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Resumen

El Trastorno Depresivo Mayor (TDM) es uno de los trastornos del estado del
animo mas comunes y de las principales causas de discapacidad, afectando a 280
millones a nivel mundial. Este estudio investigd el efecto del enantiomero S-
mecamilamina (S-mec) como posible herramienta terapéutica para el TDM,
enfocandose en su capacidad para modular la actividad neuronal en el nucleo dorsal
del rafé (NDR) y reducir conductas tipo depresivas en un modelo animal de estrés
cronico impredecible (ECI).

En los experimentos electrofisioldgicos, realizados mediante la técnica de
patch clamp, se evalué la actividad neuronal en el NDR. Los resultados mostraron
gque S-mec (3uM) incrementé la frecuencia de disparo de las neuronas
serotoninérgicas (5-HT). Este efecto estuvo mediado por los receptores nicotinicos
0432 de alta sensibilidad, que regulan la liberacién de glutamato en el NDR.

Posteriormente, para la evaluacién del efecto antidepresivo del enantiomero S-
mec, se utilizaron ratas Wistar sometidas a una bateria de ECI, a las cuales se les
administraron S-mec y el agonista selectivo de los receptores nicotinicos a432 de alta
sensibilidad, TC-2559. Las pruebas incluyeron campo abierto, nado forzado y
preferencia de sacarosa. Los resultados mostraron que la combinacién de S-mec y
TC-2559 redujo significativamente las conductas tipo depresivas y ansiosas,
mejorando parametros como escalamiento en la prueba de nado forzado y el
consumo de sacarosa, asociado a la disminucién de conductas tipo anhedonia.

Estos hallazgos sugieren la combinacion de S-mec y TC-2559 como una
alternativa terapéutica innovadora para el TDM. Sin embargo, se requiere mayor
investigacion para confirmar su eficacia clinica y validar este enfoque como

tratamiento complementario.



Capitulol

Antecedentes
El Trastorno Depresivo Mayor (TDM) es descrito por la Asociacion Americana

de Psicologia (2017) como uno de los desérdenes del estado de animo mas comunes.
Segun el Manual de Diagndstico de Trastornos Mentales en su edicion 5, los
principales sintomas que una persona con depresiéon mayor exhibe son:

e Estado de tristeza la mayor parte del dia.

e Disminucion del interés o placer por actividades (anhedonia).

e Pérdida de peso significativa, sin hacer dieta.

e Insomnio o hipersomnia.

e Agitacion o retraso psicomotor identificado por otros.

e Fatiga o pérdida de energia.

e Sentimiento de inutilidad o culpabilidad excesiva.

e Disminucién para la capacidad de pensar o concentrarse.

e Pensamiento de muerte recurrente.

Para poder ser diagnosticado como TDM, al menos 5 de estos sintomas deben
presentarse y tener una duracién promedio de 2 semanas (American Psychiatric
Association, 2013).

A nivel mundial, este trastorno afecta al 3.8% de la poblacion, con un
aproximado de 280 millones de personas. Su consecuencia mas severa es el suicidio,
gue es la cuarta causa de muerte en personas de 15 a 29 afios de edad (WHO, 2021).
En México, de acuerdo con la Secretaria de Salud Publica (2023), el 5.3% de la
poblacion vive con depresion, siendo la primera causa de discapacidad en mujeres y
la novena causa en hombres. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Epidemiologia
Psiquiatrica, al menos 9.2% de la poblacion mexicana ha experimentado depresién a
lo largo de su vida.

Ademas de la alta prevalencia, el TDM implica un impacto significativo en la
salud fisica y social de quienes viven con este trastorno. Se ha registrado que los
individuos que viven con depresion presentan una mayor tasa de comorbilidad de
enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, lo que afecta su desarrollo en
ambientes escolares, laborales y sus relaciones personales (Marx et al., 2023). Este
trastorno también esta asociado con factores de riesgo genéticos, inmunologicos,
ambientales o bien, la combinacién de estos tres factores. La funcion irregular del
sistema inmunoldgico se ha relacionado con la depresion, ya que se han identificado

algunos decrementos de este sistema y la presencia TDM, como es la disminucion
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de la respuesta adaptativa del sistema inmunoldgico, un incremento de células
inmunoldgicas, un incremento de respuesta autoinmune y un aumento de la actividad
de la microglia (Drevets et al., 2022). Tras realizar estudios asociados al genoma, se
identificaron ciertos genes relacionados a la depresion, como ZNF584 en el
hipocampo, LINC01252 en la corteza cerebral, AP004609.3 en la amigdala cerebral,
al igual que ciertos genes involucrados en el sistema monoaminérgico (Won y Ham,
2016, Singh et al., 2024). Por ultimo, los factores ambientales, como lo son vivir en
paises con guerras, delincuencia, violencia de género, carencia de servicios de salud,
entre otros, también son factores que predisponen al desarrollo del TDM (Lara et al.
2017; Marx et al., 2023).

Las personas que viven con TDM enfrentan un impacto significativamente
mayor del estrés en comparacion con aquellas sin este trastorno, esto refuerza la
vulnerabilidad de este grupo ante las probleméticas cotidianas (Erritzoe et al., 2022).
El estrés es la respuesta adaptativa que tiene el organismo ante una amenaza, ya
sea real o imaginaria (Erritzoe et al., 2022). La constante exposicion a estresores ha
sido relacionada con un incremento en la probabilidad de desarrollar depresion. El
estrés también puede provocar alteraciones en el sistema inmunoldgico, sistema
cardiovascular, problemas metabdlicos y neuronales, donde la plasticidad neuronal y
glial, disminuye (Dale et al., 2015, Sheng et al., 2021). Se ha visto que circuitos
neuronales involucrados en el estrés trabajan de manera distinta en personas con
TDM, lo cual provoca una hiperactividad ante estimulos amenazantes, un pobre
manejo del estrés y un escaso manejo de estados emocionales internos y
ambientales. A pesar de la gran variabilidad de TDM, la hiperactividad del eje del
estés puede desencadenar cambios extremos de emociones como permanecer en un
estado negativo la mayor parte del tiempo, sintoma caracteristico en pacientes con
depresion (McEwen y Akil, 2020).

Uno de los principales circuitos activados durante el estrés es el eje
neuroendocrino Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (HHA), en el cual participan 3
estructuras: el nucleo paraventricular del hipotalamo (NPV), la glandula pituitaria y la
glandula renal. Este eje comienza en el NPV, el cual sintetiza y secreta la hormona
liberadora de corticotropina (CRH), ante estos niveles de CRH, la glandula pituitaria
estimula la sintesis de la hormona adrenocorticotropica (ACHT) al torrente sanguineo.
Esta al llegar a la glandula adrenal sintetiza glucocorticoides, los cuales se unen a
Sus receptores para promover la respuesta ante el estrés. Es a través estas mismas

hormonas que se establece un mecanismo de regulacion basado en la



retroalimentacion negativa. Sin embargo, se ha observado que, ante una constante
liberacién de estas hormonas y la sobreactivacion de este eje, se puede inducir un
estado patolégico en el individuo, frecuentemente resultando en depresion (Mineur
et al., 2013; Oyola y Handa, 2017; Sheng et al., 2021)

Ante los distintos factores del TDM, es importante entender los mecanismos
gue lo conforman. Dentro de las diversas hipétesis neurobioldgicas para explicar este
trastorno se encuentra aquella que propone que la depresion se debe a una
desregulacion de sistemas monoaminérgicos, como la dopamina (DA), norepinefrina
(NE) y en particular de la serotonina (5-HT), planteando que la concentracion de estos
neurotransmisores influye en la presencia de sintomas depresivos. EI mecanismo de
accion de los farmacos antidepresivos sustenta esta hipoétesis, ya que su principal
mecanismo de accion se enfoca en incrementar los niveles de concentracion de estos
neurotransmisores. Estos farmacos son los inhibidores de la monoaminooxidasa
(IMAOQ), los triciclicos (TCA) y los inhibidores de la recaptura de serotonina (SSRI)
(Cosci y Chouinard, 2019; Lee y Cho, 2021). Es importante recalcar que los
tratamientos farmacolégicos van de la mano con las terapias psicolégicas, ya que se
ha observado que el porcentaje de recaida es menor a diferencia de solo terapia
farmacoldgica y su efecto terapéutico se mantiene aun terminado el tratamiento
(McCarron et al., 2021).

El mecanismo de accion de los IMAO es bloquear la actividad de la enzima
monoaminooxidasa encontrada en terminales nerviosas, la cual es la encargada de
degradar neurotransmisores como la DA, 5-HT y NE; el blogueo de la enzima permite
gue la concentracidn de estos neurotransmisores sea mayor en la hendidura sinaptica
(Hillhouse y Porter, 2015). EI mecanismo de los TCA es inhibir la recaptura de los
neurotransmisores 5-HT y NE en las terminales presinapticas, y asi incrementar sus
niveles en la hendidura sinaptica, algunos de estos farmacos son la amitriptilina,
amoxapina y desipramina. La actual primera linea de tratamiento para el TDM son los
inhibidores de la recaptura de 5-HT o NE (SSRI-NSRI). Su mecanismo de accion es
bloguear selectivamente el transportador de la 5-HT (SERT) en la terminal
presinptica. Este mecanismo evita la recaptura de 5-HT y eleva la concentracion de
5-HT en la hendidura sinaptica lo que prolonga su accion sobre los receptores
postsinapticos. Algunos de estos farmacos son citalopram, fluoxetina, paroxetina,
escitalopram, duloxetina, venlafaxina, desvenlafaxina (Chu y Wadhwa, 2023).

Los SSRI son igualmente ocupados como primera linea de tratamiento para la
ansiedad, sin embargo, su efecto antidepresivo y ansiolitico se observan hasta 2 o0 4



semanas después de iniciar el tratamiento. También, pacientes reportan tener una
serie de efectos secundarios como una disminucion de funciones cognitivas,
disfuncion sexual, tendencias suicidas, y se ha observado una efectividad de entre el
50% y el 70%. Actualmente, se sabe que el 30% de las personas en tratamiento con
antidepresivo de SSRI no responden a este, mostrando una resistencia al farmaco
(Yohn et al., 2017; Gaynes et al., 2020; Li, 2020; Caldiroli et al., 2021).

Es debido a este indice de resistencia al farmaco, que es importante la
investigacion y propuesta de nuevos farmacos que tengan propiedades
antidepresivas. Para comprobar la efectividad de estos nuevos farmacos propuestos
como tratamientos antidepresivos, se hace uso de modelos animales los cuales son
sujetos a protocolos experimentales con el objetivo de provocar condiciones de estrés
cronico similares al de los humanos (Strekalova et al., 2022). Estos modelos se basan
en que el estrés constante es un factor de riesgo para desarrollar TDM. No obstante,
la respuesta al estrés varia entre individuos, ya que muchos de estos estresores
resultan ser impredecibles, como es el caso de problemas laborales, dificultades
econdmicas o la incertidumbre respecto al futuro. Para imitar esta falta de control y
crear una situacién de desesperanza, se han disefiado distintos modelos de estrés
en ratas, considerando estresores como los sonidos, ventilacion, luces, aspectos del
hogar, con distinta duracion, frecuencia e intensidad. (Willner, 2017; Maggio y Segal,
2019; Strekalova et al., 2022). Entre estos modelos destaca el paradigma de Estrés
Cronico Impredecible (ECI), utilizado principalmente en la investigacion de la
depresion, dado que la exposicion prolongada a estresores durante semanas induce
en los animales comportamientos similares a los observados en trastornos depresivos
y ansiosos (Fuchs y Fligge, 2004; Monteiro et al., 2015; Gaynes et al., 2020).

Este protocolo de estrés cronico ha demostrado ser eficaz para evaluar las
caracteristicas antidepresivas de farmacos en modelos animales (Nollet, 2021). Para
la medicion de estas conductas tipo depresivas inducidas por estos modelos, se
utilizan principalmente las pruebas de nado forzado, en las que la conducta de tipo
desesperanza se evalua por la inmovilidad y hundimiento del animal en el agua
(Yankelevitch-Yahav et al., 2015); la prueba de preferencia a sacarosa, en la que el
menor consumo de solucion con sacarosa se atribuye al desarrollo de anhedonia en
los animales (Primo et al., 2023). En modelos de ECI, se ha visto una mejora en las
conductas tipo anhedonia, medido en la prueba de preferencia a sacarosa, al
administrar ISSR (Yang et al., 2013).
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Capitulo 2
Marco Tedrico

2.1 El sistema serotoninérgico y la depresion

Uno de los principales tratamientos de la depresion, se basa en la teoria de
gue existe una desregulacion de neurotransmisores, en especifico, de la 5-HT. El
sistema serotoninérgico esta involucrado en conductas de recompensa y castigo,
conductas depresivas y ansiosas, interaccion social y agresion (Paquelet et al., 2022).

La mayoria de los receptores a 5-HT son receptores acoplados a una proteina
G. Los receptores de 5-HT ligados a proteinas Gi son los de la familia 5-HT1: 5-HT1a,
5-HT1s, 5-HTac, 5-HT1g, 5-HT1r y 5-HTsa; los que estén ligados a la proteina Gq son
los receptores: 5-HT2: 5-HT2a, 5-HT2sy 5-HT2c; los receptores ligados a la proteina Gs
pertenecen a la familia 5-HT4, 5-HTe y 5-HT7 (Nichols & Nichols, 2008). Todos estos
receptores son metabotrépicos, por lo que dependen de la activacion de una proteina
G y activan diversas cadenas de sefializacion intracelular. Por ultimo, estan los
receptores 5-HT3s los cuales son los Unicos receptores ionotrépicos activados por la
5-HT.

En el estudio de los receptores 5-HT, se ha identificado que la familia de los
receptores subtipo 5-HTi1, estad involucrada en distintas funciones, como es la
regulacién emocional, la ansiedad, percepcion de dolor y se ha propuesto como
blanco terapéutico para trastornos como la depresion y la esquizofrenia. Uno de los
subtipos mas estudiados, es el autorreceptor 5-HT1a, cuya principal tarea es regular
el disparo de las neuronas 5-HT, y es asociado también con la regulacion de
emociones y el suefio, siendo propuesto como blanco terapéutico para el tratamiento
de trastornos emocionales, ansiedad, problemas de cognicion, trastornos del suefio y
dolor crénico (Garcia-Garcia et al., 2014; Yohn et al., 2017; Parajulee y Kim, 2023).

La disminucion de 5-HT en el cerebro, se ha relacionado con la presencia de
sintomas depresivos. Esta disminucion se podria deber a la baja liberacion sinaptica
de 5-HT por la deplecion de triptofano, que es el precursor enddgeno de la 5-HT, o
bien por una alteracién del transportador de serotonina (SERT) el cual acumula el
neurotransmisor en las vesiculas sinapticas, pues se ha observado una disminucién
de este transportador en personas con depresion (Moncrieff et al., 2023). En estudios
en roedores, también se ha encontrado que la eliminacién de este transportador

genera conductas tipo depresivas. Incluso, este tipo de alteracion genera variantes
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proteicas que pueden provocar una predisposicién para desarrollar depresion (Hamon
y Blier, 2013; Liu et al., 2017; Lopez-Echeverri et al., 2023).

2.2.- Nucleo dorsal del rafe

En el sistema nervioso central (SNC), la principal fuente de serotonina son los
nacleos del rafé, los cuales se ubican en la linea media del cerebro, a nivel del
mesencéfalo. Los ndcleos que se encuentran en la zona rostral de esta area son el
caudal linear, el nacleo dorsal del rafé (NDR) y el medial del rafé (Walker y Tadi,
2024). Dentro de las principales funciones de la 5-HT producida en el NDR se
encuentran la facilitacion e inhibicion motora, funciones emotivas y la interaccion
social. Las alteraciones de la 5-HT se han relacionado con distintas enfermedades
mentales, como el trastorno obsesivo compulsivo, la esquizofrenia y el trastorno
depresivo mayor. Es por esto que, las vias serotoninérgicas son consideradas como
objetivo para distintos tratamientos terapéuticos (Huang et al., 2019).

El NDR contiene la mayor poblacion de neuronas serotoninérgicas y tiene
eferencias a la corteza frontal y prefrontal (Li et al., 2021), a la habénula lateral (Zhao
et al., 2015), nucleo accumbens (Tao y Ma, 2012), sustancia nigra y el caudo-
putamen; también tienen eferencias hacia el hipocampo y corteza entorrinal.
Neuronas serotoninérgicas y de corticotropina proyectan hacia el ndcleo
paraventricular y el nacleo central de la amigdala (Imai et al., 1986; Van Bockstaele
et al., 1993; Michelsen et al., 2008; Waselus et al., 2011). Axones de las neuronas
serotoninérgicas del NDR proyectan también hacia neuronas dopaminérgicas del
VTA, involucrado en el sistema de recompensa (Wang et al., 2019). También se ha
reportado que axones de neuronas 5-HT, llegan a las areas sensoriomotoras y al
coliculo superior, las cuales estan involucradas en el procesamiento de imagenes
(Nakamura, 2013).

El NDR recibe aferencias GABAérgicas del nucleo ventral tegmental (VTA) y
de interneuronas localizadas dentro del propio NDR (Kauer y Polter, 2019), asi como
proyecciones glutamatérgicas de la corteza frontal, de areas hipotalamicas, la
amigdala y la habénula lateral (Takahashi et al., 2022). Por ultimo, el NDR recibe
proyecciones colinérgicas de los nucleos tegmentales latero-dorsal (LDT) y
pedunculopontino (PPT) (Woolf and Butcher, 1989; Martinez-Gonzalez et al., 2011,
French y Muthusamy, 2018). Se ha observado que el sistema colinérgico modula el

tono serotoninérgico, en particular en el NDR (Hernandez-Lopez et al., 2013). Las
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sefiales colinérgicas se han visto involucradas en procesos como la ansiedad,
depresion, memoria y atencion. Puesto que el NDR recibe abundantes aferencias
colinérgicas, se ha considerado es importante entender el mecanismo de accién de

la acetilcolina (ACh) en este nucleo (Gardufio et al., 2012).

A

A
’/ ,A
| ACh acetilcolina |
Glu glutamato |
A |
GCTBA NA noradrenalina
NDRIi GABA  acido y-aminobutirico

| 5-HT serotonina |

Diagrama de aferencias y eferencias del Nucleo Dorsal del Rafé, modificado de Hernandez-Lopez et
al., (2013).

2.3 Receptores Nicotinicos

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor que actiia como neuromodulador
en el SNC y SNP, lo que significa que altera el estado de una neurona o un grupo de
neuronas, sin ser especificamente excitatorio, mediado por liberacion de glutamato,
o inhibitorio, mediado por la liberacidon de GABA (Picciotto et al., 2012). Igualmente,
la ACh, la cual participa como modulador neuroendocrino, fisiolégico y emocional de
las respuestas ante el estrés, es considerada como factor para predisponer a las
personas a desarrollar un trastorno del estado del animo. En modelos animales, se
ha observado que la hiperactividad del sistema colinérgico genera conductas tipo

ansiosas, esto tras haber realizado la prueba de laberinto elevado, en la que los
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animales pasaron mayor tiempo en los brazos cerrados, observandose mayor
actividad de los receptores de ACh (Shytle et al., 2002; Dagyté et al., 2011; Picciotto
et al., 2015).

De los principales receptores de acetilcolina, se encuentran los receptores
colinérgicos nicotinicos (NAChRSs) que pertenecen a la familia de los canales iGnicos
pentameéricos dependientes de ligandos (Hogg et al., 2003). En el sistema nervioso,
estos receptores son activados por el neurotransmisor endégeno, ACh, pero poseen
una alta afinidad por la nicotina y estdn conformados por distintas subunidades que
pueden ser: a2—a7, a9, y los B2, B3 y 4. Los nAChR se encuentran en terminales
presinapticas, cuerpos celulares y en axones, la estimulacién de estos receptores
puede incrementar la secrecion de neurotransmisores como la DA, GABA, glutamato,
ACh, NE y 5-HT (Wonnacott, 1997; Sher et al., 2004; Jensen et al., 2005; Picciotto
et al., 2012).

En particular, los receptores o432 se encuentran en grandes cantidades en
vias dopaminérgicas del mesencéfalo, entre ellas el VTA. Estos receptores se han
estudiado en modelos de consumo cronico de nicotina, teniendo una regulacion
dependiente de la regién cerebral y dependientes del tiempo de exposicion a la
nicotina (Semenova et al., 2018). También se ha visto su participacién en trastornos
del estado de animo, pues se ha registrado un incremento de la actividad de estos
receptores generando conductas tipo ansiosas en los animales (Schulz et al., 2013).
Incluso, se ha observado una actividad mayor de estos receptores en circuitos
involucrados en la atencion y aprendizaje (McGranahan et al., 2011; Azimi et al.,
2020). Asimismo, se ha identificado su participacion en areas relacionadas con la
depresion, como los ganglios basales, estriado, talamo, hipotalamo, amigdala, locus
coerulus y en el NDR, donde se encuentran particularmente los receptores a4p2 y a7
(Philip et al., 2010; Hernandez-Lopez et al., 2013).

Los receptores 0432 se expresan en dos distintas estequiometrias, (a4)2(B2)3
denominados de alta sensibilidad (HS) y (04)s3(82)2 de baja sensibilidad (LS), los
cuales tienen distintos perfiles farmacolégicos (Hamouda etal., 2016). Se ha
observado que los nAChRs a4p2 HS tienen una mayor afinidad a la ACh y una baja
permeabilidad al calcio mientras que los a4p2 LS muestran una baja sensibilidad a la
ACh y los agonistas y una alta permeabilidad al calcio (Buisson y Bertrand, 2001;
Moroni y Bermudez., 2006; Briggs et al., 2006; Tapia et al., 2007; Wu et al., 2015).
Ambas estequiometrias se expresan en el SNC, sin embargo, ain no hay claridad

acerca de la region cerebral en la que estos subtipos se encuentran.
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Comparados con los receptores nicotinicos que contienen la subunidad 32, los
receptores nicotinicos a7 tienen una afinidad menor a los agonistas mas conocidos
como la acetilcolina y la nicotina, también muestran una desensibilizacién mas rapida
y una permeabilidad al calcio diez veces mayor a los receptores a432 (Noviello et al.,
2021).

El NDR tiene una gran cantidad de nAChRs los cuales contienen las
subunidades a4p2 y a7 (Bitner et al., 2000; Bitner y Nickel, 2002; Galindo-Charles et
al., 2008; Garduiio et al., 2012). Los receptores 0432, son encontrados en terminales
presingpticas donde modulan la liberacion de glutamato, mediado por la
permeabilidad del calcio en estos receptores e indirectamente mediado por canales
dependientes de voltaje (Gardufio etal.,, 2012; Grupe etal., 2015). De manera
indirecta, la nicotina promueve la actividad de las neuronas serotoninérgicas en el
NDR por un mecanismo dependiente de glutamato, en donde el tono colinérgico, a
través de los receptores a4B2 de alta afinidad encontrados en terminales
glutamatérgicas, regulan la actividad excitatoria de las neuronas 5-HT (Gardufio et al.,
2012). A diferencia de los receptores a432, los receptores a7, se encuentran en
terminales presinapticas de neuronas GABAérgicas. Al ser activados por la nicotina,
incrementan la liberacion de GABA, el cual ejerce un efecto inhibitorio sobre las
neuronas 5-HT del NDR (Hernandez-Vazquez et al., 2014).

En parte, el incremento en la actividad de las neuronas 5-HT puede explicar la
mayor prevalencia a la adicciébn a nicotina en pacientes con depresién, con un
porcentaje del 46%, comparado con la poblacién sin depresion, con un porcentaje del
26%. Por ello, se ha hipotetizado que fumar representa una forma de automedicacion
para pacientes con depresion (Pomerleau y Pomerleau, 1984; Mihailescu et al., 2002;
Secades-Villa etal.,, 2017). Ademas, distintos estudios han mostrado que los
fumadores que han presentado episodios de TDM tienen mayor riesgo de recaida al
intentar dejar de fumar que aquellos fumadores sin historial de depresion (Doherty
et al., 1996; Fergusson et al., 1996).
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Sitio de unién de la ACh en los receptores nAChR a4B2 y a7. El receptor a4f32 tiene dos sitios de
union del agonista constituidos por la junta entre las subunidades a y  (izquierda). El receptor a7
contiene cinco sitios de unién constituidos por la junta de dos subunidades a (derecha) (Modificado de
Gotti et al., 2006).

2.4 Mecamilamina

La mecamilamina (MEC) es un farmaco que originalmente se utiliz6 como
agente anti-hipertensivo (Stone et al., 1956), sin embargo, fue retirado del mercado
debido alto porcentaje de efectos secundarios como constipacién, retencién urinaria,
boca y piel seca. En los afios 80s se demostré6 que la MEC actuaba como un
antagonista no selectivo y no competitivo de los nAChRs a dosis mucho mas bajas
de los requeridas para el tratamiento de la hipertension y sin la misma tasa de efectos
secundarios. Asimismo, la MEC tienen la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica, por lo que fue utilizada para el tratamiento de distintos trastornos
incluyendo la adiccion al tabaco y al alcohol y el sindrome de Tourette (Nickell et al.,
2013; Petrakis et al., 2018; Rose et al., 1998; Shytle et al., 2002). Sorprendentemente,
la MEC a dosis bajas, también exhibié efectos antidepresivos y ansioliticos tanto en
modelos animales de depresion como en estudios clinicos (ver Philip et al., 2010, para
revision).

Los efectos antidepresivos de la MEC parecen contradictorios ya que son
semejantes a los que se observan tras la administracién de nicotina; y dado que la
nicotina es un agonista mientras que la MEC es un antagonista de los nAChRs se
esperarian efectos opuestos (Ebrahimi-Ghiri et al., 2020). En modelos animales
usando la MEC a concentraciones de 0.3mg/kg, se ha visto un decremento de

conductas tipo depresivas, como la inmovilidad en la prueba de nado forzado.
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También, se han realizado pruebas como laberinto de brazos abiertos donde la MEC
ha mostrado tener efectos ansioliticos (Ebrahimi-Ghiri et al., 2020; Newman et al.,
2002; Philip et al., 2010). Sin embargo, en pruebas clinicas no se observaron mejoras
convincentes sobre las conductas depresivas (Lippiello et al., 2011).

En un estudio realizado en nuestro laboratorio (Hernandez-Gonzalez et al.,
2020) se observé que en concentraciones bajas (1-6 uM), la MEC actia como
agonista de los nAChRs a4p2 ubicados en las terminales glutamatérgicas del NDR,
mientras que se comporta como antagonista de los receptores a7 encontrados en las
terminales GABAérgicas de este mismo nucleo. Estas acciones conjuntas tienen un
efecto excitatorio aumentando su tasa de disparo un 53% sobre las neuronas 5-HT a
una concentracion 3 uM. Este mecanismo puede ser la explicacion de los efectos
antidepresivos que se han atribuido a la MEC. En sintesis, la MEC puede comportarse
como agonista de los receptores NAChRs en concentraciones entre 3 uMy 6 uM o
como antagonista de los nAChRs en concentraciones mayores a 9 uM, asimismo,
este mecanismo depende de los subtipos de receptores sobre los que actla.

La MEC est4 compuesta por dos isémeros, la S-(+)-mecamilamina (S-mec) y
R-(-)-mecamilamina (R-mec) (Rabenstein et al., 2006) por lo que su efecto depende
también de estos isdbmeros. Se ha analizado la selectividad y potencia de ambos
isobmeros sobre los NAChRs y se observé que la S-mec potencia la actividad de los
nNAChRs 042 HS, actuando como un modulador alostérico positivo de este receptor,
mientras que la R-mec es un antagonista de estos mismos receptores (Fedorov et al.,
2009; Papke et al., 2013). Sin embargo, aun queda por investigar qué papel juegan
los diferentes isdmeros de la MEC en la liberacién de glutamato y de GABA dentro
del NDR. Tampoco se sabe donde se localizan y que funcion tienen los nAChRs 0432
de alta y baja sensibilidad. Comprender estos mecanismos, podria ayudar al

desarrollo de una nueva estrategia terapéutica para tratamiento del TDM.
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2. 5 Planteamiento del problema

Se sabe gue la mecamilamina es la mezcla racémica de los enantiomeros S-
(+) mec y R-(-) mec. A bajas concentraciones, la mecamilamina ha mostrado tener
efectos antidepresivos. En nuestro laboratorio se ha demostrado que la
mecamilamina actia sobre nAChRs a4p2 en el NDR, induciendo la liberacion de
glutamato lo cual, a su vez, incrementa la excitabilidad de las neuronas del NDR.
También, se ha propuesto que la S-(+) mec actia como un modulador alostérico de
los receptores nicotinicos a432 de alta sensibilidad. Sin embargo, se desconoce si la
sola activacion de estos receptores encontrados en las terminales presinapticas de
células de glutamato puede aumentar la excitabilidad de las neuronas
serotoninérgicas del NDR e inhibir las conductas tipo depresivo en un modelo animal
de depresion. En este proyecto, se propone probar los efectos del farmaco S-mec
sobre la frecuencia de disparo de las neuronas serotoninérgicas del NDR modulado
por un mecanismo dependiente de glutamato. Asimismo, se propone probar su efecto
sobre las conductas tipo depresivo en un modelo de estrés cronico impredecible (ECI)
en ratas. Ademas, se indagara si el S-mec puede potenciar el efecto de un agonista
selectivo de los receptores nicotinicos 0432 de alta sensibilidad tanto sobre el disparo

neuronal como sobre las conductas tipo depresivo.
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2.6 Justificacion

Segun las predicciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), para el
afio 2030 la depresion serd una de las principales causas de discapacidad a nivel
mundial (Liu et al., 2024). Considerando esta informacion y el hecho de que los
farmacos de primera linea para el tratamiento de la depresion no son completamente
efectivos, es esencial explorar nuevas perspectivas para un tratamiento antidepresivo
gue reduzca la posibilidad de generar resistencia y ofrezca una mejor calidad de vida
a las personas que viven con TDM. En este proyecto, se plantea que el S-mec el cual,
ya ha sido propuesto como un posible farmaco antidepresivo, pudiera ser utilizado
COmo una nueva alternativa para tratamiento de las conductas depresivas ya sea solo,

0 en combinacion con un agonista selectivo de los receptores a4p2.
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2.7 Hipotesis
Si los nAChRs 0432 de alta sensibilidad se localizan en las terminales

glutamatérgicas del NDR, la S-mec activara a las neuronas 5-HT incrementando su

excitabilidad y produciendo efectos antidepresivos en un modelo animal de depresion.
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2.8 Objetivos

General
Evaluar el potencial antidepresivo de la S-mecamilamina en un modelo animal
de depresion y comprender los mecanismos de accion de este farmaco como blanco

terapéutico mediante técnicas electrofisiologicas.

Particulares
1. Evaluar el efecto de la S-mecamilamina sobre la excitabilidad de las
neuronas serotoninérgicas en el nucleo dorsal del rafé.
2. Analizar el efecto antidepresivo de la S-mecamilamina en un modelo
animal de estrés crénico impredecible, mediante la evaluacion de parametros

conductuales.
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Capitulo 3

Materiales y Métodos
Consideraciones éticas

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana de Especificaciones Técnicas para la Produccion, Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999) y de acuerdo con lo establecido por
el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de
la Universidad Nacional Autbnoma de México de la Facultad de Medicina. Los
animales de experimentacion fueron obtenidos del bioterio de la Facultad de
Medicina.

Extraccion de cerebro y rebanadas

Para este trabajo se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 25 dias de
edad. Las ratas fueron anestesiadas con ketamina (80mg/kg) y xilacina (15mg/kg)
para la posterior decapitacion y extraccion del cerebro. El cerebro se remueve
rapidamente para ser sumergido en solucién Ringer a 4°C la cual esta compuesta
por: 125 mM NaCl, 3 mM KCI, 25 mM NaHCOs, 1.25 mM Na2HPO4, 2 mM MgClz, 2
mM CaClz y 25 mM glucosa, 300 mOsm/L, pH 7.3 burbujeada a 95% O2 y 5% COs-.
Posteriormente, mediante el uso de un vibratomo, se obtuvieron rebanadas coronales
de 250 micras de espesor conteniendo el NDR y se mantuvieron a temperatura
ambiente en la solucién Ringer por al menos una hora antes de comenzar los registros
electrofisiolégicos.

Electrofisiologia

Las rebanadas se transfieren a la camara de registro perfundida a 4-5 ml/min
de solucion Ringer. Las micropipetas (4-7 MQ) utilizadas para los registros contenian
solucion interna compuesta por: 140 mM K-gluconato, 5 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 0.02
mM EGTA, 10 mM HEPES, 2 mM Mg2-ATP, 0.5 Na2GTP y 0.1% biocitina, pH 7.2—
7.3 con Trizma base, 280 —300 mOsm/L. Los registros se hicieron mediante la
configuracion de célula completa, en la modalidad de fijacion de corriente o fijacion
de voltaje, utilizando un amplificador 700B (Axons Instruments). Las sefiales se
fitraron a 3 KHz y fueron digitalizadas haciendo uso de una interfase analoga
(Digidata 1422A; Molecular Devices) con una velocidad de muestreo de 5 KHz.

La visualizacion de neuronas se hizo por medio de un microscopio vertical
(BX51WI; Olympus Instruments) equipado con un objetivo de inmersion en agua 80X.
Las neuronas seleccionadas fueron localizadas cerca de la linea central, del fasciculo

y el acueducto. Estas fueron registradas mediante la técnica de fijacion de voltaje para
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realizar el sello y en fijacion de corriente para examinar sus caracteristicas
electrofisiologicas y comprobar la identidad de la neurona 5-HT. En cada uno de los
experimentos, se hizo una comparacion de las neuronas en condicion control y tras
aplicar S-mec, S-mec+tubocurarina, TC-2559 y S-mec+TC-2559. Para evaluar el
efecto de las drogas sobre el disparo neuronal, se realizaron registros en fijacion de
corriente y se aplicaron pulsos de corriente despolarizantes a partir de un potencial
de mantenimiento de -70 mV con incrementos de 10 pA, hasta alcanzar la frecuencia
méxima de disparo (130 pA de corriente inyectada). Con los datos obtenidos se
construyeron gréaficas de intensidad-frecuencia (IF) para comparar el disparo neuronal
en condiciones control y en presencia de los diferentes farmacos. Los valores de la
frecuencia de disparo neuronal fueron representados como la media +/- error
estandar.

Farmacos

Los farmacos fueron preparados el mismo dia del experimento, fueron
disueltos en solucion de Ringer y se aplicaron a través de un sistema de perfusion
por gravedad. Se hizo una grabacidén de registro control previo a la aplicacion del
farmaco, una vez aplicado el farmaco, el tiempo considerado para comenzar los
registros fue de 5y 15 minutos.

Inmunocitoquimica

Durante el registro las neuronas fueron llenadas con biocitina (1%) disuelta en
solucién interna. Al término del experimento, las rebanadas fueron fijadas en una
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, 0.1 M) con paraformaldehido al 4%.

Posteriormente, la rebanada se lavdé con PBS y se mantuvo en sacarosa al
30% por 24 hrs. Enseguida, el tejido se incluyé en un bloque de agar al 6% para
obtener rebanadas de 40 um de grosor con un vibratomo (Serie 1000). Estas
rebanadas fueron incubadas de 4 — 6 horas en PBS conteniendo 0.25% de Triton X-
100 y streptavidina conjugada a Cy3 (1 mg/ml; Zymed) para marcar la neurona
registrada. Enseguida, las rebanadas fueron examinadas con un microscopio de
epifluorescencia para detectar la marca de la neurona. Una vez encontrada se realizo
un blogueo con albumina con suero bovino (BSA) al 1% durante 30 minutos y se
incubo con un anticuerpo primario policlonal de oveja anti-TPH (dilucion 1:200) por 24
hrs. Posteriormente, las rebanadas se lavaron con PBS Triton y fueron reincubadas
con el anticuerpo secundario conjugado a FITC (dilucion 1:250; Vector Laboratories,
Burlingame), para posteriormente colocarlas en un medio de montaje y ser

observadas en un microscopio confocal (MRC 1024, Bio-Rad, Natford, United
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Kingdom) equipado con un laser de kripton/argdn. Un laser con dos lineas de emision,
de 500 y 550 nM de longitud de onda, fue utilizado para excitar al Cy3 y la FICT,
respectivamente. Las imagenes digitalizadas fueron transferidas a una computadora
con un software de captura de imagen (Confocal Asistant, T. C. Brelje, Minneapolis,
MN). En experimentos control, la omision del anticuerpo primario anulé la deteccién
de la sefal.

Experimentos conductuales

Para el modelo conductual, se ocuparon ratas machos Wistar de 60 dias de
edad. Se mantuvieron con agua ad libitum y restriccion de alimento a 1 hora al dia
bajo un ciclo de luz-obscuridad (12 horas) y una temperatura de 22° C. Se dividieron
los animales en cuatro grupos: grupo control (n=8), el cual fue inyectado con solucion
salina al 0.9%; grupo estrés (ECI) (n=9), el cual fue administrado con solucién salina
al 0.9%; el tercer grupo ECI el cual fue administrado con S-mec a 1mg/kg (ECI+S-
mec) (n=8); y el cuarto grupo ECI administrado con S-mec 1mg/kg y TC-2559 1mg/kg
(ECI+S-mec+TC-2559) (n=9).

Se llevd a cabo un modelo de depresion basado en una bateria de Estrés
Cronico Impredecible (ECI). Previo a iniciar el protocolo, se realizé una semana de
habituacion de los animales. Los estresores que se utilizaron fueron: hacinamiento,
por 12 hrs; cuarto frio a 4°C, por 1 hr; restriccion de movimiento, por 1 hr; ruido blanco
por 5 hrs; agitacion de caja, por 1 hr; luz estroboscépica, por 24 hrs; cama humeda,
por 24 hrs; caja inclinada, por 24 hrs; inversion de ciclo, por 24 hrs; caja vacia, por 24
hrs; y pellizco de cola, por 3 minutos. Estos se aplicaron de manera aleatoria por 3
semanas, cuidando que no se repitieran en un lapso menor a 48 hrs. Al finalizar el
protocolo, se administraron de manera aguda, por via intraperitoneal, los farmacos S-
mec (1 mg/kg) y la combinacion de S-mec+TC-2559 (1 mg/kg), ambos diluidos en
solucidén salina al 0.9%. Estas administraciones se realizaron antes de llevar a cabo
las pruebas de campo abierto, nado forzado y preferencia de sacarosa, con el
propaosito de evaluar los efectos inmediatos de los farmacos durante las pruebas.

La prueba de campo abierto consiste en el analisis de conductas exploratorias
de la rata, como caminata por todo el espacio indiscriminadamente, movimientos
lentos, movimientos circulares y posicionandose en las patas traseras. Asimismo, se
observd que el farmaco no haya afectado la motricidad de los animales. En este
trabajo, se coloco a la rata en un cuadrante de 4 x 4 cuadros de 2m x 2m, en cuarto
obscuro durante 5 minutos. Al finalizar se contabilizé la distancia recorrida total, el

tiempo que el animal estuvo en el centro y la periferia.
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La prueba de nado forzado consistié en introducir a la rata en un cilindro con
agua a una temperatura de 25°C. El primer dia, el animal fue sometido a una
exposicion de 15 minutos al agua. El segundo dia, por 5 minutos. Durante el segundo
dia, se grabaron las pruebas para después analizar la conducta de nado, la cual se
identific6 como un constante movimiento de las patas y en circulo. La conducta de
escalamiento, en la cual se identificaron los movimientos de la rata tratando de subir
por las paredes del cilindro y nadando desde el fondo hasta el limite del agua. La
inmovilidad consistié en el movimiento de s6lo una o dos patas o si la rata pasé mas
de 3 segundos sin moverse.

Finalmente, se realizo la prueba de preferencia a sacarosa, la cual tiene como
objetivo evaluar las conductas tipo anhedonia en las ratas. Esta prueba consiste en
la exposicion de dos bebederos, uno que contenga agua y el otro con sacarosa al 1%.
El primer dia se presentd por 6 horas para habituar a las ratas a estos dos bebederos.
Tras 24 horas de abstinencia, se les presentd las mismas botellas, una con agua
natural y la otra con agua con sacarosa. Pasada una hora, se midio y se obtuvo el

porcentaje de consumo de sacarosa (Liu et al., 2018; He et al., 2020).

Consumo de aztcar (mL)

Preferencia de sacarosa =
/ Consumo de azucar (mL) + Consumo de agua (mL)

Analisis de datos

Para el analisis de datos electrofisioldgicos, se hizo uso del software Clampfit
11 (Molecular Devices) y softwares con programas estadisticos: Origin (version 9),
SPSS y GraphPad (version 8). Para comprobar la distribucién normal, se utilizé la
prueba de Kolmogoérov-Smirnov. Para la comparacion de los datos de las neuronas
en estado control y con el farmaco, se uso la prueba de t de Student, considerando
como significativo un valor de p<0.05.

Para el analisis de los datos conductuales, se utilizé la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para comprobar la normalidad de los datos. Para pruebas no paramétricas
se uso la prueba de Kruskal-Wallis (valor de p<0.05 como significativo) con prueba
post hoc Dunn. Para pruebas paramétricas, se realizo la prueba de ANOVA de una

via (valor de p<0.05 como significativo) y una prueba post hoc Tukey.
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Capitulo 4

Resultados

Para el registro individual de las propiedades electrofisiologicas, se

identificaron y analizaron n=35 células serotoninérgicas del NDR.
La S-mec aumenta la frecuencia de disparo de las neuronas 5-HT

En la figura uno, se pueden observar los trazos representativos de voltaje de
neuronas 5-HT en condicion control y después de la aplicacion de dos distintas
concentraciones de S-mec. Para la identificacion electrofisiologica de estas neuronas,
se seleccionaron células que presentaron potenciales de accién con una larga
duracion (4-6 ms), una baja frecuencia de disparo (<15Hz) con ligera adaptacion, un
postpotencial hiperpolarizante prolongado (>350 ms), y una inflexibn en la fase
descendente del potencial de accion (Galindo-Charles et al., 2008; Gardufio et al.,
2012).

El registro de estas células se realizd en fijaciébn de corriente a partir de un
potencial de mantenimiento de -70mV y se aplicaron pulsos despolarizantes desde
-10 pA hasta 130 pA con un aumento progresivo de 10pA. Se midi6 la respuesta de
las neuronas y con estos datos se realizaron las gréficas corriente-frecuencia (IF).

La figura 1 (A, B) muestra trazos representativos de voltaje de dos neuronas
en condiciones control (trazo naranja) y en presencia de S-mec (1 uM 6 3 uM) (trazo
azul) donde se observa un incremento en la frecuencia de disparo de las neuronas 5-
HT. S-mec (1 uM) causé un incremento en la frecuencia de disparo un 17 + 0.38 %
Hz (t-student, t=0.5220, df=7, p=0.6178, n=6). Por otra parte, S-mec (3 uM) causé un
incremento en la frecuencia de disparo de 33 + 0.30 % el cual fue estadisticamente
significativo (t-student, t=4.653, df=11, p=0.0007, n=5). Las graficas de barras
muestran los promedios de las frecuencias de disparo (Hz) de una sola neurona
registradas en condicion control (naranja) y en presencia de S-mec (azul) a ambas
concentraciones. La frecuencia de disparo promedio de cada neurona se obtuvo con
un pulso de corriente de 130 pA (Fig. 1C, D). Por ultimo, se realizaron curvas I-F
utilizando una concentracion de S-mec de 3 uM a un pulso despolarizante de 130 pA
(Fig. 1E), donde se observa el aumento de frecuencia de disparo de las células 5-HT
en condiciones control y en presencia del farmaco (t-student, t=7.213, df=5, p=0.0008,
n=6).
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Ademas de identificar a las células por sus propiedades electrofisiologicas, se
utilizaron técnicas inmunocitoquimicas para corroborar la naturaleza serotoninérgica
de las neuronas. En la figura 1F se muestra la célula registrada en B marcada con
biocitina (izq, rojo), con un anticuerpo policlonal anti-TPH (medio, verde) y finalmente
el sobrelapamiento de ambas imagenes (derecha, naranja).
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Biocitina Anti-TPH Sobreposicion

Fig. 1. S-mec aumenta la frecuencia de disparo de las neuronas 5-HT. (A-B) Trazos de corrientes
de voltaje de dos células 5-HT ante una corriente despolarizante de 130 pA en condiciones control y
después de aplicar las dosis de S-mec: 1uM y 3uM. C-D) Se muestra el resumen estadistico obtenido
del promedio de distintas células 5-HT tras la aplicacion de S-mec a 1uM (t-student, t=0.5220, df=7,
p=0.6178, n=6) y tras la aplicacion de S-mec a 3uM con un incremento del 33 £ 1% (t-student, t=4.653,
df=11 ***p=0.0007, n=5). E) Grafica corriente-frecuencia de células 5-HT tras un pulso despolarizante
de 130 pA en estado control y con S-mec al 3uM donde se registra el incremento de la frecuencia de
disparo tras la aplicacion de S-mec (t-student, t=7.213, df=5, p=0.0008, n=6). F) Fotografias de la célula
registrada en B con marcaje de biocitina (rojo), anticuerpo policlonal anti-TPH (verde) y la
superposicion de ambos marcajes (naranja).

El efecto excitatorio de la S-mec es dependiente de la concentracién

Se realizd una curva concentracion-respuesta para comprobar el efecto de la
S-mec a diferentes concentraciones sobre la actividad de las neuronas 5-HT del NDR,
esto se observl durante registros electrofisiolégicos, en células control y aplicando
las siguientes dosis de S-mec: 1uM, 3uM, 6uM, 9uM y 12uM (Fig. 2). El efecto de la
S-mec depende de la concentracidén y es bifasico, lo que significa que a pequefias
concentraciones hay un efecto excitatorio, mientras que, a mayores concentraciones,
se ve un efecto inhibitorio. Se obtuvo un efecto maximo a una concentracion de 3uM
con una ECso de 1.6 uM. Basandose en estos datos, se utilizé la dosis de 3uM para
llevar a cabo los experimentos electrofisiolégicos. Las células analizadas fueron

identificadas en las regiones dorsales y proximales a la linea media del NDR.
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Fig. 2. Curva concentracion-respuesta de S-mec. Actividad registrada de n=35 células ante distintas
concentraciones de S-mec y analizadas por medio de Patch-Clamp. La repuesta méxima se obtuvo a
una concentracion de 3 UM con una ECso de 1.6 uM. El coeficiente de determinacion fue de R2 = 0.78
con error estdndar de s.e.m. = 2.46.

El efecto excitatorio de S-mec es inhibido por el antagonista de los receptores

a4pB2 HS y es potenciado por el agonista

Para comprobar la presencia de los receptores a432 HS, se repitio el protocolo
anterior en fijacion de corriente, aplicando S-mec (3 puM) en presencia de tubocurarina
(12 uM) un antagonista selectivo de los NAChRs a432 HS. En la figura 3-A, se presenta
el trazo de voltaje de una sola célula 5-HT en condiciones control (naranja) y después
de la administracion de tubocurarina (azul marino) y se observa cémo la tubocurarina,
bloquea el efecto de S-mec, y no se observa ningin cambio en la frecuencia de
disparo de la célula 5-HT. En la figura 3B, se observa el resumen estadistico del
promedio de célula 5-HT en condiciones control y al aplicar S-mec y tubocurarina, sin
ser observado algun cambio en la frecuencia de disparo de las células (t-student,
t=2.013, df=4, p=0.114, n=6). En la figura 3-C, se observa un resumen estadistico tras
la aplicacion de S-mec (3 uM) y el agonista selectivo de los receptores a432HS, TC-
2559 (5 pM), donde se identifico que la sola aplicacion de TC-2559 no produjo
incremento en la frecuencia de disparo de las células (ANOVA, f=6.260, p=0.5166,
n=6). Sin embargo, este efecto se vio potenciado cuando TC-2559 y S-mec se
administraron de manera conjunta (ANOVA, p=0.0036) en comparacion con la sola
administracion de S-mec. Este efecto producido por la administracion conjunta de TC-

2559 y S-mec, demuestra que hay receptores a432HS expresados en el NDR.
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Fig. 3. El efecto excitatorio de S-mec es inhibido por el antagonista de los receptores a4f2 HS
y es potenciado por el agonista selectivo de los receptores a4p2 HS.

A) Trazos de corrientes de voltaje de una sola célula 5-HT ante una corriente despolarizante de 130
pA en condiciones control y después de aplicar las dosis: de S-mec 3uM y de tubocurarina 1uM (t-
student,t=2.013, df=4, p=0.114, n=6) comparado al control. B) Grafica de promedio de una célula en
estado control, tras la aplicacion de: S-mec+Tub (ANOVA, f=6.260, p=0.5166, n=6). C) Grafica de
promedio de una neurona tras la aplicacion de: S-mec, TC-2559 y S-mec+TC-2559. En estas graficas
se observa el incremento de la frecuencia de disparo de las células 5-HT producido al aplicar S-mec y

TC-2559 en conjunto (ANOVA, ** p=0.0036) en comparacion con la sola aplicacion de S-mec.

La S-mec demostro tener propiedades antidepresivas en un modelo animal de
estrés cronico impredecible

Una vez identificado el efecto de la S-mec en las neuronas 5-HT del NDR, se
evaluaron las propiedades antidepresivas de la S-mec con un modelo conductual de

depresion. El protocolo utilizado para inducir conductas tipo depresivas en los
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animales fue el de estrés cronico impredecible (ECI). Se dividieron los grupos en
control con administracion de vehiculo, ECI con administracion de vehiculo, ECI con
administracion de S-mec (1mg/kg) y ECI con administracion de S-mec+TC-2559

(Img/kg) como tratamiento antidepresivo.
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Fig. 4. Protocolo conductual y peso de ratas a lo largo del tiempo. A) Protocolo de conducta a lo
largo de las semanas. Cada jeringa representa la administracion de solucion salina o farmaco una hora
antes de iniciar la prueba conductual. B) Registro del aumento o decremento del peso de las ratas
durante las 7 semanas de protocolo. En naranja, se observa el peso de las ratas control, en verde el
grupo ECI, el cual tuvo decremento de peso en comparacion con el grupo control (ANOVA, f=5.194, *
p=0.0352,). En color azul se represento el peso de las ratas ECI con administracion de S-mec (1mg/kg)

y en morado el peso de las ratas administradas con S-mec+TC-2559 (1mg/kg).

En la figura 4A, se ilustra la linea del tiempo del protocolo que se siguid. La
figura 4B muestra el registro del peso de las ratas control, ECI, ECI+S-mec y ECI S-
mec+TC-2559. Se llevd una medicion semanal del peso de las ratas ya que se ha
visto que el peso de los animales en protocolo de estrés suele disminuir junto con el
incremento de conductas tipo depresivas (Monteiro et al., 2015). Se observé un

decremento significativo del grupo ECI en comparacion con el grupo control, el cual
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tuvo un incremento de su peso a lo largo de las 7 semanas (ANOVA, f= 5.194,
p=0.0352). El grupo ECI+S-mec tuvo un decremento de peso durante las semanas
de estrés, sin embargo, una vez que se inicio la administraciéon, hubo un ligero
incremento de peso, no obstante, no fue significativo. Por dltimo, el grupo
administrado con S-mec+TC-2559, increment6 de peso al empezar los dias de
tratamiento y este efecto se mantuvo dias después de terminar las pruebas
conductuales.

Se realiz0 la prueba de preferencia a sacarosa, usada para medir las conductas
tipo anhedonia de las ratas. Se comparé la preferencia de sacarosa en cada uno de
los grupos bajo distintos protocolos y se observo un menor consumo de sacarosa del
grupo ECI del 35 £0.21 % en comparacion con el grupo control (Kruskal-Wallis,
p=0.0008, n=9). El grupo administrado con S-mec, no mostré6 un cambio en su
preferencia de sacarosa, sin embargo, el grupo administrado con S-mec+TC-2559,
tuvo un aumento significativo en su consumo del 70 £0.20 % comparado con el grupo
ECI (Fig. 5). Esto significa que la administracion de S-mec+TC-2559, disminuye la
conducta tipo anhedonia inducida por el estrés crénico impredecible.
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Fig. 5. Prueba de preferencia de sacarosa. Registro del porcentaje de preferencia de sacarosa. En
color naranja, se observa el consumo de sacarosa de las ratas control, en verde el consumo de
sacarosa de grupo ECI, con una disminuciéon de consumo del 35 + 0.21 % (Kruskal-Wallis, **

p=0.0070), el color azul representa el consumo de sacarosa del grupo ECI con administraciéon de S-
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mec (1mg/kg) y de morado el porcentaje de preferencia en el grupo S-mec+TC-2559 con un aumento
en consumo del 70  0.20 % (Kruskal-Wallis, *** p=0.0008, n=9).

Para comprobar que la S-mec y S-mec+TC-2559 no tuvieran algun efecto
sobre la motricidad, marcha y conducta exploratoria de las ratas ante un espacio
novedoso, se llevd a cabo la prueba de campo abierto. En esta prueba, uno de los
pardmetros que se registraron fue la distancia recorrida, y no se observo diferencia
estadistica entre los grupos control, el grupo ECI, el grupo con S-mec y el grupo S-
mec+TC-2559 (Kruskal-Wallis, p=0.8509) (Fig5.A). Esto sugiere que no hubo
afectacion en la motricidad y marcha de las ratas al ser administradas con S-mec y
S-mec+TC-2559.

Asimismo, se registré el tiempo que las ratas pasaron en la periferia, en
particular, se observé que el grupo ECI presentdé mayor nimero de conductas tipo
ansiosas al pasar mas tiempo en la periferia, en comparaciéon con el grupo
administrado con S-mec+TC-2559, el cual tuvo menor nimero de conductas tipo
ansiosas (Kruskal-Wallis, p=0.0038). Igualmente, el grupo administrado con S-
mec+TC-2559, presentdé un decremento en el tiempo que pasé en la periferia en
comparacién con el grupo administrado con solo S-mec (Kruskal-Wallis, p=0.0295).

Por altimo, se midié el tiempo que pasaron en el centro, observandose que el
grupo ECI paso menor tiempo en el centro a comparaciéon al grupo control (Kruskal-
Wallis, p=0.0238). De manera similar, el grupo ECI paso menor tiempo en el centro
en comparacion con el grupo S-mec+TC-2559 (Kruskal-Wallis, p=0.0018). Por ultimo,
el grupo con sola administracibn de S-mec paso menor tiempo en el centro en
comparacién con el grupo administrado con TC-2559 (Kruskal-Wallis, p=0.0219).
Estos resultados demuestran que las ratas del grupo S-mec+TC-2559 mostraron
menor numero de conductas tipo ansiosas y mayor conducta exploratoria a diferencia
de los grupos ECI y S-mec que se sometieron al protocolo de estrés. Los datos
sugieren que la S-mec, por si sola, no disminuye las conductas tipo ansiosas,

presentando mayor potencial como antidepresivo.
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Fig. 6. Pruebas de campo abierto. A) El promedio total de la distancia recorrida representada en
metros, no fue significativa entre los grupos (Kruskal-Wallis, p=0.8509). B) Promedio del tiempo en la
periferia, la cual fue significativa entre el grupo ECI y el grupo administrado con S-mec+TC-2559
(Kruskal-Wallis, * p=0.0038). Igualmente, hubo un cambio significativo del tiempo que pasaron en la
periferia entre el grupo administrado con TC-2559 y S-mec (Kruskal-Wallis, * p=0.0295). C) Promedio
del tiempo en el centro. Hubo un decremento del tiempo en el centro que pasé el grupo ECI en
comparacion con el grupo control (Kruskal-Wallis, * p=0.0238). Se vieron reducidas las conductas tipo
ansiosas en el grupo administrado con S-mec+TC-2559 en comparacion con el grupo con sola
administracion de S-mec (Kruskal-Wallis, * p=0.0005) y el grupo ECI (Kruskal-Wallis, * p=0.0018).

Por altimo, se realizé la prueba de nado forzado, esta prueba mide conductas
tipo depresivas y tipo desesperanza, como lo es la inmovilidad y hundimiento,
(Mezadri et al., 2011). En este protocolo, se observaron tres conductas, la de nado,
en la que se considerd que la rata presentara un constante movimiento de las patas
y se moviera en circulo; la conducta de escalamiento, la cual se identific6 como la
rata buscando subir el cilindro y la rata nadando desde el fondo hasta el limite del
agua; e inmovilidad, la cual consistié en el movimiento de sélo una o dos patas o si la
rata pasé mas de 3 segundos sin moverse.
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En la conducta de nado, no se observé algin cambio entre los cuatro grupos
(Kruskal-Wallis, p=0.9835). Al medir la conducta de escalamiento, se registré un
marcado incremento en el grupo ECI con la administracion de S-mec+TC-2559 en
comparaciéon con el grupo ECI (Kruskal-Wallis, p=0.0145). Finalmente, se midio la
conducta de inmovilidad, y se identificO que el grupo ECI paso mayor tiempo en
inmovilidad en comparacion con el grupo control (Kruskal-Wallis, p=0.0033), efecto
gue también se observo al comparar al grupo ECI con el grupo S-mec+TC-2559
(Kruskal-Wallis, p=0.0002), y al comparar al grupo administrado con S-mec+TC-2559
con el grupo con sola administracion de S-mec (Kruskal-Wallis, p=0.0147). Esto
demuestra que la S-mec administrada sola no es suficiente para disminuir las
conductas tipo depresivas representadas en la prueba de nado forzado, sin embargo,

la combinacién de S-mec+TC-2559 administrada a 1mg/kg si logré disminuir estas

conductas.
* %%k
! . 1
1 1 ©® Inmovilidad
50 - I x I ©® Nado
@® Escalamientc

40 4
=)
® 30
£
o
£
5 20-
l_

10 -

Control ECI S-mec S-mec+TC-2559

Fig. 7. Prueba de nado forzado. Se observaron tres conductas: nado, escalamiento e inmovilidad. No
hubo un cambio en la conducta de nado entre los 4 grupos (Kruskal-Wallis, p=0.9835). El grupo
administrado con S-mec+TC-2559 presentd mayor nimero de conducta de escalamiento en
comparacion con el grupo ECI (Kruskal-Wallis, * p=0.0145). Por ultimo, el grupo ECI presenté mayor
ndamero de conductas de inmovilidad en comparacion el grupo control (Kruskal-Wallis, ** p=0.0033) y
el grupo con administracion de S-mec+TC-2559 (Kruskal-Wallis, *** p=0.0002). Al comparar los grupos
con sola administracion de S-mec y con administracién de S-mec+TC2559, se observé un cambio
significativo en la prueba de inmovilidad observandose una marcada disminucion de esta conducta en
el grupo S-mec+TC2559 (Kruskal-Wallis, p=0.0147). La concentracién de 1 mg/kg de S-mec y TC-
2559 es suficiente para revertir las conductas tipo depresivas representadas en esta prueba.
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Fig. 8. Mecanismo de acciéon de la S-mec. Se identific6 que el enantidmero (+) S-mecamilamina
actlla como modulador alostérico positivo en los receptores a432 HS en neuronas glutamatérgicas,
promoviendo la liberacion de glutamato. Este efecto excitatorio se vio potenciado en presencia del

agonista selectivo de estos receptores, TC-2559. Ademas, conserva su mecanismo en los receptores

a7, reduciendo la liberacién de GABA.

Previamente, Hernandez-Gonzalez et al. (2020) identificaron el mecanismo de
acciéon de la mecamilamina, la cual, promueve la excitabilidad de las neuronas 5-HT
mediado a través de los receptores o432 encontrados en la terminal presinaptica de
las neuronas glutamatérgicas, fomentando la liberaciéon de glutamato. Al mismo
tiempo, la mecamilamina disminuye la liberacion de GABA al bloquear los receptores
a7 encontrados en la terminal presinpticas de las neuronas GABAérgicas. En este
trabajo, se identifico el mecanismo de accién del enantiomero (+) S-mecamilamina, el
cual actia en los receptores a4B2 HS encontrados en la terminal presinaptica de las
neuronas de glutamato, promoviendo la liberacion de glutamato. La S-mec, al ser un
modulador alostérico positivo, permite que el sitio de union ortostérico al ligando esté
libre, favoreciendo la union del agonista selectivo de los receptores a4p2 HS, TC-
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2559, lo que potencia su efecto. A la vez, la S-mec mantiene el mecanismo de la
mecamilamina y bloquea a los receptores a7 encontrados en la terminal presinaptica
de las células GABAérgicas, disminuyendo la liberacion de GABA. Todo esto
promueve un incremento de la frecuencia de disparo y excitabilidad de las neuronas
5-HT.
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Capitulo 5
Discusion

El principal hallazgo de este proyecto fue que el enantibmero de la
mecamilamina, S-mec, demostré tener efectos excitatorios sobre las neuronas 5-HT
del nucleo dorsal del rafé. También, se observd que S-mec potencio el incremento de
disparo de las neuronas 5-HT producido por TC-2559, un agonista selectivo de
receptores nicotinicos a432 HS. Asimismo, los experimentos conductuales mostraron
gue la administracién conjunta de S-mec y TC-2559 disminuyeron las conductas tipo
depresivas en animales sometidos a un protocolo de ECI. Los registros
electrofisiolégicos mostraron que S-mec tiene un efecto bifasico y dependiente de
concentracion, observandose que a concentraciones bajas hubo un aumento en la
frecuencia del disparo de las neuronas 5-HT, con una ECso de 1.6 pM.

Experimentos previos en nuestro laboratorio han demostrado que la activacion
de los receptores tipo o432, aumenta la liberacion de glutamato causando un efecto
excitatorio sobre las neuronas 5-HT del NDR (Gardufio et al., 2012; Hernandez-Lépez
et al., 2013; Hernandez-Vazquez et al., 2014). Asimismo, en un trabajo mas reciente,
se mostr6 que la mecamilamina activa los receptores 042 en terminales
glutamatérgicas estimulando la liberacion de este neurotransmisor y simultdneamente
bloquea receptores nicotinicos tipo a7 inhibiendo la liberacion de GABA (Hernandez-
Gonzélez et al., 2020).

El presente trabajo, fuertemente sugiere que el efecto excitatorio mediado por
glutamato es debido a la activacién de los NnAChRs a432HS ya que, el antagonista
selectivo de estos receptores, tubocurarina, bloqued por completo el efecto de S-mec
sobre la frecuencia de disparo de las neuronas 5-HT (ver Moroni et al., 2006). En
congruencia con estos datos, se observo que la sola aplicacion de TC-2559 produjo
un ligero efecto excitatorio sobre el disparo de las neuronas 5-HT. Estos hallazgos
son de gran importancia fisiolégica, ya que la serotonina actia como un
neurotransmisor regulador del estado del animo. Es bien sabido, que una disminucion
en el tono 5-HT se correlaciona con un aumento de los sintomas asociados a la
depresion (Erritzoe et al., 2022). Los resultados del presente estudio permiten sugerir
gue la utilizacion de un agonista selectivo de los NnAChRs a432HS como el TC-2559
en combinacidén con S-mec puede ser una alternativa terapéutica para el tratamiento
de los trastornos del estado de animo, en especifico del trastorno depresivo mayor
(B. Liu et al., 2017; Moncrieff et al., 2023).

38



Para comprobar sus efectos antidepresivos, se administraron bajas
concentraciones de S-mec y TC-2559 (1mg/Kg) a grupos conductuales sometidos a
un protocolo de estrés cronico impredecible. Este modelo ha comprobado ser efectivo
para inducir conductas tipo depresivas en estudios preclinicos (Monteiro et al., 2015;
Antoniuk et al., 2019; Strekalova et al., 2022). La validacion del modelo conductual se
realizo a través de tres pruebas que han demostrado ser precisas y reproducibles
para medir conductas tipo depresivas y tipo ansiosas, las cuales fueron: campo
abierto para medir conductas tipo ansiosas y conductas de exploracion; nado forzado
para medir conductas tipo desesperanza y prueba de preferencia a sacarosa para
medir conductas tipo anheddnicas (Yankelevitch-Yahav et al., 2015, Primo et al.,
2023).

En la prueba de preferencia de sacarosa, el grupo conductual administrado con
S-mec+TC-2559 fue el que presentd mayor porcentaje de preferencia de sacarosa,
similar al grupo control, en comparacion con el grupo bajo protocolo de estrés con
vehiculo, esto sugiere que la combinaciéon de estos farmacos disminuye conductas
tipo anhedonicas.

Durante la prueba de campo abierto, se confirmé que ninguno de los farmacos
afectd la marcha y motricidad de los distintos grupos conductuales. En cuanto a las
conductas tipo ansiosas, el grupo control, mostr6 un mayor niumero de conductas
exploratorias. Sin embargo, los grupos bajo el protocolo de estrés mantuvieron las
conductas tipo ansiosas en distinta magnitud, esto se determind al comparar los
tiempos que pasaron en la periferia y en el centro de la arena. La combinacion de S-
mec+TC-2559, logré disminuir las conductas ansiosas, observandose que pasaron
menor tiempo en la periferia. A pesar de que no se observé un cambio en la marcha
de los animales en la prueba de campo abierto, y estadisticamente no hubo un
cambio, se podria completar esta area de motricidad con una prueba de equilibrio. De
esta manera, se descartaria algun efecto del farmaco por las distintas sefializaciones
del NDR hacia areas motoras.

En la prueba de nado forzado, el grupo control mantuvo las conductas de nado,
escalamiento y menor tiempo de inmovilidad, sin presentar algun episodio de
hundimiento. A diferencia de éste, los grupos bajo el protocolo de estrés tuvieron
mayor tiempo de inmovilidad. De manera interesante, el grupo que fue sometido a
ECI, pero que fue inyectado con S-mec+TC-2559, presentd mayor conducta de
escalamiento ante la de nado exhibiendo menor tiempo de inmovilidad, y revirtiendo

asi, conductas tipicas de la depresibn que se conocen como desesperanza
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aprendida. Por otra parte, la sola aplicacion de S-mec (1mg/Kg) no logré disminuir
las conductas tipo depresivas en los grupos sometidos a ECI. Esto concuerda con un
trabajo realizado por Lippiello et al. (2008) en que se muestra que S-mec (1mg/Kg)
no decrementa la inmovilidad en un modelo de nado forzado en roedores.

Los efectos descritos en este trabajo sugieren que la administracion de TC-
2559 potenciado por S-mec, podrian ser farmacos para considerar como
antidepresivos, con gran afinidad por los nAChRs o432 HS, y que promueven la
excitabilidad de las neuronas 5-HT, lo cual aumentaria los niveles de este
neurotransmisor en el SNC. A diferencia de los SSRI, la combinacion de estos
farmacos no involucra el mecanismo de la recaptura de 5-HT, lo cual se sabe,
conduce a una desensibilizacién de los receptores 5-HTia y al desarrollo de una
resistencia al tratamiento, como se ha observado en un alto porcentaje de pacientes
con depresién (Vahid-Ansari et al., 2019).

El mecanismo que se asume, en esta alternativa terapéutica, es que S-mec, al
actuar como un modulador alostérico de los NAChRs a4B2 HS (Fedorov et al., 2009),
facilita la accion del agonista en el sitio ortostérico de estos receptores potenciando
su efecto. La combinacion de ambos farmacos a bajas dosis tendria una gran
selectividad al potenciar inicamente el efecto a través de los receptores a4p2 HS. Es
por ello por lo que podria proponerse como un tratamiento coadyuvante de los SSRI,
ya que, al usar dosis pequefias de los farmacos, los efectos adversos disminuirian.
Sin embargo, esta propuesta tiene que ser estudiada y analizada a mayor
profundidad.

Asimismo, el uso de estos farmacos considera dos de las hipotesis mas
importantes de la depresion: aquella que propone que una disminucién de los niveles
de la 5-HT en el cerebro promueve la depresion y la otra que propone que ante una
hipersensibilidad del eje HHA, los niveles altos de acetilcolina se vuelven téxicos para
el cuerpo, promoviendo estados patolégicos, como la depresién (Juruena et al., 2020;
Sheng etal.,, 2021). En sintesis, este trabajo propone que el isobmero de la
mecamilamina, S-mec, administrado en conjunto con el agonista selectivo de los a432
HS, TC-2559 podrian cooperar para desarrollar un tratamiento farmacoldgico que
tuviera el objetivo de disminuir las conductas tipo depresivas mejorando la calidad de

vida de las personas que padecen este trastorno.
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Capitulo 6

Conclusiones

1. La S-mec a 3uM incrementa la frecuencia de disparo de las neuronas 5-HT en
el NDR.

2. El efecto de la S-mec es mediado por los receptores o432 de alta sensibilidad
gue se encuentran en terminales presinapticas de neuronas glutamatérgicas
del NDR.

3. La dosis 1mg/kg de S-mec administrada sola no es suficiente para revertir las

conductas tipo depresivos y tipo ansiosas.

4. La S-mecy el agonista TC-2559 administrados juntos a 1 mg/kg disminuye las
conductas tipo depresivas en grupos de ratas bajo el protocolo de estrés

cronico impredecible.
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