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I. RESUMEN
La depresion es un trastorno mental muy comun, que se asocia con sintomas
emocionales, cognitivos y fisicos. Se estima que a nivel mundial afecta a mas de
350 millones de personas, sin embargo, esta cifra esta en aumento debido a la
pandemia por COVID-19. Una alternativa a los farmacos antidepresivos
disponibles en la clinica es la aromaterapia, que involucra el uso terapéutico de
aceites esenciales. Por ejemplo, el aceite esencial mas utilizado para tratar la
depresion y la ansiedad es el de lavanda (Lavandula angustifolia (Miller) syn y
Lavandula officinalis (Chaix). Previamente hemos demostrado la actividad
antidepresiva del aceite esencial de hojas de Litsea glaucescens (Kunth)
-Lauraceae- en un modelo conductual en ratones por via intraperitoneal. Esta
especie es conocida como “laurel mexicano” y ha sido utilizada en la medicina
tradicional mexicana para tratar la tristeza y el nerviosismo. El presente trabajo
trata del estudio del efecto antidepresivo y ansiolitico de este aceite esencial

administrado por inhalacion, asi como su mecanismo de accion.

En la practica clinica, los farmacos antidepresivos que solo regulan la
neurotransmision de monoaminas son poco efectivos. El estudio de las vias de
neurotransmision implicadas en el proceso de depresion es fundamental para
desarrollar nuevos farmacos para su tratamiento. Al respecto, se ha propuesto la
interaccién entre diversas vias fisiopatolégicas que involucran la neurotransmision
glutamatérgica y GABAérgica, factores neurotroficos, ejes endocrinos,
neuroesteroides y neuropéptidos, entre otros. Los objetivos de este estudio fueron
determinar si el aceite esencial de L. glaucescens puede ejercer su efecto
antidepresivo modificando los niveles de la proteina BDNF y/o si se altera el eje

hipotalamo-pituitario-adrenal elevando los niveles de corticosterona en plasma.

Métodos. El aceite esencial se obtuvo de las hojas de Litsea glaucescens y su
composicién se analizd por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (CG/EM). Asimismo, la cuantificacion de sus dos componentes activos,
identificados hasta ahora, linalol y B-pineno, se realiz6 mediante curvas de

calibracion estandar.



Ratones CD1 se usaron para los ensayos biologicos. Para evaluar la actividad
antidepresiva se utilizaron las pruebas conductuales de natacion forzada y campo
abierto. Para determinar la actividad ansiolitica se realizaron los modelos de
laberinto elevado en cruz, cilindro de exploracion y tablero de orificios. En cuanto a
la identificacion y cuantificacion de las proteinas BDNF, se realiz6 mediante la
técnica de western blot. Finalmente, para determinar la cantidad de corticosterona
en las muestras de plasma de ratones, se obtuvo el kit de inmunoensayo

enzimatico de corticosterona Arbor Assays DetectX®.

Resultados. El andlisis CG/EM identificO 31 compuestos presentes en el aceite
esencial. El principal compuesto fue el eucaliptol (31,06%) y los compuestos
activos identificados hasta el momento, se detectaron (3-pineno (9,05%) y linalol
(2,39%). El aceite esencial de L. glaucescens inhalado mostré actividad
antidepresiva, ya que disminuyo el tiempo de inmovilidad de los ratones sometidos
a la prueba de nado forzado, en comparacion con el grupo control. Mientras que
no modificd la actividad motora general de los roedores en la prueba de campo
abierto. En la prueba cruzada elevada, los ratones a los que se les administro el
aceite esencial aumentaron significativamente el tiempo que pasaron con los
brazos abiertos, en comparacion con el control, lo que indica un efecto ansiolitico.
Asimismo, se demostré que el aceite de laurel no tiene efecto sedante, ya que en
las pruebas de cilindro exploratorio y tablero de agujeros no modificé el nUmero de

crianzas ni el numero de exploraciones, respectivamente.

También se encontré que el aceite esencial de laurel ejerce un efecto positivo
sobre la expresion de BDNF en la corteza prefrontal (50%) y el hipocampo (40%).
Estos resultados sugieren que el efecto positivo sobre la expresion de esta
proteina es parte de los mecanismos moleculares de su efecto antidepresivo. Por
el contrario, la inhalacion del aceite esencial no disminuye los niveles de
corticosterona en el plasma sanguineo de roedores, lo que indica que los
compuestos presentes en el aceite no influyen en la expresion y/o funcion de los

receptores de glucocorticoides y/o mineralocorticoides, por lo que la actividad del



HPA eje aumentado por el estrés inducido por la prueba de nado forzado no

disminuye.

Los resultados de este trabajo proporcionan evidencias de los efectos
antidepresivo y ansiolitico, inducidos por el aceite esencial de Litsea glaucescens
inhalado en roedores. Ademas, también se determind que la neurotrofina BNDF
participa en el mecanismo de accion de su efecto antidepresivo, pero no asi el eje
HPA.



ABSTRACT
Depression is a very common mental disorder, which is associated with emotional,
cognitive, and physical symptoms. It is estimated that this illness affects more than
350 million people worldwide, however, this quantity is increasing due to the
COVID-19 pandemic. An alternative to the antidepressant drugs treatments
available in the clinic is aromatherapy, which involves the therapeutic use of
essential oils. For example, the most used essential oil to treat depression and
anxiety is lavender (Lavandula angustifolia (Miller) syn and Lavandula officinalis
(Chaix). We have previously demonstrated the antidepressant activity of Litsea
glaucescens (Kunth) -Lauraceae- leaves’ essential oil in a behavioral model in
mice by intraperitoneal route. This species is known as “Mexican bay” (Laurel
mexicano) and has been used in traditional Mexican medicine to treat sadness and
nervousness. The present work deals with the study of the antidepressant and
anxiolytic effect of this essential oil administered by inhalation, as well as its

mechanism of action.

In clinical practice, the antidepressant drugs that only regulate monoamine
neurotransmission are poorly effective. The study of neurotransmission pathways
involved in depression process is essential to develop new drugs for its treatment.
Regarding this, the interaction between various pathophysiological pathways
involving glutamatergic and GABAergic neurotransmission, neurotrophic factors,
endocrine axes, neurosteroids and neuropeptides, among others, has been
proposed. The objectives of this study were to determine if the essential oil of L.
glaucescens can exert its antidepressant effect modifying the levels of the BDNF
protein and/or if the hypothalamic-pituitary-adrenal axis is altered, and the levels of

corticosterone in plasma.

Methods. The essential oil was obtained from the leaves of Litsea glaucescens and
its composition was analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC/MS). Also, the quantification of its two active components,
identified until now, linalool and B-pinene, was carried out by standard calibration

curves.



CD1 mice were for the biological used for biological assays. To evaluate the
antidepressant activity the forced swimming and open field behavioral tests were
used. To determine the anxiolytic activity, the elevated plus maze, exploration
cylinder and hole board models were performed. Regarding with the identification
and quantification of BDNF proteins, it was carried out using the western blot
technique. Finally, to determine the amount of corticosterone in the plasma mice
samples, the Arbor Assays DetectX® corticosterone enzyme immunoassay kit was

obtained.

Results. The GC/MS analysis identified 31 compounds present in the essential oil.
The main compound was eucalyptol (31.06%) and the active compounds identified
so far, B-pinene (9.05%) and linalool (2.39%) were detected. The inhaled L.
glaucescens essential oil showed antidepressant like activity, since it decreased
the immobility time of mice subjected to the forced swim test, compared to the
control group. Whereas it did not modify the general motor activity of the rodents in
the open field test. In the elevated cross test, the mice administered with the
essential oil significantly increased their time spent in the open arms, as compared
to the control, indicating an anxiolytic effect. Likewise, it was shown that laurel oil
does not have a sedative effect, since in the exploratory cylinder and hole board
tests it did not modify the number of rearings nor the number of explorations,

respectively.

The Bay essential oil was also found to exert a positive effect on BDNF expression
in the prefrontal cortex (50%) and hippocampus (40%). These results suggest that
the positive effect on the expression of this protein is part of the molecular
mechanisms of its antidepressant effect. In contrast, inhalation of the essential oil
does not decrease corticosterone levels in rodent blood plasma, indicating that the
compounds present in the oil do not influence the expression and/or function of
glucocorticoid and/or or mineralocorticoid receptors, so the activity of the HPA axis

increased by the stress induced by the forced swim test is not diminished.



The results of this work provide evidence of the antidepressant and anxiolytic
effects induced by the essential oil of Litsea glaucescens inhaled in rodents. In
addition, it was also determined that the BNDF neurotrophin participates in the

mechanism of action of its antidepressant effect, but not the HPA axis.



II. ANTEDECENTES

2.1. Trastorno depresivo, situacion mundial y actual en México

La depresion, es un trastorno mental muy comdn que se asocia con una amplia
gama de sintomas emocionales, cognitivos y fisicos. De manera general se
caracteriza por un estado de animo deprimido, pérdida de interés y de la
capacidad de disfrutar (anhedonia), y reduccion de la energia que produce una
disminucién de la actividad. Muchas personas con depresion también padecen
sintomas de ansiedad, alteraciones del suefio y del apetito, sentimientos de culpa,
baja autoestima, dificultades de concentracion entre otros. Este trastorno,
involucra todas las funciones corporales principales, el estado de animo y los
pensamientos (Blackburn, 2019), que pueden conducir a impedimentos
sustanciales en la capacidad de un individuo para ocuparse de sus
responsabilidades cotidianas. La depresion causa un problema de salud serio,
especialmente cuando es de larga duracion e intensidad de moderada a grave, y

puede causar gran sufrimiento e incluso llevar al suicidio (OMS, 2020).

En la actualidad, la depresion se considera la principal causa mundial de
discapacidad humana superando en numero a las enfermedades
cardiovasculares, y al cancer (OMS, 2020). Este trastorno, afecta a mas de 350
millones de personas, donde casi la mitad de estas viven en las regiones de Asia
Sudoriental (85.67 millones) y del Pacifico Occidental (66.21 millones). La
prevalencia mundial por region (nUmero de personas con depresion/ poblacion
total) de trastornos mentales, incluidos los trastornos depresivos muestran que los
trastornos depresivos varian segun la region y el género de los individuos, por
ejemplo, hay una prevalencia de depresion del 5.9% en las mujeres de Africa y de
las Américas (OMS, 2017) (figura 1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blackburn%20TP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31065377

Prevalencia de los trastornos depresivos
(porcentaje de la poblacién), por Region de la OMS

Figura 1. Estimaciones de la prevalencia mundial y regional del trastorno depresivo (Tomado de OMS, 2017).
La prevalencia mundial de depresion y de otros trastornos mentales esta en
aumento. Por lo que, para enfrentar este problema se estan haciendo esfuerzos a
nivel mundial como el plan de accion integral de salud mental, dirigido por la
Asamblea Mundial de la Salud (2013-2020). Este plan tiene como objetivo
promover la salud mental, prevenir trastornos mentales, dispensar atencion,
mejorar la recuperacion, promover los derechos humanos y reducir la mortalidad,
morbilidad y discapacidad de personas con trastornos mentales. Ademas, hay
cuatro objetivos principales: 1) reforzar el liderazgo y la gobernanza en el ambito
de la salud, 2) proporcionar asistencia social y de salud mental completos,
integrados y con capacidad de respuesta, 3) poner en practica estrategias de
promocién y prevencién y 4) fortalecer los sistemas de informacion, los datos

cientificos y las investigaciones sobre la salud mental (OMS, 2013; OMS, 2018).

La salud mental en México es reconocida como uno de los principales problemas
no resueltos dentro de la agenda de politicas de salud del gobierno. Esta indica
gue, ademas de la relevancia médica del tema, los costos individuales y sociales
asociados con la discapacidad mental, deben considerarse al priorizar las politicas
en la agenda del sector de la salud (Gonzélez y Alvarez, 2017). En 2002, se
realiz6 una Encuesta Nacional Mexicana de comorbilidad (WMH-CIDI),
desarrollada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para evaluar el perfil
epidemiolégico de los trastornos mentales en México (Medina-Mora et al., 2005).

La encuesta encontré que 1 de cada 8 ciudadanos mexicanos sufria un trastorno



depresivo, y aproximadamente la mitad de esa poblacién habia sufrido un episodio
depresivo en el Ultimo afio. Sin embargo, es posible que mas personas sufran de
depresion en México, ya que los estudios generalmente no toman en cuenta las
comunidades indigenas. Ademas, existen mdultiples factores, como el estigma
contra los trastornos mentales y las diferencias culturales, que pueden crear
sesgos significativos en los informes y conducir a subestimaciones de la
prevalencia de los trastornos depresivos. Por ejemplo, Weller y colaboradores en
el 2008, reportaron que muchas comunidades mexicanas llaman a estos
trastornos "nervios" (nerviosismo) o "susto”, en lugar de usar sus nombres

médicos, lo que aumenta el subregistro.

2.2. Clasificacion Estadistica Internacional de Enfermedades y Problemas
Relacionados con la Salud.

La Clasificacion Internacional de Enfermedades, es una herramienta de
diagndstico estdndar para epidemiologia, gestion de la salud y fines clinicos. Se
utiliza para monitorear la incidencia y prevalencia de enfermedades y otros
problemas de salud, proporcionando una imagen de la situacion general de salud

de los paises y las poblaciones (CIE-11, 2018).

Cuadro 1. Clasificacion Estadistica Internacional de trastornos del humor.

Trastornos del humor (afectivos)

El paciente sufre, decaimiento del animo,

F 32 Episodio depresivo baja autoestima, reduccion en la actividad,
pérdida de peso, pérdida de libido,
perturbacién del suefio, perdida de
concentracion, disminucion del apetito,
frecuente cansancio, anhedonia, entre otros.

F 32.0 Episodio depresivo leve Presentes dos o tres sintomas de F32.
Apto para continuar con sus actividades
diarias.

F32.1 Episodio depresivo moderado Presentes cuatro o0 mas sintomas de F32.

Dificultades para continuar con sus
actividades diarias.




Cuadro 1. Continuacion

Trastornos del humor (afectivos)

F32.2 Episodio depresivo grave sin sintomas Varios sintomas caracteristicos son
psicoticos marcados y angustiantes.
Frecuentes ideas de suicidio y sintomas
somaticos muy presentes.

F32.3 Episodio depresivo grave con sintomas Sintomas iguales a F32.2, pero con
psicoéticos alucinaciones, delirios y retraso
psicomotor.

Genera riesgos para la vida del paciente,
por suicido, deshidratacién o inanicién.

F 324 Otros episodios depresivos Depresion atipica
Episodios unicos de depresion
“enmascarada” SAI

F 325 Episodio depresivo no especificado Depresion SAl
Trastorno depresivo SAI

Revisado y modificado de CIE-11,2018.

2.3. Neurobiologia del trastorno depresivo

La depresibn es una enfermedad crénica, cuyas bases neurolégicas y
fisiopatoldgicas son poco conocidas. Actualmente, los tratamientos utilizados para
esta enfermedad se centran en la interrupcion de la neurotransmision
serotoninérgica, noradrenérgica y dopaminérgica en el cerebro, mejor conocida
como la hipotesis monoaminérgica (Chavez-Castillo et al., 2019). Sin embargo,
esta hipotesis ha sido considerada por los expertos como demasiado simplista, ya
gue no hay evidencia clara de que la deficiencia de monoaminas sea la Unica
responsable de la depresion (Hinz et al., 2012; Lang y Borgwardt, 2013; Liu et al.,
2017).

En la actualidad, los avances en psiquiatria molecular han replanteado la
desregulacion neuronal de las monoaminas, como una interaccion compleja entre
las vias fisiopatologicas que involucran neurotransmision glutamatérgica y
GABAérgica, factores neurotréficos como el factor neurotrofico derivado del
cerebro, varios ejes enddcrinos, asi como varios neuroesteroides, neuropéptidos,
opioides, endocannabinoides y endovanilloides (Caraci et al., 2017; Chavez-
Castillo et al., 2019).
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Figura 2. Nuevo enfoque sobre el mecanismo molecular de la depresion. El trastorno depresivo, por

“E

muchos afios se centrd6 en la hipétesis de la monoamina. Sin embargo, los resultados poco efectivos
obtenidos en la clinica con farmacos antidepresivos disponibles actualmente han impulsado la investigacion
(Modificado de Chavez-Castillo et al., 2019).

2.4. Neurocircuito de la depresion

Diversos estudios han propuesto que el circuito neuroanatomico que esta
implicado en el desarrollo de la depresion es el tracto limbico-cortical-estrial-
palidal-talamico, el cual estd comunicado a través del hipocampo, amigdala,

nucleo caudado, putamen y corteza prefrontal (Price y Drevets, 2012).

El hipocampo es la estructura cerebral mas estudiada asociada con el estrés, por
lo que también es asociado con el dafio cognitivo que ocurre en la depresion (Jeon
y Kim, 2016). Ademés, el estrés crénico induce atrofia en subregiones
hipocampales y el volumen del hipocampo se reduce en pacientes con depresion
mayor y con episodios de depresion recurrentes, aunque también se ha podido
observar el cambio de volumen en algunos pacientes desde el primer episodio
(Bremner et al., 2000; Roddy et al., 2019).

El deterioro de las funciones de la corteza prefrontal provoca varios sintomas

como humor depresivo, dafio en la memoria del trabajo y retardo psicomotor,
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porque la corteza prefrontal esta neuralmente conectada con el hipocampo, los
ganglios basales, el tadlamo, el area tegmental ventral, el nicleo de rafe dorsal y el
locus coeruleus, regiones que estan asociadas con la fisiopatologia de la
depresion (Murray et al., 2011). Mediante un estudio de tomografia por emision de
positrones se determiné que hay un numero reducido de sinapsis en la corteza
prefrontal de pacientes con depresion (Holmes et al., 2019). Ademas, se ha
reportado que el estrés cronico en ratones produce una disfuncion en el circuito
prefrontal, el cual se asocia a la perdida especifica de las espinas dendriticas
postsinapticas y a un dafio en la actividad del ensamblaje multicelular en neuronas

de proyeccion de la corteza prefrontal (Moda-Sava et al., 2019).

2.5 Mecanismo de accion de los farmacos antidepresivos monoaminérgicos

Durante décadas, los sintomas depresivos se han tratado con medicamentos
estabilizadores del estado de animo que se dirigen a sistemas monoaminérgicos
como la serotonina, la noradrenalina y dopamina. Estos farmacos incluyen
inhibidores de la monoamino oxidasa y antidepresivos triciclicos, asi como los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y los inhibidores de la

recaptacion de serotonina y norepinefrina (ISRS, IRSN) (Thompson et al., 2015).

La primera generacion de farmacos antidepresivos fueron los inhibidores de la
monoamino oxidasa (IMAQO), como tranilcipromina y los antidepresivos triciclicos
(ATC’s) (imipramina y amitriptilina), estos aumentan los niveles de monoaminas
en la hendidura sindptica al inhibir la degradacion de monoaminas o al inhibir la
recaptacion de serotonina, noradrenalina y en menor medida dopamina (NICE,
2004; Pérez-Caballero et al., 2019). La segunda generacion de antidepresivos
incluye inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, como fluoxetina,
fluvoxamina, paroxetina, sertralina o citalopram, asi como los inhibidores
selectivos de la recaptacion de noradrenalina como desipramina o reboxetina e
inhibidores duales de la recaptacion de serotonina y noradrenalina como
duloxetina, venlafaxina y milnacipram los cuales aumentan de los niveles
sindpticos de serotonina y / o norepinefrina (NICE, 2004; Pérez-Caballero et al.,
2019).

12


https://link.springer.com/article/10.1007/s00441-018-2978-8#ref-CR33

Aunque los ATC’s, ISRS y los IRSN elevan rapidamente los niveles de
monoaminas, las mejoras sintomaticas son evidentes solo después de semanas
de tratamiento sostenido y, por lo tanto, el bloqueo o la activacion de los
receptores o transportadores monoaminérgicos es solo el primer paso en la
cascada de eventos moleculares (figura 3) que después conllevan a cambios
graduales, como la desensibilizacion de receptores monoaminérgicos especificos

y la remodelacion de las conexiones sinapticas (Pavlovicova et al., 2015).
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Figura 3. Mecanismo de accién de farmacos antidepresivos monoaminérgicos. Los farmacos
monoaminérgicos actlan en las neuronas presinapticas y postsinapticas, inhibiendo la recaptacion de
serotonina (5-HT), norepinefrina (NE) / noradrenalina (NA) y dopamina (DA) o inhibiendo la degradacion de
estos neurotransmisores mediante la enzima monoamino oxidasa (MAO), 1) ATC’s: aumentan las
monoaminas en la hendidura sinaptica 2) ISRS: inhiben el transportador de monoamina SERT e IRSN: inhiben
el transportador de monoamina NET 3) IMAO: inhiben la enzima monoamino oxidasa y se aumentan las

monoaminas en la hendidura sinaptica (Modificado de Stemmer et al., 2019).
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Aunque los antidepresivos monoaminérgicos revolucionaron el tratamiento del
trastorno depresivo mayor (TDM) hace mas de medio siglo, aproximadamente un
tercio de los pacientes deprimidos experimentan depresion resistente al
tratamiento (TRD), definida como la imposibilidad de tener una respuesta o
remisién al menos a un antidepresivo probado con una dosis y duracion adecuada
(Pérez-Caballero et al., 2019). Por lo tanto, es urgente buscar alternativas mas

seguras y efectivas contra esta enfermedad (Dai et al., 2022).

2.6 Factor neurotrofico derivado del cerebro

El factor neurotrofico derivado del cerebro, es una proteina que pertenece a la
familia de las neurotrofinas (Marosi y Mattson, 2014; Gokce et al., 2019), se
expresa en estructuras limbicas en el cerebro, en mayor abundancia en la corteza
y el hipocampo (Sasi et al., 2017), donde se ha demostrado que esta involucrado
en la plasticidad, la supervivencia neuronal, la formacion de nuevas sinapsis y la
ramificacion dendritica (Edelmann et al., 2014; Panja y Bramham, 2014; Lu et al.,
2014; Vilar y Mira, 2016; Numakawa et al., 2018).

El BDNF se traduce a partir de una pro-neurotrofina (pro-BDNF) de 32 kDa, que se
puede escindir en BDNF maduro de 14 kDa en el citoplasma, mediante
endoproteasas 0 en la matriz extracelular mediante plasmina o metaloproteinasas
de matriz (MMP) (Deinhardt y Chao, 2014; Giacobbo et al., 2019). Los efectos
biolégicos tanto de pro-BDNF y BDNF maduro, dependen de la activacion de dos
tipos de receptores: 1) p75N™R receptor de baja afinidad para las neurotrofinas
maduras y de alta afinidad para las pro-neurotrofinas y 2) Receptor de
Tropomiosina quinasa (TrkB) (Gokge et al., 2019). La importancia funcional de la
union diferencial a los receptores p75 o TrkB se destaca por sus efectos opuestos.
La union de pro-BDNF a p75 promueve la muerte celular neuronal (Cao et al.,
2014; Yu et al., 2018). Mientras que, BDNF unido al receptor TrkB de alta afinidad,
induce mecanismos de sefializacion relacionados con la supervivencia,
diferenciacion celular, complejidad de las arborizaciones dendriticas, plasticidad
sinaptica y reconstruccion de redes neuronales (Numakawa et al., 2018; Vilar y
Mira, 2016; Wei et al., 2015b; Wang et al., 2015). Estos procesos ocurren

mediante la activacion de varias cascadas de sefalizacion, como, la proteina
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guinasa activada por mitdgeno-Ras (MAPK), la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI13K), y
la via de la fosfolipasa Cy (PLC-y) (Numakawa et al., 2013; Mitre et al., 2017; Guo
et al., 2018).
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Figura 4. La proteina BDNF induce mecanismos de sefializacion relacionados con la supervivencia. La
union de BDNF al receptor TrkB provoca tres vias (rio abajo) distintas. 1) La fosfolipasa C-gamma
dependiente de BDNF (PLC-y) que induce el aumento de Ca2* e inhibir la cascada de apoptosis dependiente
de inflamacion (lineas discontinuas) mediante la inhibicién de la glucégeno sintasa quinasa 3-beta (GSK-3(3).
2) La induccion de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3K) induce la transcripcion de ARNm de BDNF activando la
traduccién dependiente de mTOR de BDNF 3) Ademas, BDNF puede modular la regulacion génica activando
los factores de transcripcion NF-kB y CREB induciendo las rutas de Akt y Erk, respectivamente (Modificado de
Giacobbo et al., 2019).

2.7 Evidencia preclinica de la participacion de BDNF en el desarrollo de la
depresion

Las patologias cerebrales, como la depresidén, se asocian con una regulacion
negativa de la expresion de BDNF, lo que resulta en niveles reducidos de esta
proteina en el cerebro y en la sangre (Giacobbo et al.,, 2019). Este factor

neurotrofico se puede detectar en estructuras del sistema limbico, particularmente
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en la corteza cerebral y el hipocampo, areas cerebrales cruciales para controlar la
cognicion, el estado de animo y las emociones (Tripp et al., 2012; Numakawa et
al., 2018).

Existe una hipoétesis, que establece que la exposicibn a factores estresantes,
reducen la sefalizacion mediada por BDNF, mientras que los tratamientos
antidepresivos conducen un aumento en la expresion de neurotrofinas,
particularmente BDNF (Duman y Monteggia et al., 2006; Krishnan y Nestler, 2008;
Aydemir et al., 2005; Lu et al., 2013a; Nagahara y Tuszynski, 2011; Levy et al.,
2018; Liu et al., 2019).

El apoyo a esta hipétesis esta respaldado por estudios realizados en animales
donde se ha demostrado que los niveles de BDNF en la corteza prefrontal y en
areas del hipocampo como CA3 y el giro dentado fueron significativamente mas
bajos en las ratas deprimidas en comparacion con las ratas del grupo control, en el
modelo de impotencia aprendida (Yang et al., 2015). Otro estudio en ratas, mostré
gue el tratamiento de 3 semanas con agomelatina, un antidepresivo novedoso que
actia como agonista de los receptores de melatonina (MT1 y MT2) y antagonista
de los receptores serotoninérgicos, causé un aumento de los niveles de BDNF del
hipocampo, en ratas sometidas a estrés leve impredecible crénico, (CUMS por sus
siglas en inglés), ademas de una reduccién sobre el comportamiento de los
animales y los cambios en las neuronas del hipocampo producidos por los
estresores (Lu et al., 2018). También se ha demostrado que la microinyeccion de
BDNF directo en el hipocampo en diversos modelos animales causa una
disminucién del comportamiento depresivo en la prueba de natacion forzada,
mayor consumo de sacarosa, menor latencia en la prueba de hipofagia inducida y
mayor tiempo en los brazos abiertos de un laberinto elevado (Schmidt y Duman,
2010; Géral et al., 2013; Giacobbo et al., 2019).
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2.8 Evidencia clinica de la participacion de BDNF en el desarrollo de la
depresion

Respecto a los estudios clinicos, en pacientes con depresion mayor, se ha
reportado que los factores neurotroficos como BDNF, el factor de crecimiento
vascular y el factor de crecimiento similar a la insulina-1, disminuyen tanto en la
expresion génica como en los niveles periféricos, mientras que los antidepresivos
tienen un efecto normalizador de estos factores (Schmidt y Duman, 2007; Lu et al.,
2014).

Los estudios post mortem revelaron que los pacientes resistentes al tratamiento
antidepresivo monoaminérgico tenian niveles de BDNF significativamente mas
bajos, especialmente en estructuras cerebrales ricas en BDNF como el hipocampo
y, que el tratamiento con la ketamina, un farmaco anestésico antagonista del
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) utilizado como antidepresivo a dosis sub-
anestésicas, fue capaz de aumentar los niveles plasmaticos de BDNF al nivel de
los controles sanos (Allen et al., 2015; Brunoni et al., 2014; Kim y Na, 2016).

Estos hallazgos sugieren que la expresion alterada de BDNF y la desregulacion de
la neurogénesis en el hipocampo pueden efectuar cambios en las redes
neuronales que estan implicados en la fisiopatologia de la depresion. Sin
embargo, tampoco hay evidencia concluyente que pueda discriminar si los
cambios en los niveles de BDNF son causales o la consecuencia del inicio de la
enfermedad (Phillips, 2017).

Existen algunas pruebas circunstanciales que sugieren un papel causal para
BDNF, por ejemplo; las poblaciones humanas con una variante genética que
disminuye la concentracion de BDNF parecen ser mas susceptibles a los
trastornos psiquiatricos, pero todavia hay una brecha en nuestra comprension de
los mecanismos fisioldégicos que conducen a cambios en los niveles de BDNF en
condiciones patolégicas (Giacobbo et al., 2019). Por esta razén, comprender,
manipular e interferir las vias de sefializacion de BDNF nos puede conducir al
descubrimiento de blancos farmacolégicos para el tratamiento de trastornos
psiquiatricos, asi como el descubrimiento de los mecanismos subyacentes del

efecto terapéutico de los antidepresivos (Lu et al., 2014; Sasi et al., 2017).

17


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lima%20Giacobbo%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30117106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6061771/#CR188

2.9 Anestésico utilizado como antidepresivo

La ketamina es un farmaco antagonista del receptor ionotropico N-metil-D-
aspartato (NMDA) sensible al neurotransmisor glutamato, utilizado clinicamente
como anestésico. Recientemente, estudios clinicos han demostrado su efecto
antidepresivo con dosis sub-anestésicas (Newport et al., 2015; Dutta et al., 2015;
Kishimoto et al., 2016; Singh et al., 2016; Wilkinson et al., 2018; Hashimoto, 2019).

La FDA (2019) aprobé el aerosol nasal de (S) ketamina para tratar pacientes con
trastorno depresivo mayor resistente al tratamiento con antidepresivos
convencionales, también se ha demostrado actividad antidepresiva de la ketamina
en modelos conductuales con animales (Pham et al., 2017; Yang et al., 2018;
Kordjazy et al., 2016; Holz et al., 2019). Por lo que este farmaco es una pista para
descubrir nuevas terapias antidepresivas, centradas en receptores distintos a los
monoaminérgicos (Kim y Na, 2016). También muchos investigadores han puesto
énfasis en la ketamina, para determinar el mecanismo molecular por el cual un
anestésico puede usarse como antidepresivo (Yang et al., 2018; Yuan y Hou,
2015; Gerhard et al., 2016).

En el 2011, Autry y cols. demostraron el efecto antidepresivo de la ketamina en
ratones, el cual estd mediado por el antagonismo de NMDAR a nivel postsinaptico,
lo que induce una mayor activacion de AMPAR (receptor del acido a-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico) y la sefalizacion intracelular iniciada por
BDNF, como la activacion de TkrB. Esto sucede porque la activacion de los
receptores AMPAR mediado por glicina y glutamato, aumenta la liberacion de
BDNF a través de la activacion de canales de calcio dependientes de voltaje tipo L
(L-VDCC) (Lepack et al., 2014; Zhou et al., 2014) (Figura 5).

En otros estudios se ha reportado que el tratamiento con ketamina en ratones fue
capaz de aumentar los niveles de BDNF en la corteza prefrontal, y en las areas
GD y CA3 del hipocampo (Dong et al., 2017; Zanos et al., 2016). También, se
determiné un aumento de BDNF en el hipocampo después de la administracion

aguda de ketamina en ratas durante la prueba de nado forzado, lo que sugiere que
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los efectos antidepresivos de la ketamina pueden estar asociados con un aumento

de los niveles de esta proteina (Yang et al., 2013).

Neurona GABAérgica
14

Ketamina

Astrocito

Figura 5. Mecanismo de accion propuesto del efecto antidepresivo de la ketamina. Las flechas rojas
muestran el comienzo de la accion de la ketamina al bloquear los receptores NMDAR en las neuronas
postsinapticas, lo que conduce a dos efectos simultaneos principales. 1) La flecha negra muestra que el
bloqueo de NMDAR en las terminales glutamatérgicas postsinapticas conduce a una produccion reducida de
oxido nitrico (NO).2) La flecha naranja muestra la liberacion reducida de GABA por las neuronas gabaérgicas,
lo que conduce a una inhibicién reducida de las terminales glutamatérgicas presinapticas y una mayor
liberacion de glutamato. 3) El aumento de la liberaciéon de glutamato (puntos morados) conduce a un impulso
aumentado de activaciéon a través de los receptores AMPA (AMPAR) como se muestra con las flechas
moradas4) Las flechas verdes muestran que la activacion de AMPAR puede conducir: a) estimulacion directa
de PI3K — AKT- de la via de rapamicina (MTOR) o (b) activacion indirecta de la misma via a través decanales
de calcio dependientes de voltaje tipo L (L-VDCC), que aumenta la liberacion de factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF) que luego puede activar los receptores de tirosina quinasa B (TrkB). 5) Las flechas de
color gris oscuro muestran la reduccion de los efectos de la glucdgeno sintasa quinasa-3p (GSK-3[3) sobre
mTOR y AMPAR. 6) Flechas gris claro muestran el reciclaje de glutamato que ocurre a través de los
astrocitos, que liberan glutamina que sera transportada a la terminal presinaptica por los transportadores de
aminoacidos excitadores (EAAT). 7) Las flechas azules muestran la sintesis de glutamato a partir de
glutamina a través de la accion de la glutaminasa hasta el almacenamiento en las vesiculas (Modificado de
Pereira et al., 2018).
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Otra proteina objetivo de la ketamina es el elemento de respuesta AMPc (CREB,
por sus siglas en inglés), los trabajos indican que CREB es un punto de
interseccion para mdltiples vias de transduccion de sefiales antidepresivas
(Pittenger y Duman, 2008; Xue et al., 2016). La activacion de CREB, regula mas
de 100 genes identificados, incluido el gen que codifica a BDNF que contribuyen a

la regulacion de la neuroplasticidad y la neurogénesis (Racagni y Popoli, 2008).

2.10 Alteracion del eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HPA)

El eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA), es uno de los principales sistemas
endocrinos que mantienen la homeostasis cuando el organismo esti estresado
(Belvederi et al., 2014; Sandi y Haller, 2015; Fuzesi et al., 2016). Cuando se
presenta un estimulo estresante, la amigdala estimula el eje simpatico autbnomo y
el eje HPA (Phelps y LeDoux, 2005; Gold, 2015). El eje simpético autbnomo es
responsable de la respuesta rapida, actuando a través de la secrecion de
epinefrina mediante las glandulas suprarrenales, por consiguiente, al eje HPA se
activa por la liberacion de epinefrina, desencadenando la secrecion del factor
liberador de corticotropina (CRH) por el nucleo paraventricular del hipotalamo. El
CRH estimula la glandula pituitaria y provoca la liberaciéon de la hormona
adrenocorticotropina (ACTH), que a su vez estimula la sintesis y liberacion de
glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en roedores) de la corteza
suprarrenal (Juruena, 2014; Henckens et al., 2016), completando un circuito de
retroalimentacion negativa a nivel de la hipofisis anterior y el hipotdlamo (Slominski
et al., 2013) (figura 6).

Se ha reportado en animales de experimentacion que en condiciones de estrés
cronico, la activacion del eje HPA puede provocar la sobreproduccion de cortisol,
activando los receptores de glucocorticoides (GR) que, a su vez, pueden dafar las
neuronas dentro del hipocampo (Anacker et al., 2011; Freitas et al., 2015). Estos
efectos se deben a la expresién generalizada de GR en el cerebro y a la
estimulacién cronica por corticosteroides que pueden inducir la muerte neuronal,
suprimir los mediadores proinflamatorios y causar cambios estructurales en el
hipocampo, que podrian ser la causa de los efectos adversos observados en el
SNC (Ciriaco et al., 2013;Juruena, 2014).
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Figura 6. Mecanismo de retroalimentacion negativa de glucocorticoides en el eje hipotaldmico
pituitario adrenal. En pacientes deprimidos, pueden presentar niveles elevados de cortisol circulante y ACTH
debido a la hiperactividad del eje HPA (Modificado de O’Brien et al., 2012).

2.11 Evidencia preclinica de la participaciéon del eje HPA en la depresién

Se ha reportado que altos niveles de corticosterona causa dafio patologico a las
neuronas del hipocampo tanto in vitro como in vivo, induciendo un comportamiento
similar a la depresién en animales (Pariante y Lightman, 2008; Pitta et al., 2013).
En roedores, varios hallazgos han indicado que la administracion repetida de
corticosterona induce cambios neuroquimicos similares a los de la depresion,
incluidos los efectos adversos sobre la neurogénesis del hipocampo que podria
ser revertido por un tratamiento con antidepresivos (Sterner y Kalynchuk, 2010;
Mao et al., 2012; Pitta et al., 2013). En el 2014, Zhu y colaboradores, reportaron
gue la exposicion crénica de glucocorticoides en el hipocampo de ratones condujo
a la interrupcion del mecanismo de retroalimentacion del eje HPA
desencadenando comportamiento depresivo en los animales. Otro grupo de
investigadores, reportd que el tratamiento con corticosterona exégena durante el

periodo posparto / lactancia en roedores induce comportamientos similares a la
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depresion y déficits en la atencién materna (Brummelte y Galea, 2010; Maguire y
Mody, 2016).

2.12 Evidencia clinica de la participacion del eje HPA en la depresion

Aproximadamente la mitad de las personas con depresion, tienen un aumento
constante en la liberacién de cortisol y estas anormalidades se corrigen con el
tratamiento antidepresivo (Malykhin et al., 2010b; Huang et al., 2013; Travis et al.,
2016), y esto se debe a que los farmacos que ejercen su efecto por la via
monoaminérgica tienen efectos neuroprotectores en los subcampos DG y CA del

hipocampo de ratones y pacientes (Pittenger y Duman, 2008; Huang et al., 2013).

El primer estudio realizado con una gran cohorte (n = 1293) de pacientes con
depresion mayor, detectdé una diferencia estadisticamente significativa de los
niveles de cortisol salival matutino y vespertino entre los pacientes deprimidos y
los controles (Knorr et al., 2010). En otro estudio que involucro a 18,454 pacientes
con depresion se encontr6 que aproximadamente el 73% de las personas

deprimidas tenian valores de cortisol mayores que las personas no deprimidas.

Ademas, las reducciones volumétricas en el hipocampo y la corteza prefrontal
(PFC) se encuentran entre las anomalias neuronales mejor documentadas en el
trastorno depresivo mayor (Belleau et al.,, 2019). Por esta razén, se busco
encontrar una relacion entre la alteracion del eje HPA (aumento de cortisol sérico)
y el volumen reducido de estas estructuras cerebrales. De este modo, en un
estudio de imagen con resonancia magnética funcional en mujeres con trastornos
depresivos, reportaron que la hiperactividad en respuesta al estrés en la amigdala
y el hipocampo estaba relacionada con las alteraciones del eje HPA (Holsen et al.,
2013; Malykhin y Coupland, 2015).

Estos hallazgos preclinicos y clinicos sugieren una asociacion entre el estrés, la
disfuncion del eje HPA y la depresion, sugiriendo que estas anormalidades

hormonales contribuyen al desarrollo de este trastorno mental (Maguire, 2019).
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2.13 Medicina complementaria

Los farmacos antidepresivos disponibles actualmente ejercen su efecto
aumentando la serotonina, dopamina y noradrenalina, como la fluoxetina,
imipramina, citalopram, amitriptilina por mencionar algunos, y estos han resultado
ser poco eficaces en muchas personas porque se requiere tomarlos al menos 3
meses para observar la disminuciobn de los sintomas depresivos. También,
producen efectos secundarios preocupantes como dolor de cabeza, nauseas,
mareos, somnolencia y perdida de la libido (Chavez-Castillo, 2019). Por lo que, las
alternativas para el tratamiento del trastorno depresivo siguen siendo insuficientes.
Alternativamente, se ha demostrado que los farmacos antidepresivos disponibles
alcanzan tasas de remisién de alrededor del 56% después de cuatro etapas de
tratamiento sucesivas (Dale et al., 2015). Ademas, la mayoria de los
antidepresivos disponibles en la actualidad muestran perfiles problematicos de
efectos secundarios y un inicio de accion retrasado, o que complica ain mas el
tratamiento de este trastorno (Mathew et al., 2008), lo que lleva a los pacientes a
buscar medicinas complementarias y alternativas (CAM) (Costanian et al., 2017
Henson et al., 2017). El Instituto Nacional de Salud (NIH, por sus siglas en inglés),
define CAM como enfoques terapéuticos que generalmente no se incluyen en los
sistemas convencionales de medicina occidental, refiriéndose a medicina
complementaria aquella que es utilizada en combinaciébn con la atencion
convencional, mientras que la terapia alternativa es aquella que se utilizan en

lugar de la atencién convencional (NCCIH, 2018).

Las préacticas de los curanderos tradicionales de Europa (naturopatia y
homeopatia), Asia (Ayurveda y medicina tradicional china) y otros continentes se
clasifican como CAM. Actualmente, algunas terapias complementarias se han
convertido en un complemento prometedor en el tratamiento estandar de la
depresion (Luberto et al., 2013; Ravindran y da Silva, 2013; Vasconcelos et al.,
2015).

23



2.14 Aromaterapia

La aromaterapia se utiliza como un método eficaz en medicina complementaria y
alternativa, debido a su operacién no invasiva, facil administracion y resultados
rapidos (Yim et al., 2009; Chenxia et al., 2018). Esta préactica implica el uso
terapéutico de aceites esenciales para tratar diversas afecciones fisicas o
psicolégicas (De Sousa et al., 2017; Chenxia et al., 2018). Se han llevado a cabo
diversos estudios para evaluar los efectos farmacologicos de los aceites
esenciales y extractos de diversas especies vegetales aromaticas en el sistema
nervioso central (McLean et al., 2011). Por ejemplo, se ha evaluado su efecto
sobre el dolor cronico, la depresion, la ansiedad, el insomnio, mejorar la eficiencia
cognitiva, aliviar el estrés y otros trastornos psicolégicos y fisioldgicos
relacionados, entre otros (Malcolm y Tallian, 2017; Park et al., 2012; Lillehei y
Halcon, 2014; Lopez et al., 2017).

El mecanismo principal de la aromaterapia esta relacionado con el sistema limbico
del cerebro, estimulado las células olfativas, que transmiten sefales al cerebro y
afectan el sistema nervioso auténomo, el sistema nervioso central y la secrecion
hormonal (Kagawa et al., 2003; Dobetsberger y Buchbauer, 2011; Nagai et al.,
2014).

Los aceites esenciales son mezclas complejas de metabolitos secundarios
provenientes de plantas aromaticas, que se caracterizan por ser lipofilicos,
volatiles y con pesos moleculares pequefios (<30 Da). Estos metabolitos
generalmente son biosintetizados por las rutas metabdlicas del acido shikimico y
1-desoxi-D-xilulosa 5-fosfato (DOXP, por sus siglas en inglés), y son agrupados
qguimicamente en el grupo de los fenilpropanoides y terpenos (Moghaddam y
Mehdizadeh, 2017).

Estudios clinicos recientes muestran que los aceites esenciales, inhalados,
ingresan al torrente sanguineo después del intercambio de gases en los pulmones
(De Sousa et al., 2017; Chenxia et al., 2018). La aplicacion clinica de los aceites
esenciales en aromaterapia ha recibido cada vez mas atencion, debido a que hay

evidencia preclinica y clinica de que la aromaterapia puede usarse como
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tratamiento en pacientes con depresion y sintomas depresivos secundarios (Yim
et al.,, 2009; De Sousa et al., 2017). Sin embargo, se necesita una investigacion
mas detallada sobre las propiedades farmacoldgicas de los aceites esenciales
inhalados (Caputo et al., 2018).

2.15 Evidencia preclinica del uso de aceites esenciales para el tratamiento de
la depresién o algunos de sus sintomas

A continuacion, se en lista una serie de estudios que dan evidencia de la actividad

antidepresiva de diversos aceites esenciales.

El aceite esencial de Ocimum basilicum (Linneo) reduce el deterioro de la
memoria, la neurodegeneracion del hipocampo y la sintomatologia depresiva,
causada por el modelo de estrés cronico impredecible en ratones (Ayuob et al.,
2017; Ayuob et al., 2018).

Los aceites esenciales de naranja dulce [Citrus sinensis, (Osbeck)] (Hocayen et
al., 2019) y de rosa [Rosaxdamascena, (Mill)] (Naziroglu et al., 2013) tienen

efectos antidepresivos en modelos de raton y rata, respectivamente.

El aceite esencial de Asarum heterotropoides (Linneo) administrado de manera
inhalada a ratones inhibio eficazmente las respuestas conductuales similares a la

depresion en ratones sometidos a la prueba de nado forzado (Park et al., 2015).

Se descubrio que el aceite de lavanda [Lavandula angustifolia (Mill y Moench)] es
méas potente que el ibuprofeno para aliviar los trastornos relacionados con el

estrés en ratas sometidas a estrés de restriccion (Qadeer et al., 2018).

Se ha evaluado la actividad ansiolitica del aceite esencial de la fruta fresca de
bergamota [Citrus bergamia (Risso y Poit)]. Esta fruta es utilizada en varios paises
en aromaterapia para reducir el dolor, facilitar la induccion del suefio y/o minimizar
los efectos de la tensidn inducida por el estrés y ansiedad. Los resultados de este
estudio confirman un efecto relajante-ansiolitico en las pruebas conductuales nado
forzado, prueba de laberinto elevado y prueba Rotarod (McDonnell y Newcomb,
2019; Rombola et al., 2020).
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2.16 Evidencia clinica del uso de aceites esenciales para el tratamiento de la
depresion o algunos de sus sintomas

Varios estudios clinicos han reportado que el tratamiento con aceites esenciales

inhalados reduce los sintomas depresivos y la ansiedad (Malcolm y Tallian, 2018).

El aceite esencial mas estudiado sobre su efecto en diferentes estados de animo
es el de la lavanda, posiblemente debido a sus efectos ansioliticos previamente
demostrados (Kasper et al., 2015). Por ejemplo, pacientes diagnosticados con
depresion mayor, que presentan ansiedad, insomnio y agitaciébn psicomotora,
fueron tratados con aceite esencial de lavanda durante tres semanas, los
resultados demostraron que los sintomas se redujeron, en comparacion con
lorazepam, farmaco que pertenece al grupo de las benzodiazepinas con efectos
sedantes y ansioliticos (Fibler y Quante, 2014).

Hwang y Shin en el 2015, realizaron un meta-analisis sobre el efecto de la
inhalacién de mezclas de aceites esenciales en voluntarios sanos, pacientes con
enfermedades crénicas y pacientes hospitalizados. Los resultados indican que los
tratamientos de aromaterapia con lavanda, geranio, limén, bergamota, mejorana,
eucalipto y otras mezclas, parecen ser efectivos contra la ansiedad y el estrés,

ademas, de que promueven el suefio.

En un estudio piloto observacional en mujeres con ansiedad posparto, se logré
reducir sus niveles de ansiedad administrando una mezcla de aceite de
rosa/lavanda, durante 15 minutos, dos veces por semana durante 4 semanas
(Conrad y Adams, 2012).

En un estudio donde participaron mujeres menopausicas con depresion y mujeres
menopadusicas sin depresion, las cuales inhalaron aceite esencial de salvia (Salvia
sclarea) en una sola ocasion, se evaluaron las conductas normales, depresivas y
la cantidad de cortisol en sangre antes y después de la exposicién. Tanto la pre-
inhalacibn como la post-inhalacion del aceite de salvia aumentaron
significativamente las concentraciones plasmaticas de serotonina; mientras que,
los niveles plasmaticos de cortisol disminuyeron significativamente en ambos

grupos (Lee et al., 2014).
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Ensayos realizados en Alemania con pacientes con ansiedad moderada a severa
demostraron que la administracion oral de una preparacion estandarizada de
aceite de lavanda (Lavanda angustifolia) redujo las puntuaciones de la Escala de
Calificacion de Ansiedad de Hamilton (HAMA) siendo bien tolerado y reportando

efectos secundarios gastrointestinales leves (Kasper et al., 2015).

2.17 Biologia y usos populares de Litsea glaucescens

Litsea glaucescens (Kunth), cominmente conocida como laurel, es un arbusto
dioico que pertenece a la familia Lauraceae, se distribuye en México en climas
templados con bosques tropicales perennifolios, bosques de encino, bosques
mixtos de pino-encino (Valdés y Flores, 1985; Argueta-Villamar et al., 1994,
Jiménez-Pérez et al., 2011). Sus hojas se utilizan tradicionalmente como remedio
en medicina popular contra enfermedades como la depresion, el cdlico, el dolor, el
vomito y la diarrea (Jiménez-Pérez et al., 2011). Ya desde 1959, Hernandez
reportd que los nativos utilizaban el “ecapatli”, al que describié como una especie
de laurel parecido al europeo, pero con las hojas mas pequefas, para tratar la
epilepsia y la paralisis, padecimientos relacionados con el sistema nervioso central
(Guzman-Gutiérrez et al., 2012).

En la actualidad la etnia Mazahua de Atlacomulco prepara una decoccion de hojas
de laurel junto con otras plantas medicinales para tratar enfermedades de filiaciéon
cultural relacionadas con el sistema nervioso central, como: nerviosismo, susto, y

estados de animo como la tristeza (Guzman-Gutiérrez et al., 2012).

De acuerdo con el Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana
(1994), de Litsea glaucescens se utilizan las hojas, ya sea para preparar una
infusibn o un extracto alcohdlico que se agrega en bafos. También, sus
compuestos volatiles se pueden inhalar en un bafio temazcal o del vapor de las
hojas hervidas o quemadas. Se utiliza para el tratamiento de trastornos
estomacales, tales como diarrea, calambres e indigestion; asi como problemas
ginecoldgicos, como dolores posnatales, facilitar el nacimiento, tratar la
dismenorrea, la esterilidad. Ademas, se usa para curar dolor, infecciones, fiebres y

reumatismo.
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2.18 Aceite de Litsea glaucescens como potencial terapia complementaria

El aceite esencial foliar de Litsea glaucescens estd compuesto por alrededor 206
compuestos de los cuales solo la cuarta parte alcanzan el 1% de abundancia
relativa, y siete de estos son los mayoritarios: eucaliptol, linalol, terpinen-4-ol, a-
terpineol, a-pineno, B-pineno y o-cimeno (Jiménez-Pérez et al., 2011). También,
se determind que la composicion del aceite esencial es variable de acuerdo con la
época del afio y si se trata de un ejemplar masculino o femenino, por lo tanto se
concluyé que es relevante conocer estos datos de la muestra de trabajo en

estudios preclinicos o clinicos (Diaz-Canton, 2018).

En un estudio realizado por Guzman-Gutiérrez et al., 2012, determinaron el efecto
antidepresivo del aceite esencial de L. glaucescens (i.p.) en ratones, utilizando el
modelo de nado forzado en ratdon. En este estudio se observé una disminucion en
el tiempo de inmovilidad con respecto al grupo control y esta disminucion no
estaba relacionada con un efecto en la actividad motora general de los ratones,

evaluada en una prueba de campo abierto.
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IIL.LPLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La depresidon es la principal causa de discapacidad laboral en el mundo. Cabe
destacar que en muchos casos va acompafiada de ansiedad. La pandemia de
COVID-19 incremento la incidencia y gravedad de este trastorno mental debido a

la disminucién en la movilidad y la socializacion.

Los tratamientos que se ofrecen a los pacientes con depresion pueden ser
farmacoldgicos y no farmacolégicos. Si bien, los primeros son de gran ayuda,
tienen desventajas como la generacion de tolerancia, largos periodos para el inicio
del efecto, disfuncién sexual, entre otros. Por lo anterior, los pacientes buscan
terapias complementarias. Entre estas, se encuentra la aromaterapia, que implica

el uso terapéutico de aceites esenciales.

Los antecedentes etnomédicos histéricos y contemporaneos, asi como los
resultados de los estudios farmacolégicos de Litsea glaucescens obtenidos por
nuestro grupo de investigacion, indican que el aceite esencial del “laurel mexicano”
(Litsea glaucescens) posee actividad antidepresiva por via intraperitoneal e
inhalatoria en ratones; sin embargo, se desconoce si presenta actividad ansiolitica
por esta via, asi como, si en su mecanismo de accion, participa la via no

monoaminérgica, en especial la proteina BNDF y el eje HPA.

IV. HIPOTESIS

El efecto antidepresivo y ansiolitico del aceite esencial de Litsea glaucescens
administrado por via inhalatoria, simulando la aromaterapia, involucrara también
una via no monoaminérgica, estimulando la sintesis de BNDF y disminuyendo la
actividad de HPA.

29



V. OBJETIVOS GENERALES

Determinar si el aceite esencial de Litsea glaucescens, administrado por via

inhalatoria, posee actividad ansiolitica.

Explorar la participacion de vias no monoaminérgicas (BDNF y HPA) en el
mecanismo de accion del efecto antidepresivo del aceite esencial de Litsea

glaucescens, administrado por via inhalatoria.

5.1 Objetivos particulares

e Evaluar el efecto ansiolitico del aceite esencial de Litsea glaucescens.

e Determinar si el aceite esencial administrado via inhalatoria modifica los
niveles de BDNF en la corteza prefrontal e hipocampo de cerebro de raton.

e Determinar si se modifica el nivel de corticosterona en plasma de ratén

administrado con aceite esencial por via inhalatoria.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Analisis quimico y actividad biolégica del aceite esencial de Litsea
glaucescens

6.1.1 Sustancias. Se utilizaron como controles positivos por sus efectos
ansioliticos/ antidepresivos: diazepam (1 mg/kg, Roche) como farmaco ansiolitico-
sedante, clorhidrato de imipramina (30 mg/kg, Sigma Aldrich) y ketamina (10

mg/kg, PISA). Como control negativo se utilizé el aceite de maiz (20uL).

Para el andlisis quimico y las pruebas conductuales se utilizé linalol (20uL, Sigma
Aldrich) y B-pineno (20uL, Sigma aldrich).

6.1.2 Material vegetal y extraccion del aceite esencial. Se colectaron hojas de
Litsea glaucescens de un ejemplar masculino en julio de 2017 y febrero de 2020
en la localidad de Huitzila en el estado de Veracruz. Los ejemplares de herbario se
localizan en la Facultad de Ciencias de la UNAM con los siguientes numeros de
voucher: 161832y 161833.

El material vegetal se dej6 secar durante 15 dias a temperatura ambiente, en la
sombra. Las hojas de cada la colecta se trozaron, se pesaron 126.49 gy 119.11 g
respectivamente y se colocaron en el equipo de destilacion por arrastre de vapor.
La destilacion de cada muestra duro 2 horas. Los aceites esenciales obtenidos
(0.94 g y 0.85 g) se almacenaron a 4°C en un vial ambar sellado con parafilm

hasta su uso. Para las pruebas biologicas, se utilizo el aceite colectado en el 2020.

6.1.3 Analisis quimico y cuantificacion de los compuestos. Los aceites
esenciales se cuantificaron de acuerdo con el método estandarizado por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas descrito por Diaz-
Canton 2018. Brevemente, se utilizd0 un cromatografo de gases Agilent
technologies 7890B GC acoplado a un espectrometro de masas Agilent
technologies 5977 MSD, utilizando las siguientes condiciones: columna HP-5ms,
fenilo al 5%, dimetilpolisiloxano al 95%, 30 m x 250 um x 0.25 um; gas acarreador
helio (He); flujo 1mL/min, velocidad media 36.262 cm/sec. Se inicio el andlisis con
una temperatura de 40°C durante 1 minuto. Pasado ese tiempo se inici0 una

rampa de calentamiento de 15°C/minuto hasta alcanzar los 300°C, manteniendo
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esta temperatura 2 minutos. Las curvas de calibracién se realizaron por triplicado
con estandares certificados de eucaliptol (3.9, 7.8, 15.62, 31.25, 62.5, 125, 250 y
500 pg/ mL), linalol (3.9, 7.8, 15.62, 31.25, 62.5, 125 y 250 pg/ mL) y B-pineno
(7.8, 15.62, 31.25, 62.5y 125 ug/ mL). Los aceites se analizaron en el Laboratorio
Nacional de Ciencias para la investigaciéon y la Conservacién del Patrimonio

Cultural (LANCIC-IQ), con la asesoria de la M.C. Mayra Ledn Santiago.

6.1.4 Animales de experimentacion. Se utilizaron ratones CD1 machos de 25 a
30 g de peso adquiridos del bioterio general de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala de la UNAM. Los ratones permanecieron en un cuarto de alojamiento de
animales en el Instituto de Quimica de la UNAM, con temperatura constante (22
+1 °C) en un ciclo de 12 horas luz versus 12 horas oscuridad, separados en
grupos de méximo 10 animales por caja con libre acceso a alimento y agua. Todos
los procedimientos que involucran el uso de animales de experimentacion se
llevaron a cabo conforme la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.
Ademas, del protocolo experimental aprobado por el comité de ética del Instituto
de Quimica (CICUAL-IQ-002-17). Todos los experimentos fueron video grabados y
posteriormente se colectaron los datos de las grabaciones.

6.1.5 Administracién del aceite esencial, linalol y B-pineno por inhalacién. Se
realizé el protocolo experimental establecido por Diaz-Canton 2018. Brevemente,
se colocaron 20 pL de aceite de laurel, linalol o B-pineno en una tapa de vidrio
dentro de la camara de inhalacion (26 x 22 x 20 cm), se saturd la caja durante
cinco minutos con los volatiles del aceite, posteriormente se colocaron los ratones
en grupos de 2 dentro de la caja exponiéndolos al tratamiento respectivo (6
animales por tratamiento) durante 30 minutos (figura 7). Pasado este tiempo se

evaluaron los animales en las pruebas conductuales.
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rejilla

caja petri con
aceite

Figura 7. Administracion del aceite esencial por viainhalatoria.

6.1.6 Pruebas conductuales

Las pruebas de cilindro de exploracion, campo abierto, tablero con orificios y cruz
elevada se realizaron de manera consecutiva con los mismos grupos integrados
por 6 ratones cada uno. Se utilizé como control positivo diazepam a una dosis de 1
mg/kg (p.o.).

6.1.6.1 Cilindro exploratorio. Para esta prueba se utilizé un cilindro de vidrio (30
cm de altura, 11 cm de diametro y 3 mm de espesor) que se encuentra sobre un
papel. El ratdbn se coloc6é dentro del cilindro y se registr6 el numero de
levantamientos que realizé sobre sus extremidades posteriores durante un periodo
de cinco minutos. Al concluir el tiempo se retird el ratdén y se limpié el lado interior
del cilindro con una solucion de etanol (30% v/v) y se cambio el papel. Una
disminucién en la actividad exploratoria (nimero de levantamientos) en un entorno

desconocido revela un efecto sedante (Guzman-Gutiérrez et al., 2012).

6.1.6.2 Tablero de orificios. Para esta prueba se utilizé un tablero (40 x 40 cm)
gue tiene 16 orificios con distribucibn homogénea (6 cm entre ellos) y 3 cm de

diametro. La conducta cuantificable es el nimero de exploraciones dentro de los
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orificios. Cada animal se colocaba en el centro del tablero y posteriormente se
conté el numero de exploraciones a los orificios durante dos minutos en las
videograbaciones. Después de retirar cada raton el aparato se limpié con solucion
de etanol (30% v/v). Si el grupo de prueba realiza mas exploraciones que el grupo
control, se considera que la sustancia evaluada tiene efecto ansiolitico (Himanshu
et al., 2020).

6.1.6.3 Laberinto de cruz elevado. El laberinto en cruz utilizado esta a 50 cm por
encima del nivel del suelo y consta de dos brazos abiertos (largo 30 cm ancho 5
cm) y dos brazos cerrados (largo 30 cm, ancho 5 cm, alto 15 cm) y una plataforma
central (5 x 5 cm). Cada animal se coloc6 en el centro del laberinto frente a un
brazo abierto y permanecio en el laberinto por 5 minutos. Posteriormente se
registr6 el tiempo de permanencia en los brazos abiertos después del
experimento. Se consideré que el animal se encontraba en los brazos abiertos si
las cuatro patas estaban en el brazo. Después de cada prueba, se limpio el
laberinto con una solucién de etanol (30% v/ v). Un mayor tiempo de permanencia
en los brazos abiertos del grupo de prueba con respecto al control, sugiere
actividad ansiolitica (Guzman-Gutiérrez et al., 2012).

6.1.7 Pruebas conductuales para la determinacion de la actividad
antidepresiva

6.1.7.1 Campo abierto. Se utilizé para evaluar la actividad motora espontanea de
los ratones. Consiste en una caja de acrilico transparente (18 x 28 cm) dividida en
12 cuadrantes. Cada animal se coloco suavemente en el centro del aparato. El
parametro observado fue el nUmero de cuadrados cruzados (con las cuatro patas
en un cuadrado) en un periodo de dos minutos. Una disminucion o un aumento del
namero de cuadrantes recorridos del grupo de prueba con respecto al grupo

control, indica un efecto sobre la actividad motora de los roedores (Archer, 1973).

6.1.7.2 Nado forzado. El modelo utilizado fue similar a lo descrito por Guzman-
Gutiérrez et al., (2012) y Diaz-Cantén, (2018) basado en lo establecido por Porsolt
et al., (1977). Para esta prueba se utilizdé un cilindro de vidrio (25 cm de alto x 12
cm de diametro) con agua (24 + 1° C) hasta 15 cm de altura. Cada raton

permanecio durante seis minutos dentro del cilindro. Posteriormente se registro el
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tiempo de inmovilidad (segundos) de cada ratébn durante los ultimos cuatro
minutos de la prueba. Se determin6 que el animal estaba inmévil cuando solo se
observaban los movimientos minimos necesarios para mantenerse a flote. Una
disminucién del tiempo de inmovilidad del grupo de prueba con respecto al grupo
control sugiere una actividad antidepresiva.

6.2. Neurofarmacologia de la inhalacion del aceite esencial de Litsea
glaucescens

6.2.1 Preparacion de muestras de cerebro. Inmediatamente después de la
prueba de nado forzado los ratones se sacrificaron por decapitacion y se
disectaron los cerebros sobre hielo en dos secciones corteza prefrontal (PFC) e
hipocampo (HIP). Los tejidos se depositaron en tubos Eppendorf con buffer RIPA
1X, enriquecido con inhibidores de proteasas (Roche, 4693159001) e inhibidores
de fosfatasas (NaF 0.05M, Sigma Aldrich - NasP20O7 0.0084M, Meyer — Glicerol 2-
fosfato, 0.0084M, Sigma Aldrich), se homogenizaron durante 2 minutos, se
sonicaron durante 1 minuto y se centrifugaron durante 10 minutos a 14 500 rpm.
Se colecto el sobrenadante en tubos Epperdorf y se congelaron a -80 °C hasta su
analisis.

6.2.2 Cuantificacion de proteinas. En una placa de 96 pozos se realizé una
curva de calibracion por triplicado con albumina de suero bovino (BSA, 1mg/ml).
Para esta técnica se agregaron las siguientes cantidades de BSA:1.0,2.5,5, 7.5y
10 pL. De las muestras de corteza prefrontal e hipocampo homogenizadas se
prepararon diluciones 1:10 y se agregaron por triplicado 5 pL de la dilucion.
Posteriormente, a todos los pozos se les agrego 5 ul de agua milli- Q y 250 pL de
solucién Bradford (BIO-RAD, #5000006), se incubd la placa durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se analiz0 en un espectrofotometro (VERSA max,
Molecular Devices) a una longitud de onda de 595 nm. Finalmente se realizaron
los célculos correspondientes utilizando la ecuacion de la recta para determinar la

cantidad de proteina a cargar en los geles.
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6.2.3 Identificacion de la proteina BDNF involucrada en el trastorno
depresivo mediante la técnica de western blot

Electroforesis. Se utilizaron geles precast 4—20% Mini-PROTEAN® TGX™ de la
marca BIO-RAD (#4561093). Para su montaje se uso el paquete de Bio-Rad, mini-
PROTEAN®Tetra Handcast Systems, que incluye la cadmara de electroforesis

vertical para mini geles de 1mm.

Se agreg6 a cada muestra el volumen necesario de amortiguador de corrida o
buffer laemmli de la marca BIO-RAD cuya composicion es glicerol 75%, TRIS-HCL
0.5 M, SDS 10%, azul de bromofenol 0.02% y agua. En cada pozo se corrieron 50
Mg de proteina, en el primer carril se colocdé el marcador de peso molecular
(Chameleon® Duo Pre-stained Protein Ladder, LI-COR). Se aplicé un voltaje de
100 volts y se mantuvo constante durante 90 minutos o hasta que el frente de

corrida saliera del gel.

Transferencia de proteinas. La transferencia se realizé utilizando un sistema
hiamedo. Se utilizaron membranas de PVDF (0.45 pm), se activaron durante 1
minuto con metanol y se enjuagaron con buffer de transferencia (Tris-Base (25
mM), glicina (190 mM), metanol (20%), durante 5 minutos. Posteriormente se
formd un “sandwich” donde el gel y la membrana se colocaron entre la esponja y
el papel (figura 8), todos los elementos se sujetaron firmemente para evitar la
formacion de burbujas de aire, después se monto a la camara y se sumergio en el

buffer de transferencia. Se aplicé un voltaje de 100 volts durante 90 minutos.

+ve
Esponja
Papel filtro
Membrana
Gel

Papel filtro
Esponja

Voltaje

-ve

||ull_|||

Figura 8. Transferencia hiumeda de proteinas.
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Bloqueo de membrana. Inmediatamente después de la transferencia se
bloguearon las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
constante utilizando una solucion de bloqueo al 5% a base de leche en polvo
descremada. Después se lavé 3 veces con PBS [Tris-Base (20mM), NacCl

(150mM)], cada lavado tuvo una duracion de 5 min.

Incubacidon de anticuerpos. Se incub6 la membrana durante 24 horas a 4 °C con
la dilucion del anticuerpo primario correspondiente BDNF (abcam, mouse 1:1000,
ab108319) y GAPDH (santa-cruz, mouse 1:1000 sc166545) en TBST (Tris-Base
(20mM), NaCl (150mM), Tween 20 (0.1%). Posteriormente, se lavaron las

membranas tres veces con TBS durante 5 minutos.

Después las membranas se incubaron con la dilucion de anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano (PHR), anti-mouse (Thermo Fisher, 1:4000,
626520) y anti-rabbit (Cell signaling, 1:2000, 7074) en solucion de bloqueo a
temperatura ambiente durante 1 h. Pasado este tiempo, se lavaron tres veces las

membranas con TBS durante 5 minutos.

Revelado de membranas. Para el desarrollo de la sefial de BDNF se utilizo el kit
SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher
Scientific, 34095) y para las demas proteinas el kitSuperSignal™ West Pico
PLUS (Thermo Fisher Scientific, 34579). Se colocaron las membranas con una
envoltura de plastico trasparente, se agregaron 800 pyL de los reactivos y se
incubaron durante 5 minutos, pasado este tiempo se retird el exceso de reactivo y

se cubrieron las membranas con el plastico trasparente.

Después en un cuarto oscuro, se coloc6 una pelicula fotografica sobre la
membrana haciendo presion durante 2 a 5 minutos dependiendo de la intensidad

de las bandas que se requieran.

Finalmente, cada una de las peliculas se retir6 y se sumergié durante 5 minutos
en liquido revelador, después se lavaron abundantemente con agua corriente. A
continuacion, se colocaron durante 5 minutos en el liquido fijador, y finalmente se

lavaron con agua corriente. Posteriormente del secado fueron escaneadas.
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Andlisis de datos. Con ayuda del programa ImageJ se analizaron las imagenes
obtenidas en cada uno de los experimentos independientes. Con del software
GraphPad Prism 5 se realizaron las pruebas estadisticas correspondientes y se

graficaron los datos.

6.3 Activacion del eje HPA asociado a comportamientos relacionados con el
estrés

6.3.1 Colecta de sangre. Después de la prueba de nado forzado, cuando los
animales se sacrificaron por decapitacion, se colectd una muestra de sangre en
tubos de plastico de 4 mL de la marca vacutainer (EDTA-K2). Las muestras se
centrifugaron durante 2 minutos a 2000 rpm, se recuperd el sobrenadante

(plasma) y se almacenaron en tubos Eppendorf a -80 °C hasta su uso.

6.3.2 Cuantificacion de corticosterona. Se utiliz6 el kit de inmunoensayo
enzimatico de corticosterona DetectX® de la marca Arbor Assays (K014-H1), el
cual mide la corticosterona presente en suero o plasma. Las muestras se diluyeron
con el reactivo de disociacion suministrado en el kit para producir la concentracion
total del glucocorticoide, se agregaron 50 pL de las muestras o estandares por
triplicado, se agregaron 25 pL de DetectX® Corticosterone Conjugate y 25 L de
DetectX® Corticosterone Antibody a cada pozo y se incubo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después, se retiraron los reactivos y los pozos se lavaron
con solucién de lavado suministrada en el kit, se retird la solucion de lavado y se
repitié cuatro veces. Finalmente, se agregaron 100 uL de TMB sustrato a cada
pozo, se incubd durante 30 minutos sin agitar y se agregaron 50 uL de Stop
solution a cada pozo. Posteriormente se leyo la densidad éptica en un lector de

placas a 450 nm.

6.3.3 Andlisis estadistico. Los datos se expresaron como media + EEM. La
prueba de Tukey o Dunnet seguida de ANOVA unidireccional se utiliz6 para el
analisis estadistico utilizando el software GraphPad prism 5. Un valor de p<0.05 se

consider6 estadisticamente significativo.
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VII. RESULTADOS

7.1 Andlisis quimico y actividad biolégica del aceite esencial de Litsea
glaucescens

7.1.1 Andlisis quimico

Se identificaron 31 compuestos totales presentes en el aceite esencial de Litsea
glaucescens (laurel) mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG/EM). El compuesto mayoritario fue eucaliptol (31.06%), seguido de
a-pineno (10.96 %), B-pineno (9.05%), y -terpineno (8.78%), o-cimeno (6.85%), D-
limoneno (6.40%), terpinen-4-ol (6.34%), (+)-4-careno (4.08%), a-tujeno (2.37%), B
-mirceno (2.25%), linalol (2.39%), acetato de trans-carveilo (2.36%) y &-terpineol
(1.0%) (Cuadro 2). Estos componentes fueron identificados y su porcentaje de
abundancia relativa fue determinado de acuerdo con el método descrito por Diaz-
Canton, 2018.

Cuadro 2. Composicién del aceite esencial de Litsea glaucescens por andlisis de CG/ EM.

Compuesto Tiempo de retencién Abundancia
(min) relativa (%)

a- tujeno 4.97 2.37
a- pineno 5.06 10.96
canfeno 5.24 0.24
B- tujeno 5.51 0.37
B- pineno 5.56 9.05
- mirceno 5.67 2.25
a- felandreno 5.85 0.16
(+)-4-Careno 5.99 4.08
0-cimeno 6.08 6.85
D-limoneno 6.13 6.40
1, 8-cineol (eucaliptol) 6.17 31.06
B -ocimeno 6.30 0.74
y -terpineno 6.45 8.78
hidrato de cis-sabineno 6.55 0.21
oxido de cis-linalol (furano) 6.60 0.75
linalol 6.86 2.39
piperitol 7.14 0.08
O -terpineol 7.61 1.0
terpinen-4-ol 7.72 6.34
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Cuadro 2. Continuacion

a -terpineol 7.85 0.28
2-metiltetrahidrofurano 8.25 0.14
acetato de 6xido de linalol (piranoide) 8.74 0.03
acido pentanodioico 8.87 0.24
2-oxabiciclo[2.2.2]octan-6-0l, 1,3,3- 9.27 0.06
trimetil-, acetate

Acetato de trans-carveilo 9.44 2.36
1,2-benzenediol, o-(4-butylbenzoyl)- 9.64 0.05
0'-(2-metil benzoil)-

cariofileno 10.06 0.77
bergamoteno 10.12 0.14
D-amorfeno 10.88 0.20
a -bisaboleno 10.98 0.46

En el cuadro 3, se compard la cantidad de los tres compuestos de interés
obtenidos del aceite esencial de Litsea glaucescens: eucaliptol, B-pineno y linalol
de la muestra almacenada y de la muestra reciente. Los resultados indican que el
aceite almacenado en frio pierde cantidades importantes de compuestos si se

mantiene en estas condiciones por mas de un afio.

Cuadro 3. Modificacidn de la composicion del aceite esencial de Litsea glaucescens en funcion del
tiempo.

Compuesto Ae-2017 Ae- 2020
(ng/mL) (ng/mL)
Eucaliptol 428.61 939.53
B -pineno 16.35 47.90
Linalol 27.86 53.73

Ae-2017: Aceite esencial almacenado 2 afios a 4°C en un vial ambar.
Ae-2020: Aceite esencial destilado de hojas recién colectadas y destilado en el mismo afio.
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7.1.2 Actividad bioldgica

El aceite esencial de Litsea glaucescens presenté actividad ansiolitica. Cuando los
ratones fueron sometidos a la prueba de cruz elevada, se observéd que los grupos
administrados con el aceite esencial, el compuesto [-pineno y el diazepam
(Img/kg p.o), aumentaron significativamente el tiempo en los brazos abiertos en
comparacién con el control, lo que indica un efecto ansiolitico para ambos
tratamientos (figura 9). Con relacion a la prueba de campo abierto, ninguno de los
tratamientos afecto la actividad motora espontanea de los animales (figura 10) de

manera significativa.
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Figura 9. Efecto ansiolitico del aceite esencial de Litsea glaucescens (AE) en ratones sometidos a la
prueba de cruz elevada. a) Tiempo en brazos abiertos b) Nimero de entradas a brazos abiertos.
Diazepam 1mg/kg p.o, AE laurel 20 pL, linalol 20 pL y B-pineno 20 pL. Cada barra representa la X £ EEM con
n=5. La diferencia significativa se determin6 con una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Dunnett
(p< 0.05).
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Figura 10. Efecto del aceite esencial de Litsea glaucescens (AE) en ratones sometidos a la prueba de
campo abierto. Cada barra representa la X + EEM con n=5. Diazepam 1mg/kg i.p, AE laurel 20 uL, linalol 20
pL y B-pineno 20 pL. La diferencia significativa se determind con una prueba de ANOVA seguida de una
prueba de Dunnett (p< 0.05).

En la prueba de cilindro exploratorio, ninguno de los grupos de prueba evaluados
a la misma dosis que en las pruebas anteriores, modific6 el numero de

levantamientos con respecto al control, lo que indica que no muestran efecto
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sedante (figura 11).

Numero de levantamientos

AMMMMMMMMMMIMY

Figura 11. Efecto del aceite esencial de Litsea glaucescens (AE) en ratones sometidos a la prueba de
cilindro exploratorio. Cada barra representa la X + EEM con n=5. Diazepam 1mg/kg p.o, AE laurel 20 pL,
linalol 20 pL y B-pineno 20 pL. La diferencia significativa se termind con una prueba de ANOVA seguida de
una prueba de Dunnett (p< 0.05).
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Por dltimo, en la prueba de tablero de orificios ninguna de las sustancias
evaluadas modificé el nimero de exploraciones de los ratones. Si bien el resultado
en este modelo determina que no hay efecto ansiolitico (figura 12), tampoco hay

una disminucién de actividad exploratoria con respecto al control.
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Figura 12. Efecto del aceite esencial de Litsea glaucescens (AE) administrado por via inhalatoria en
ratones sometidos a la prueba de tablero de orificios. Cada barra representa la X £ EEM con n=5.
Diazepam 1mg/kg p.o, AE laurel 20 pL, linalol 20 pL y B-pineno 20 pL. La diferencia significativa se terminé
con una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Dunnett (p< 0.05).

Con respecto a la actividad antidepresiva, en la figura 13, se observo que el aceite
esencial (20 yl) administrado por via inhalatoria y la imipramina administrada por
via i.p una dosis de 30 mg/kg redujeron el tiempo de inmovilidad de los roedores
en el nado forzado comparado con el control inhalatorio. También se observé que
el linalol (20 ul) y la ketamina (3 mg/kg) no presentan efecto antidepresivo en esta
prueba con el esquema de administracion propuesto. En la prueba de campo
abierto que se realiz6 de manera conjunta con el nado forzado, se observo que el

aceite esencial no modifica la actividad motora general de los ratones, lo que
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aporta mayor evidencia de que la disminucion en el tiempo de inmovilidad
producido por el aceite esencial, en la prueba de nado forzado (figura 14), se debe
a un efecto antidepresivo.

Por otra parte, el grupo linalol (20 pl) y ketamina (3 mg/kg) disminuyen
significativamente el numero de cuadrantes recorridos respecto al grupo control
(figura 14). Esto puede indicar que se observa un efecto sedante, que se
encuentra reportado para ambas sustancias en la literatura (Guzman-Gutiérrez et
al., 2012; Matveychuk et al., 2020).
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Figura 13. Efecto del aceite esencial de Litsea glaucescens (AE) en ratones sometidos a la prueba de
nado forzado. La imipramina control positivo. Imipramina 30 mg/kg, AE laurel 20 pL, linalol 20 pL y ketamina
10 mg/kg. Cada columna representa la X £+ EEM (n=10). * La diferencia significativa fue determinada por una

prueba ANOVA seguida de una prueba de Dunnett (p<0.05).
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Figura 14. Efecto del aceite esencial de Litsea glaucescens en ratones sometidos a la prueba de
campo abierto. Imipramina 30 mg/kg, AE laurel 20 pL, linalol 20 pyL y ketamina 10 mg/kg. Cada columna
representa la X + EEM (n=10). * La diferencia significativa fue determinada por una prueba ANOVA seguida de

una prueba de Dunnett (p<0.05).

7.2 Neurofarmacologia de la inhalacion del aceite esencial de Litsea
glaucescens

Los niveles de expresion de BDNF en la corteza prefrontal [figura 15 (A)] e
hipocampo [figura 15 (B)], de los ratones administrados con el aceite esencial,
linalol, imipramina o ketamina, fueron determinados mediante transferencia de
Western blot. Para los tratamientos antes mencionados se realiz0 una
comparacion de los niveles de BDNF en ratones que pasaron por la prueba de

nado forzado y ratones que no lo hicieron.
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Figura 15. Western blot representativo del factor neurotrofico derivado del cerebro A) corteza
prefrontal e B) hipocampo tratado con aceite de Litsea glaucescens. GAPDH es la proteina control de
carga. BSL: basal, CTL: control, IMA: imipramina, KTA: ketamina, AE/N: aceite de laurel con nado, AE/S:
aceite de laurel sin nado, LNL/N: linalol con nado, LNL/S: linalol sin nado.

Nuestros resultados mostraron que en el caso de los ratones que pasaron por el
nado forzado, el aceite de laurel mexicano aumenta la expresion de la proteina
BDNF significativamente, en la corteza prefrontal [figura 16 (a)] y en el hipocampo
[figura 17 (a)]. En ratones que no pasaron por el nado forzado, la expresion de
BDNF tiende a aumentar, pero comparado con su control esta diferencia no es
estadisticamente significativa [figura 16 (b)] y [figura 17 (b)].
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Figura 16. Variacién de la expresion de la proteina BDNF en corteza prefrontal de a) ratones
sometidos a la prueba de nado forzado b) ratones sin nado forzado. Imipramina 30 mg/kg, AE laurel 20
pL, linalol 20 pL y ketamina 3 mg/kg. La imipramina y la ketamina fueron farmacos controles positivos. Cada
columna representa la X + EEM (n=5). La diferencia significativa se termin6 con una prueba de ANOVA
seguida de una prueba de Dunnett (p< 0.05).
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Figura 17. Variacidon de la expresion de la proteina BDNF en hipocampo de a) ratones sometidos a la
prueba de nado forzado b) ratones sin nado forzado. Imipramina 30 mg/kg, AE laurel 20 pL, linalol 20 pyL y
ketamina 3 mg/kg. La imipramina y la ketamina fueron farmacos controles positivos. Cada columna representa
la X + EEM (n=5). La diferencia significativa se termin6 con una prueba de ANOVA seguida de una prueba de
Dunnett (p< 0.05).
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7.3 Activacion del eje HPA asociado a comportamientos relacionados con el
estrés

Los niveles de la hormona del estrés, corticosterona aumentaron
significativamente en los ratones control sometidos a la prueba de nado forzado,
por otro lado, los ratones tratados con imipramina (farmaco control positivo),
mostraron niveles reducidos de esta hormona comparado con el grupo control
(figura 18).
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Figura 18. Elevacién de los niveles de corticosterona en plasma sanguineo de ratones sometidos a la
prueba de nado forzado. Basal (sin nado forzado), NF control (con nado forzado) e imipramina 30 mg/kg
(con nado forzado). La imipramina fue el farmaco control positivo. Cada columna representa la X £ EEM (n=5).
a. diferencia significativa respecto al basal. b. diferencia significativa respecto al NF control. La diferencia

significativa se terminé con una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey (p< 0.05).
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Figura 19. Elevacién de los niveles de corticosterona en plasma sanguineo de ratones sometidos a la
prueba de nado forzado. Ketamina 3 mg/kg, AE laurel 20 pL y linalol 20 pL. NF; nado forzado, AE; aceite
esencial, S/N; sin nado forzado. Cada columna representa la X + EEM (n=5). La diferencia significativa se

termind con una prueba de ANOVA seguida de una prueba de Tukey (p< 0.05).

En la figura 19, se observa que el farmaco ketamina administrado a una dosis de 3
mg/kg, el aceite esencial de Litsea glaucescens y el linalol no redujeron la cantidad

de corticosterona presente en el plasma sanguineo de raton respecto al control.
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VIII. DISCUSION

8.1 Analisis quimico y actividad biolégica del aceite esencial de Litsea
glaucescens

8.1.1 Analisis quimico

Los aceites esenciales son mezclas complejas, que contienen en su mayoria
compuestos organicos volatiles biosintetizados por las plantas para su
supervivencia. (Loreto et al., 2014; Stevanovic et al., 2020). Estos compuestos en
Su mayoria son terpenos, especificamente monoterpenos biosintetizados por la via
DOXP (Bergman et al., 2019).

El analisis quimico del aceite esencial de Litsea glaucescens mostré que el
componente mayoritario es el eucaliptol, como se ha reportado en varios estudios
realizados por nuestro grupo de investigacion. Del mismo modo, se identifico la
presencia de B-pineno y linalol, previamente identificados como principios activos.
El aceite esencial después de ser almacenado en un vial &mbar en el refrigerador
a 8°C por un tiempo se ve modificada su composicion y la cantidad de sus
componentes en la mezcla. Por lo tanto, se sugiere que el aceite esencial de laurel
se mantenga en un contenedor sellado con nitrdgeno para evitar la degradacion
de los compuestos. Pero, es necesario realizar los experimentos con la finalidad
de comprobar que la cantidad de compuestos volatiles no ha sido modificada.
8.1.2 Actividad bioldgica

Los aceites esenciales, durante siglos se han utilizado por diferentes culturas en el
mundo como tratamientos tradicionales para el alivio de diversos padecimientos
(Kumari et al., 2019). Recientemente, la demanda de terapias para la recuperacion
y prevencion de enfermedades mentales y neuroldgicas ha aumentado, entre ellas

la depresion y la ansiedad patologica (Villareal et al., 2017).

Una terapia alternativa podria ser la inhalacion del aceite esencial de Litsea
glaucescens (laurel mexicano), del cual se ha demostrado su efecto antidepresivo
en ratones sometidos a la prueba de nado forzado por via i.p. (Guzman-Gutiérrez
et al., 2012) y por via inhalatoria (Diaz-Canton et al., 2018). Ademas, es
importante resaltar que L. glaucescens es una especie utilizada en la medicina

tradicional en México desde antes de la llegada de los espafoles, para el

50


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7330110/#B108

tratamiento de padecimientos relacionados con el sistema nervioso central. Por lo
tanto, el uso de aceite esencial de L. glaucescens tiene un sustento cientifico y
tradicional. Por otra parte, actualmente las hojas de laurel principalmente tienen un

uso culinario.

En este trabajo se demostré que ademas de la actividad antidepresiva, el aceite
de Litsea glaucescens tiene efecto ansiolitico, ya que en la prueba de laberinto de
cruz elevada se observé un aumento en el tiempo de permanencia en los brazos
abiertos para el grupo que inhal6 el aceite (figura 9). También para otras especies
de plantas aromaticas, existen estudios preclinicos similares, sobre inhalacion de
sus aceites esenciales, donde se demuestra su efecto antidepresivo. Por ejemplo,
en el 2017 Villareal y colaboradores reportan el efecto antidepresivo del aceite
esencial de Rosmarinus officinalis (romero), donde se observa la disminucién del
tiempo de inmovilidad de los ratones sometidos a la prueba de suspension de
cola, pero con cantidades mayores de aceite esencial comparado con el aceite de
laurel. Cabe resaltar, que el aceite esencial de romero tiene dentro de sus
compuestos mayoritarios B-pineno y linalol (Mohammed et al., 2020), los cuales
también estan contenidos en el aceite de laurel mexicano. En humanos se ha
reportado que el aceite esencial inhalado de Lavandula angustifolia (Mill), que
tiene entre sus componentes al linalol, es eficaz para disminuir el estado de animo
deprimido en sujetos sanos (Ogata et al., 2020). Ademas, en el 2017 se reporta
gue el masaje con aromaterapia de lavanda reduce significativamente el estrés en
mujeres embarazadas (Chen et al., 2017). Otros estudios también han demostrado
el efecto ansiolitico de aceites esenciales inhalados en animales de
experimentacién. Por ejemplo, la inhalacion del aceite esencial de Gardenia
jasminoides (Ellis) aumenté el tiempo que los ratones pasaron en los brazos
abiertos respecto al control (Zhang et al. 2020). Con respecto a la actividad
ansiolitica de aceites esenciales en humanos, se informé que la inhalacién durante
20 minutos del aceite esencial de geranio durante 2 dias consecutivos disminuyé
la ansiedad (Estado-Trait Anxiety Inventory, STAI) en 40 pacientes que sufrieron
recientemente infarto agudo de miocardio (Shirzadegan et al., 2017).
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En el estudio realizado por Guzman-Gutiérrez y colaboradores en el 2012, se
reporta la falta de actividad ansiolitica en roedores sometidos a la prueba de
laberinto de cruz elevado del aceite esencial de Litsea glaucescens, sin embargo,
la via de administracién utilizada fue la intraperitoneal. Una posible explicacion de
la diferencia entre los resultados obtenidos entre la via inhalatoria y la via
intraperitoneal es la siguiente: tras la inhalacion en la cavidad nasal, los aceites
ingresan al cuerpo y al cerebro a través dos vias paralelas para generar efectos
sobre las emociones, la cognicion y el comportamiento. La primera via es a través
del sistema olfativo, que detecta los compuestos volatiles y estos llegan al epitelio
nasal para unirse a receptores de odorantes acoplados a proteinas G en los cilios
de las neuronas olfativas. La activacion de estos receptores media la sefializacion
a varios tipos de células lo que resulta en estimulos quimicos directos al sistema
limbico del cerebro (Chioca et al., 2013; Harvey y Heinbockel, 2018; Aponso et al.,
2020). La segunda via es a través del sistema circulatorio con acceso al cerebro a
través de la Barrera Hematoencefalica (BHE). ElI 80% del aire inhalado entra en el
sistema circulatorio a través de una extensa red de capilares sanguineos
localizados en el tejido del revestimiento nasal, asi como en la trdquea, los
bronquios y los pulmones. De esta manera los compuestos volatiles llegan al
sistema circulatorio y tienen la oportunidad de ser absorbidos por el cerebro a
través de la BHE, que es permeable a los compuestos volatiles de baja masa
molecular como los que se encuentran en los aceites esenciales. De esta manera,
los compuestos involucrados en producir el efecto ansiolitico no se ven afectados
de la misma manera por los ciclos de absorcién y eliminacidbn que con la
administracion sistémica. Por otra parte, utilizando la via de administracion
inhalatoria se elimina el peligro de intoxicacion aguda y las consecuencias
patolégicas en érganos y tejidos que los terpenos y cetonas pudieran generar
(Bardal et al., 2011; Epriliati y Ginjom, 2012; Takahashi et al., 2012; Sileniesks et
al., 2013; Wei et al., 2015a; Aponso et al., 2020).

Finalmente, es preferible la administracion inhalada de aceites esenciales por la
seguridad y los beneficios que ofrece esta administracion, ademas de la ventaja
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gue ofrece la rapidez con que se pueden obtener sus efectos farmacologicos
(Manion y Widder, 2017).

Adicionalmente, en este trabajo se demostr6 que el aceite esencial bajo el
esquema de administracién utilizado por via inhalatoria no provoca actividad
sedante, no afectan la actividad motora en los ratones y no afecta la actividad
exploratoria, utilizando los modelos de campo abierto, cilindro exploratorio y

tablero de orificios, respectivamente.

La prueba de laberinto de cruz elevado, se considera el estandar de oro para
evaluar los comportamientos de tipo ansiogénico (Bourin, 2020), pero hay otros
modelos de comportamiento en animales para generar y medir la ansiedad y con
el tiempo han aumentado. Asimismo, existen pruebas basadas en la capacidad de
una rata para explorar un nuevo territorio, por ejemplo, el campo abierto, cilindro
de exploracién y el tablero de orificios, sin embargo, estas pruebas se consideran
gue no son lo suficientemente especificas para medir un comportamiento ansioso,
ya que dentro del comportamiento de exploracion hay otros factores involucrados
como los cambios en la actividad general y/o motivacién exploratoria, no obstante,
pueden utilizarse como pruebas complementarias para eliminar la conducta

relacionada con la psico-estimulacion (Labots et al., 2015; Bourin, 2020).

Sin embargo, el linalol puro no presentd efecto antidepresivo por via inhalatoria lo
cual podria deberse a tres razones: a) con el tiempo de exposicion utilizado se
saturaron los receptores, b) el linalol tiene efecto en forma sinérgica, pues en el
aceite esencial se encuentra mezclado con otros compuestos como el 3-pineno

y/o, c) la cantidad de linalol no fue la adecuada.

Por otra parte, hay otros grupos de investigacion que han corroborado la actividad
antidepresiva del linalol administrado por via intraperitoneal (Coelho et al., 2013;

Guzman-Gutiérrez et al., 2015).
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Por otra parte, la ketamina a la dosis administrada de 10 mg/kg no presenté efecto
antidepresivo bajo el esquema de administracion propuesto al ser administrada en
tres ocasiones previas a la prueba de nado forzado, pero si disminuy6 la actividad
motora espontdnea. En comparacion, otros autores reportan el efecto
antidepresivo con una sola inyeccion del farmaco (Fitzgerald et al., 2019; Viana et
al., 2021). Asimismo, se ha descrito que las propiedades farmacologicas de la
ketamina podrian estar mediadas por factores neuroendocrinos ya que se ha
demostrado que los ratones hembra responden mejor a la ketamina, lo que
sugiere que las hormonas sexuales como el estrégeno y la progesterona afectan
el efecto de este farmaco (Carrier y Kabbaj, 2013; Fitzgerald et al., 2021). Por otra
parte, hay otro estudio en donde se reporta que a la dosis de 10 mg/kg la ketamina
no presenta actividad antidepresiva y que este efecto puede estar relacionado con
el estrés que genera el manejo y administracion de los animales antes de la
prueba de nado forzado (Fitzgerald et al., 2019).

8.2 Neurofarmacologia de la inhalacion del aceite esencial de Litsea
glaucescens

El desarrollo de la terapia farmacoldgica para la depresion se ha basado en la
teoria de la desregulacibn monoaminérgica (Bétry et al., 2015), pero con el paso
de los afios se han propuesto otras teorias centradas en la deficiencia de los
factores neurotroficos, como el BDNF (Capibaribe et al., 2019) en é&reas
especificas de la red limbica prefrontal, incluida la corteza orbitofrontal, la corteza
cingulada anterior y posterior, la insula, la amigdala, el hipocampo y el talamo
(Zhang et al., 2019a).

El BDNF es uno de los factores neurotréficos mejor estudiados del SNC, se une al
receptor TrkB dimerizandolo provocando que los residuos de tirosina se
autofosforilen. EI complejo BDNF/TrkB desencadena vias de sefializacion
asociadas con la activacion del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), la fosfolipasa C
gamma (PLC-y) y Ras GTP-asa (Gonzélez et al., 2016; Colucci-D’Amato et al.,
2020). Por lo que, si existe un cambio en la eficiencia de la secrecion o en el
trasporte de esta proteina, afecta la activacion de estas vias de sefializacién que

son importantes en los mecanismos de diferenciacion neuronal, el crecimiento

54


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10253890.2021.1871600

dendritico, la reparacion, la supervivencia y la plasticidad sinptica (Liu et al.,
2019; Colucci-D’Amato et al., 2020). Sin embargo, la expresion de BDNF podria
reestablecerse mediante la administracion de sustancias antidepresivas (Zhang et
al., 2019c).

En este estudio, se determind que en ratones CD1 machos sometidos a nado
forzado, los niveles de BDNF en corteza prefrontal e hipocampo no se modificaron
de manera significativa en comparacion con los niveles de proteina de ratones que
no pasaron por la prueba. Estos resultados concuerdan con lo reportado por
Schulte-Herbrliggen y colaboradores (2012), quienes demostraron que los niveles
de BDNF en la corteza prefrontal, hipocampo y estriado no se alteran en ratones

después del estrés del nado.

Con respecto a los resultados con imipramina, antidepresivo triciclico, este
farmaco no aumentd los niveles de BDNF de manera significativa respecto al
control. En otros estudios, utilizando diferentes modelos de depresion (prueba de
suspension de cola y estrés libre impredecible, CUMS) en ratones, observaron el
mismo resultado (Shieh et al., 2008; Schulte-Herbrliggen et al., 2012; Nguyen et
al.,, 2016; Rafalo-Ulinska et al., 2020), sin embargo, hay otros estudios que
reportan que, si bien no aumentan los niveles de BDNF, ayuda a que no
disminuyan debido al estrés producido por las pruebas conductuales de depresion
(Su et al., 2016). En este trabajo, debido a que el nado forzado per se no produjo
una disminucién significativa del BDNF, no podemos referirnos a un efecto

protector.

Por otro lado, los informes de cambios en la proteina BDNF en el cerebro después
de la administracion de la ketamina aguda son mixtos, algunos muestran
aumentos (Duncan et al., 2013; Haile et al.,, 2014), mientras que otros no
presentan cambios (Machado-Vieira et al., 2009; Rybakowski et al., 2013; Le-
Nedelec et al., 2018) o bien, el efecto es dependiente de la dosis como informo
Reus y colaboradores en el 2011, donde 5 mg/kg de ketamina aumenté BDNF en
la corteza prefrontal y en el hipocampo, pero la dosis de 10 mg/kg no mostro

cambios en las mismas regiones cerebrales.
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Nuestros resultados no muestran un cambio significativo en los niveles de BDNF
en la corteza prefrontal y en el hipocampo después de la administracion de
ketamina i.p. (3 mg/kg) y son consistentes con los hallazgos donde no muestran
un cambio en el factor neurotrofico del cerebro; por lo tanto, varios factores como
las dosis de ketamina, la via de administracion, la region cerebral y el momento
del ensayo de BDNF después de la administracion del farmaco, pueden contribuir
a los efectos variables de la ketamina sobre los niveles de BDNF en el cerebro
(Le-Nedelec et al., 2018; Zhang et al., 2019c). Una mejor comprensién de los
mecanismos moleculares de la administracion de la ketamina en diferentes
regiones del cerebro nos permitird contribuir a mejorar la practica clinica y la
investigacion sobre nuevas aplicaciones para el tratamiento con ketamina (Zhang
et al., 2019c).

Recientemente ha surgido el interés por evaluar los efectos terapéuticos de los
productos naturales, principalmente derivados de plantas, en trastornos mentales
como la depresion (Vasconcelos et al.,, 2015; Capibaribe et al., 2019). En el
presente estudio, se observa que el grupo tratado con aceite esencial aumento la
liberacion y expresion de la proteina BDNF en la corteza prefrontal e hipocampo
de los ratones sometidos a nado forzado, una prueba estresante. Estos resultados
concuerdan con otros hallazgos que muestran que productos derivados de plantas
pueden regular al alza los niveles de BDNF en cerebro de ratones estresados. Por
ejemplo, la inhalacion de limoneno (Zhang et al., 2019b), la ingesta del timol
(Capibaribe et al., 2019) y la administracion i.p. de piperina [Piper nigrum (Linneo)]
y Piper longum (Linneo)] (Mao et al., 2014). Estos hallazgos sugieren que el efecto
positivo sobre la expresion de BDNF puede ser parte de los mecanismos
moleculares subyacentes a los efectos de los aceites esenciales (Caputo et al.,
2016). Por lo tanto, el aceite de laurel mexicano podria considerarse una
herramienta terapéutica para el tratamiento de la depresién en aromaterapia en el
futuro, sin embargo, se necesitan aun mas estudios para corroborar estos

hallazgos.
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Los datos generados en esta investigacion son importantes en el escenario actual
donde la depresion, desafortunadamente, es una de las principales causas de
discapacidad en todo el mundo y el trastorno psiquiatrico con mas frecuente,
comparado con otros padecimientos relacionados al sistema nervioso central
(Marcinkiewcz y Devine, 2015; OMS, 2017).

8.2.1 Proteina de union al elemento de respuesta AMPc (CREB)

La proteina de unién al elemento de respuesta AMPc (CREB) de 43 kDa, se
localiza en el nucleo, y actia como un factor de transcripcion (Steven y Seliger,
2016). Se ha establecido que CREB, participa en la plasticidad sinaptica, el
desarrollo neurolégico (Fujino et al.,, 2009), la supervivencia neuronal (Alberini,
2009) y la neurogénesis (Landeira et al., 2016; Kitagawa et al., 2017).

Los estudios de estructura primaria muestran que la secuencia de longitud
completa de CREB podria dividirse en cuatro dominios funcionales: (1) dominio de
actividad transcripcional basal Q1, que interactiia con la proteina de union TATA 'y
promueve la trascripcion genética, (2) dominio inducible por quinasa (KID)
compuesto por tres regiones, Ser?°, Ser'® y Ser'%?, donde la fosforilacién de
cualquier region activa a CREB, (3) un dominio Q2 rico en glutamina para la
activacion constitutiva; y 4) una region basica / dominio de cremallera de leucina
(bZIP) que forma un homodimero y es responsable de la unién al ADN (Xu et al.,
2007; Sun et al., 2016; Guo et al., 2017) (Figura 20).

CREB es un sustrato de varias quinasas, y aunque la fosforilacion de CREB puede
ocurrir en diferentes residuos de serina, la fosforilacion en Ser'33 es esencial para
reclutar los coactivadores (CBP y p300) y formar el complejo de transcripcion
activo (Sakamoto et al.,, 2011; Steven y Seliger, 2016). Las quinasas que
participan en la fosforilacion del residuo SER'3? incluyen a PKA, Akt, proteina
guinasa C (PKC), proteina quinasa dependiente de calcio / calmodulina Il
(CaMKIl), p90 ribosomal S6 quinasa (p90RSK), (Lonze y Ginty, 2002), proteina
guinasa activada por mitégeno (ERK) y glucogeno sintasa quinasa-3f (GSK3)
(Wen et al., 2010; Trinh et al., 2013). Después de la fosforilacion en Serl33 vy el
reclutamiento de cofactores, CREB puede unirse a una secuencia de CRE en la
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region promotora de genes aguas abajo implicados en la plasticidad sinaptica,
incluidos genes como BDNF (figura 21).

PKA,
Akt,
CaMKIV,
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GSK3B MSK1 CaMKIl

g
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Figura 20. Estructura primaria de CREB (Tomado de Wang et al., 2018).
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Figura 21. Unién de CREB a la secuencia de DNA (CRE) que promueve la transcripcion de genes
implicados en la plasticidad sinaptica. Un proceso que da como resultado la expresion de genes
impulsados por CRE que se consideran importantes para la formacion de la memoria y la plasticidad sinaptica.

Egr-1, c-fos, el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)
(Tomado y editado de Bartolotti y Lazarov, 2019).
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8.2.2 Estudios preclinicos de CREB en el desarrollo de la depresion

Se ha demostrado que la proteina de union al elemento de respuesta de AMPc
(CREB) es uno de los factores de transcripcion mejor estudiados implicados en la
depresion (Jiang et al., 2017). En el 2016, Zeng y colaboradores informaron que la
fluoxetina podria activar la via de sefalizacion de la proteina quinasa A (PKA)-
CREB vy regular al alza los niveles de CREB fosforilada (pCREB), ya que
observaron en un modelo celular de “depresion” inducido con corticosterona, que

la fluoxetina promovia la fosforilacion de CREB.

Los estudios que utilizan modelos de estrés crénico en roedores muestran
actividad reducida de CREB (Gronli et al., 2006; Lu et al., 2013b), sin embargo, se
ha demostrado que la administracion cronica pero no aguda de inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS), aumenta la actividad de CREB
y su activador rio arriba PKA (Pinnock et al., 2010; Hu et al., 2012). También, se
demostré en ratas que la expresion de ARNm de CREB se redujo en el grupo de
estrés cronico impredecible (CUS) en comparacion con el grupo control, y que el
tratamiento cronico con sertalina a 10 mg/kg aumentd significativamente en el

ARNmM de CREB en comparacion con el grupo CUS (Wang et al., 2017).

La via de sefalizacion CREB / BDNF juega un papel importante en el desarrollo
de trastornos nerviosos y emocionales, siendo estos descubrimientos evidencia de
gque CREB ejerce un efecto protector y de supervivencia neuronal contra la
depresion (Zeng et al., 2016; Huang et al., 2017).

8.2.3 Estudios clinicos de la participacion de CREB en el desarrollo de la
depresién

Se ha encontrado que los sistemas de transduccion de sefial intracelular cerebral
estan alterados en pacientes con diferentes enfermedades psiquiatricas, incluidos
los trastornos del estado de animo (Ren et al., 2011; Rafa-zablocka et al., 2018).
En un estudio post mortem, se demostré que la via ERK esta alterada en cerebros
de personas con depresion, ya que encontraron niveles significativamente
reducidos de varias proteinas involucradas en la via ERK, como CREB, resultados
comparados respecto al grupo de pacientes control sanos (Yuan et al., 2010; Xiao

et al., 2017). En otro estudio se reporté la disminucién de la expresion de la
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proteina CREB en neutréfilos de pacientes con depresion libre de tratamientos
antidepresivos (Ren et al., 2011). Ademas, se ha reportado que en los pacientes
gue usan antidepresivos, los niveles de expresion de CREB en el hipocampo se
encuentran elevados en comparacion con pacientes sin tratamiento (Dowlatshahi
et al., 1998; Dwivedi et al., 2003; Ortega-Martinez, 2015).

8.2.4 Plantas medicinales con actividad antidepresiva que regulan CREB

El azafrdn, una especia que se ha utilizado durante mas de 2500 afos, es una
hierba eficaz para el tratamiento de la depresion en China e Irdn. De acuerdo con
varios estudios recientes, se ha demostrado que el extracto acuoso de azafran
(Crocus spp.) aumenta los niveles de ARNm de CREB, asi como la fosforilacién
en el hipocampo de rata (Behravanfar et al., 2017; Razavi et al., 2017; Asrari et al.,
2018).

En otro estudio, Ruan y colaboradores en el 2019, reportaron que el aceite
esencial de Gardenia jasminoides administrado por via intragastrica, aumenta en
el hipocampo la expresion de CREB, p-CREB y PKA totales.

El extracto etandlico de las hojas de Dipterocarpus alatus (p.o.) inhibio la
disminucion de la expresion de ARNm de CREB y p-CREB en la corteza prefrontal
e hipocampo, en ratones, producido en el modelo de estrés leve cronico
impredecible (CUMS) (Daodee et al., 2019).

Las evidencias descritas anteriormente, sugieren que los productos naturales
pueden incidir en la regulacién de las vias de sefializacion de PKA / CREB / BDNF
logrando efectos antidepresivos (Yi et al., 2014).

8.3 Activacién del eje HPA asociado a comportamientos relacionados con el
estrés

La disfuncién del eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), es un factor de riesgo
en el desarrollo de trastornos relacionados con el estrés, como la depresién o la
ansiedad, y es considerado un objetivo de estudio importante para la prevencion y

el tratamiento de la depresion (Wang et al., 2015; Kim et al., 2018).
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A su vez, se ha demostrado que varios antidepresivos clasicos, disminuyen los
niveles de corticosterona en roedores (Li et al., 2014; Ramirez y Sheridan, 2016;
Berk et al., 2020) y humanos (Antonili et al., 2012; Schatzberg, 2015; Leistner y
Menke, 2018), en particular, el antidepresivo triciclico, imipramina revierte la
respuesta anormal de estrés conductual y neuroendocrino (aumento de
corticosterona) en experimentos in vivo (Solomon et al., 2014; Ramirez y
Sheridan, 2016; Berk et al., 2020). En este sentido, los resultados de este estudio
demuestran que la prueba de nado forzado aumenta significativamente los niveles
de corticosterona en el plasma sanguineo de roedores, y que el antidepresivo
imipramina, disminuye la cantidad de este glucocorticoide significativamente

comparado con su control.

Un mecanismo putativo por el cual los antidepresivos, como la imipramina
modulan la secrecion aberrante de glucocorticoides es mediante la accion de dos
tipos de receptores: el receptor de mineralocorticoides (MR) y el de
glucocorticoides (GR) (Solomon et al., 2014). Estos receptores son miembros de la
superfamilia de receptores nucleares, que unidos a sus ligandos actian como
factores de transcripcion (Gulyaeva et al., 2019). Tanto los MR como los GR
tienen un papel importante en el control inhibitorio y regulador del eje HPA. La
expresion de MR depende de las fluctuaciones circadianas de los receptores
plasmaticos de glucocorticoides en el estado fisiolégico normal, mientras que el
aumento asociado al estrés en los niveles de corticosterona plasmatica se asocia
con una mayor ocupacion de los GR (Anacker et al., 2011). Por tanto, se cree que
los GR son mas importante en la regulacién de la respuesta al estrés cuando los
niveles enddégenos de glucocorticoides son elevados (Pariante y Miller, 2001).
Mientras que los MR juegan un papel importante en el mantenimiento de los

niveles basales de corticosterona (Gupta y Morley, 2014).

En este contexto, los tratamientos antidepresivos podrian aumentar el ARNm vy la
funcion de los GR, asi como de los MR, lo que puede mejorar la retroalimentacion
negativa del eje HPA, y por lo tanto disminuir los niveles de corticosterona en el
organismo (Calfa et al., 2003; Anacker et al., 2011; Wang et al., 2019). Sin

embargo, hasta la fecha no hay ningun farmaco especifico dirigido a los
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componentes del eje HPA que esté aprobado, ni ninguna prueba que se utilice
habitualmente en el entorno clinico para identificar a los pacientes para un

tratamiento tan especifico (Menke, 2019).

En la literatura existen multiples estudios donde extractos (Gao et al., 2019;
Upadhyay et al., 2016; Berk et al., 2020) y aceites esenciales (Villareal et al., 2017;
Li et al., 2021) derivados de plantas disminuyen los niveles plasmaticos de
corticosterona en roedores, en el presente estudio bajo nuestras condiciones
experimentales, la inhalacién del aceite esencial de Litsea glaucescens no
disminuye los niveles plasmaticos de esta hormona. Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que los compuestos presentes en el aceite no tienen efecto
sobre la expresion y funcion de los GR y los MR, por lo que la actividad del eje
HPA incrementada por el estrés inducido por la prueba de nado forzado no se

disminuyo.
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IX. CONCLUSIONES
Con base en los resultados obtenidos se concluye que:

1.

El aceite esencial de Litsea glaucescens inhalado tiene actividad

antidepresiva en roedores sometidos a la prueba de nado forzado.

El aceite esencial de Litsea glaucescens inhalado tiene actividad ansiolitica

en roedores sometidos a la prueba de laberinto de cruz elevado.

El aceite esencial no afecta la actividad motora espontanea ni produce

sedacion.

El aceite esencial de Litsea glaucescens ejerce un efecto positivo sobre la
liberacion y expresion de BDNF en la corteza prefrontal e hipocampo de

cerebro de ratén.
El aceite esencial de Litsea glaucescens no disminuye los niveles de

corticosterona en suero sanguineo de raton inducidos por el estrés de la

prueba de nado forzado.
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9.1 Conclusién general

Los resultados de este trabajo sugieren que los efectos antidepresivo y ansiolitico
gue induce el aceite esencial de Litsea glaucescens inhalado en roedores, estan
relacionados a la cascada de sefalizacion que desencadena la liberacion y

expresion de BDNF.

V| guasy Neurona

1 presinaptica

Inhalacion
aceite esencial

Astrocito

Induce

. —_ tniveles de
RNAmM BDNF

1 liberacién de BDNF

T niveles de RNAmM BDNF
1 liberacién de glutamato
T entradade Ca+ ke

tliberacién de BONF

”” Neurona
post-sinaptica

Figura 22. Hipotesis de la cascada de sefializacién que desencadena la inhalacion del aceite esencial
en roedores. 1) El BDNF se une y activa el receptor TrkB tanto en la célula presinaptica como en la
postsinptica. 2) En la célula presindptica la union de BDNF a TrkB aumentara la liberacion del
neurotransmisor glutamato, que, al unirse a los receptores AMPA, permiten la entrada de sodio y la apertura
de los receptores NMDA por el cambio en la concentracion interna de sodio en la célula, esto provoca una
entrada masiva de calcio que activa la proteina cinasa dependiente de Ca 2* (CaMK), que posteriormente en el
nucleo activard a CREB. 3) En la célula postsinaptica, cuando el BDNF se acopla a su receptor activara
cascadas moleculares (PI3K, MAPK, PLCr) que a su vez activaran proteinas cinasas como AKT, ERK y
CaMK, las cuales seran las encargadas de fosforilar en el nicleo a CREB y asi aumentar la expresion de
RNAmM de BDNF y otras proteinas encargadas de la supervivencia neuronal, neurogénesis, ramificacion

dendritica y mejoramiento de la sinapsis.
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X. PERSPECTIVAS

1. Evaluar la actividad ansiolitica del compuesto B-pineno presente en el aceite

esencial de Litsea glaucescens.

2. Realizar experimentos de deteccién de proteinas (western blot) CREB y
pPCREB para confirmar que son parte del mecanismo de accidon del efecto
antidepresivo del aceite esencial de Litsea glaucescens administrado por via

inhalatoria.

3. Realizar estudios de ELISA que confirmen que el aceite esencial de Litsea

glaucescens no reduce la hiperactividad del eje HPA en suero de ratones.
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