al., 2012.). Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos en

un estudio realizado por Mantovani et al., en 2003 en ratones Suizos; en el trabajo
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se reporto que el acido ascorbico inhibio el efecto de la MT en la TST a dosis de
1mg/kg lo que apoya de manera importante que la MT presenta una interaccién
con el NMDAr. Por su parte en la FST, el GMP por si solo no tiene efecto
antidepresivo, sin embargo disminuy6é el tiempo de inmovilidad cuando se
administré con MT, y a su vez, esta disminucién se aprecia mejor que cuando se
administré MT sola. En el afio 2000 Eckeli et al., demostraron en otro estudio que
el GMP puede o no tener caracteristicas antidepresivas, las cuales dependen de la
dosis; ante ello, los autores atribuyeron este efecto a una posible activacion
indirecta de serotonina y a una inhibicion del NMDAr, también el pretratamiento
con GMP inhibi6 los efectos del Zn?*, quien manifesté una accién de tipo
antidepresiva en la FST (Rosa et al., 2003), el uso de GMP en el pretratamiento
con MT parece un poco confuso ya que aunque el GMP no muestra una actividad

antidepresiva tampoco parece bloquear los efectos de MT como se mostro en el

estudio donde bloque6 los efectos del Zn?*. Se sabe que la activacién del receptor

NMDA por glutamato activa al complejo calcio calmodulina (Ca®*-CaM) (Benitez-
King G et al., 1996), éste a su vez activa a la nNOS (Ghasemi y Dehpour, 2011),
por ello decidimos realizar la combinacién de L-arginina con MT. La L-arginina
bloquea los efectos de inhibidores de la nNOS y de sustancias que inhiben a esta
enzima en las TST y FST (Zomkowski et al., 2010; Moretti et al., 2011; Zhang et
al., 2013; Zomkowski et al., 2012). Nuestros resultados mostraron que la L-
arginina inhibié los efectos de MT en la FST (Figura 4A), lo que nos sugiere que la
MT esta inhibiendo las acciones de la nNOS; estos resultados concuerdan con los
reportados por Mantovani et al., (2003) en la TST. Benitez-King et al., reportaron

en 1996 que la MT inhibié directamente a la CaM y esta podria ser una posible
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explicacion de por qué se inhiba a la nNOS. Otra posibilidad es la activacion de los

receptores MT2 y por otro lado la inhibicion indirecta de la CaM.

Por ultimo evaluamos la interaccion de MT con el antagonista luzindol en la FST y
campo abierto, Dubocovich et al., reportaron en 1990 que el luzindol (30 mg/kg)
disminuy¢ el tiempo de inmovilidad en ratones C3H/HeN en la FST, en éste mismo
estudio los autores realizaron una interaccion con MT (30 mg/kg) mostrando que el
efecto de luzindol se ve revertido por la misma y sugiriendo que este efecto es por
antagonismo de la actividad de MT. En otro estudio Sumaya et al., en 2005
utilizaron ratones transgénicos knock-out MT1 y MT2 (MT1KO, MT2KO) para
relacionar el efecto de luzindol con alguno de estos receptores, el efecto
antidepresivo de luzindol en la FST solo se observo en los ratones MT1KO, con
esto sugirieron que el efecto antidepresivo de luzindol en ratones C3H/HeN puede
ser mediado a través de MT2. Micale et al., en 2006 estudiaron en ratas Wistar el
efecto del luzindol (0.25 mg/kg), el cual revierte la disminucion del tiempo de
inmovilidad inducido por MT (0.5 mg/kg), ademas no produjo un cambio
significativo en el rendimiento en la FST. En nuestro estudio el luzindol disminuyd

el tiempo de inmovilidad en la FST, a dosis menores a las utilizadas en los

trabajos reportados con ratones, pero a dosis mayores a las administradas en

ratas; las dosis pueden ser la razén del por qué no se encontré el efecto con
luzindol. Nuestro grupo de trabajo es el primero en utilizar conjuntamente la FST y
la prueba de campo abierto, en esta ultima la actividad locomotriz no se modifico,
por lo que descartamos un efecto estimulante y asi comprobamos el efecto

antidepresivo de luzindol; sin embargo, hasta el momento no se ha esclarecido




bien el mecanismo de accién por el cual el luzindol actia como antidepresivo,
pero ahora nosotros reportamos que tanto el luzindol como la MT ejercen un
mismo efecto. Por otra parte, la MT ha mostrado ser el agonista natural de los
receptores MT1 y MT2, en cambio el luzindol se ha considerado como un
antagonista no selectivo de estos receptores, pero también se ha encontrado que
puede ejercer una actividad de agonista inverso; los agonistas inversos estabilizan
la forma libre del receptor y se utilizan para detectar la actividad constitutiva del
mismo, mediante la reducciébn de la actividad independiente del agonista
(Dubocovich et al., 2010). En células CHO que expresan MT1, el luzindol produjo
un pequeiio aumento del AMPc estimulado por forskolina, o que sugiere que
puede actuar como agonista inverso en el receptor MT1. El luzindol también
disminuye la expresion del receptor MT1, interfiriendo con la sintesis y/o
degradacion de éste (Kokkola et al., 2007). Ademéas del luzindol se ha reportado
que el 4P-PDOT presenta un caracter de agonista inverso, produciendo la

disminucién del guanosin basal 5-O-(3 - [35S] tio) y el aumento de la formacién de

AMPc en las células CHO que expresan al receptor de hMT1 de alta densidad y

aparentemente muestra mayor afinidad por este receptor en presencia de GTP.
Los estudios donde se reporta que el luzindol y el 4P-PDOT son agonistas
inversos, no concuerdan con los que muestran que estas sustancias ejercen
actividad sobre el receptor MT2. Nonno et al., en 1999 publicaron que el 4-P-
PDOT es un agonista parcial y Browning et al., en 2000 reportaron que tanto
luzindol como 4P-PDOT son agonistas parciales de los receptores MT2. Cogé et
al., en 2009 manejan que el comportamiento del 4P-PDOT como agonista parcial

del receptor hMT2 parece ser una caracteristica particular de éste. Como
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podemos ver, el mecanismo de estas sustancias no estad bien esclarecido, en
nuestro estudio obtuvimos un efecto antidepresivo similar entre la MT, luzindol y
4P-PDOT, este trabajo es la primera evidencia donde se muestra que el 4P-PDOT
tiene una actividad antidepresiva y que no modifica la actividad locomotriz, lo que
nos sugiere que las 3 sustancias estan actuando por un mecanismo de accién
similar; otra posible explicacion puede ser que los resultados se deben a la
dessensibilizacion de los receptores MT2. Gerdin et al., en 2004 demostraron que
la administracion de concentraciones de MT similares a las fisiol6gicas durante la
fase de obscuridad, desensibilizaron a los receptores MT2 en el SNC de rata,
ademas, en células recombinantes de mamifero que expresan receptores MT2,
encontraron que la internalizacién de estos receptores es mediada por la MT y es
dependiente de la concentracion; la disminucion en el nimero de receptores es
parcialmente recuperable y depende de la nueva sintesis de proteinas, con una

recuperacion total de la densidad de los receptores 8 h después, estos mismos

autores reportaron en condiciones similares que la dessensibilizacién de los

receptores MT1, no fue acompafiada por la regulacion a la baja de los receptores
MT1. Teen y Niles demostraron en 1993 en la FST un incremento de
aproximadamente 3 veces las concentraciones de MT en suero y un decremento
en la densidad de los sitios de union. La FST en nuestro estudio implicé un
entrenamiento, con posterior administracion de las sustancias, que pudiera
provocar una dessensibilizacion del receptor MT2, y es por ello que se observa el
mismo efecto para MT, luzindol y 4P-PDOT sin embargo esto se tiene que
demostrar en estudios posteriores a este. Por otro lado, en la etiologia de la

depresion se ha implicado al receptor MT2, como lo muestra un estudio en
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pacientes con trastorno depresivo recurrente, ya que existen SNPs que afectan la

expresion de este receptor, o que permite establecer una estrecha relacion entre

la expresion del mMRNA, MT2 y las variantes del gen de éste receptor, que pueden
desempefiar un papel desfavorable en la determinacion del factor de riesgo de

trastorno depresivo recurrente (Gatecka et al., 2011).

Conclusion.

Nuestro trabajo sugiere que los analogos de MT 1-N-sustituidos y los
antagonistas a los receptores MT1/MT2 presentan un efecto antidepresivo en la
FST; sin embargo, es necesario esclarecer el mecanismo por el cual se lleva a
cabo dicho efecto. También, demostramos que existe una estrecha relacion entre

el efecto de MT y la via NMDAr-6xido nitrico.
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