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RESUMEN

El presente trabajo evallo el efecto antidepresivo de farmacos fluoxetina y
sertralina administrados con una combinacién probidtica de lactobacillus
Rhamnosus y Bifidobacterium longum, cepas de bacterias acido lacticas,
asi como la cuantificaciéon de serotonina y triptéfano en areas del sistema
nervioso central como hipocampo, tallo cerebral y areas del sistema

gastrointestinal como el yeyuno.

La metodologia consistié en agrupar 48 ratones CD-1 en diferentes grupos
experimentales los cuales recibieron tratamientos individuales de farmacos
antidepresivos clasicos o combinacion de dichos antidepresivos con
probidticos, para una vez terminado el tratamiento realizar evaluaciones
comportamentales para la cuantificacion de conductas depresivas y el
posterior sacrificio por guillotina para la extraccidon de regiones encefalicas
y digestivas para la cuantificacion de serotonina y triptéfano, marcadores
bioldgicos relacionados con la depresion, a travées de un sistema de
cromatografia liquida de alta resolucién. Como resultado se mostré6 una
disminucién significativa en las conductas depresivas cuantificadas en las
pruebas de suspension de cola y natacion forzada entre los grupos que
recibieron tratamientos individuales de fluoxetina y sertralina o la
combinacién con el probi6tico, pero se observaron las mismas diferencias
significativamente altas en el grupo que recibié el probidtico solo en
comparacién con grupo control. Por otra parte, en el tejido cerebral los
niveles de serotonina mostraron un aumento significativo en las estructuras
del hipocampo y tallo cerebral, pero no en yeyuno enaquellos grupos que
recibieron el tratamiento con probidticos independientemente si fue
combinado con ISRS o Unicamente los probidticos, en la cuantificacion de
triptofano se observaron cambios significativamente altos en los niveles de
triptéfano en las estructuras de hipocampo y tallo cerebral en aquellos

grupos gue recibieron tanto el tratamiento con ISRS o con triptéfano, pero
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si de manera importante en el yeyuno por lo que aquellos grupos que
recibieron un tratamiento con probidticos independientemente si estuvo
combinado con ISRS mostraron un aumento en los niveles de serotonina a
nivel de sistema nervioso central y digestivo, ademas de una mayor
biodisponibilidad del triptéfano tanto en sistema nervioso central como en

digestivo.

Estos datos nos pueden orientar hacia el entendimiento de la repercusion
de la microbiota intestinal en las vias de generacion de serotonina y su
impacto final en la conducta antidepresiva, indicando que una dieta rica en
probidticos puede mejorar la adaptacion o alteracion de mediadores como

serotonina y su implicacién en la conducta depresiva.

Palabras clave: Probioticos, depresion, animales, indefension aprendida,

serotonina, triptéfano
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SUMMARY

The present work evaluated the antidepressant effect of fluoxetine and
sertraline drugs administered with a probiotic combination of lactobacillus
Rhamnosus and Bifidobacterium longum, strains of lactic acid bacteria, as
well as the quantification of serotonin and tryptophan in areas of the central
nervous system such as the hippocampus, brain stem and areas of the

gastrointestinal system such as the jejunum.

The methodology consisted of grouping 48 CD-1 mice into different
experimental groups which received individual treatments of classical
antidepressant drugs or a combination of these antidepressants with
probiotics, for once the treatment was finished, behavioral evaluations were
carried out to quantify depressive behaviors and subsequent sacrifice. by
guillotine for the extraction of encephalic and digestive regions for the
guantification of serotonin and tryptophan, biological markers related to
depression, through a high resolution liquid chromatography system. As a
result, a significant decrease in depressive behaviors quantified in the tail
suspension and forced swimming tests was shown between the groups that
received individual treatments of fluoxetine and sertraline or the
combination with the probiotic, but the same significantly higher differences
were observed in the group that received the probiotic alone compared to

the control group.

On the other hand, in brain tissue, serotonin levels showed a significant
increase in the structures of the hippocampus and brain stem, but not in the
jejunum in those groups that received treatment with probiotics regardless
of whether it was combined with SSRIs or only probiotics, in the
guantification of tryptophan, significantly high changes were observed in
the levels of tryptophan in the structures of the hippocampus and brain
stem in those groups that received both treatment with SSRIs or with



tryptophan, but significant changes were observed in the jejunum, so that
those groups that received treatment with probiotics regardless of whether
it was combined with SSRIs showed an increase in serotonin levels at the
level of the central nervous and digestive systems, in addition to a greater
bioavailability of tryptophan in both the central nervous and digestive
systems. These data can guide us towards understanding of the impact of
the intestinal microbiota on the serotonin generation pathways and its final
impact on antidepressant behavior, indicating that a diet rich in probiotics
can improve the adaptation or alteration of mediators such as serotonin

and its implication in depressive behavior.

Keywords: Probiotics, depression, animals, learned helplessness,
serotonin, tryptophan
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1. INTRODUCCION

La depresion es un conjunto de sintomas de predominio afectivo (tristeza
patolégica, apatia, anhedonia, desesperanza, decaimiento, irritabilidad,
sensacion subjetiva de malestar e impotencia frente a las exigencias de la
vida), aunque, en mayor o menorgrado, también estan presentes sintomas
de tipo cognitivo, volitivo y somaético, por lo que podria hablarse de una
afectacion global psiquica y fisica, haciendo especial énfasis en la esfera
afectiva. Cerca de 350 millones de personas sufren de depresion (OMS,
2013) y se prevé que sea considerada como la segunda enfermedad
causante de discapacidad a nivel mundial. En México se ha estimado en
una muestra en la Ciudad de México, que un 9.2 % de la poblacién puede

llegara presentar sintomas de depresién (Maya-Mondragon y cols. 2019).

1.1 Serotonina
La etiologia de la depresion estd basada en evidencias que sugieren que

principalmente neurotransmisores cerebrales como la serotonina pueden
estan alterados, aunado a una disfuncién de los receptores a serotonina y
de la proteina transportadora de membrana para este neurotransmisor,
gue ayuda a regular su transmision, eventos que pueden tener un papel en
la génesis de esta enfermedad, por lo que constituyen uno de los
principales objetivos de la terapia antidepresiva (Stahl, 1998). Otras
hipo6tesis consideran que resultado de un proceso inflamatorio y oxidativo a
nivel del sistema nervioso central, puede aumentar la activacion de la
enzima Indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO), que deriva y activa la via
metabolica del triptéfano hacia la produccion de acido quinurénico y acido
guinolinico y por ende una reduccion de serotonina (Muller y Schwartz,
2007).

1.2 Tratamiento farmacologico de la depresion ISRS
Los farmacos inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS)

forman parte del tratamiento farmacologico de primera eleccion para tratar



trastornos del estado de animo y representan una ventaja terapéutica
importante debido a su mecanismo selectivo, el cual carece de
interacciones con receptores muscarinicos y adrenérgicos, disminuyendo

riesgos en contracciones musculares y disminuyendo

el margen toxicolégico en sobredosificaciones, debido a sus propiedades
antidepresivas y bajos efectos secundarios, representan el 80% de los
tratamientostotales para la depresion. El mecanismo de accion se basa en
la disminucion de la actividad de la bomba de recaptacion presinaptica de
serotonina aumentando su disponibilidad en la hendidura sinaptica,
mejorando la comunicaciébn neuronal en estructuras limbicas y sus
proyecciones al l6bulo prefrontal, incrementando la transmision
serotoninérgica total, por estimulo de receptores 5-HTia y 5HT7 en los
nucleos de Rafé que son estructuras serotoninérgicas presentes en el tallo
cerebral (Naumenko y cols., 2014). En este grupo de farmacos se
encuentran: fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, sertralina, citalopram vy
escitalopram, de los cuales la sertralina ha mostrado una modesta ventaja
en su actividad clinica con respecto a fluoxetina, fluvoxamina y paroxetina
(Hansen y cols., 2005). La sertralina alcanza su concentracion maxima en
un tiempo de 4 a 8 horas., alcanzando concentraciones del estado estable
a los 7 dias, se une en un 98% a proteinas plasmaticas y se elimina a
través de metabolismo de primer paso originando el metabolito N-desmetil-
sertralina que es 8 veces menos activo que la sertralina. Ambos se
metabolizan a cetonas, derivados hidroxilados y conjugados con el acido
glucurdnico, que son excretados en proporciones similares por orina y bilis
(Devane, y cols., 2002). La sertralina muestra caracteristicas muy similares

en la farmacocinética en ratas y perros (Tremaine y cols., 1989).

1.3 Pruebas de evaluacion antidepresiva
Las pruebas de depresion en animales han presentado criticas debido a la

dificultad para poder concretar si un animal presenta depresion o alguna
conducta depresiva, sin embargo, existen caracteristicas que nos

mencionan es posible establecer parametros conductuales en animales



similares a la depresion, dichos parametros han demostrado cumplir con
los criterios de repetibilidad y predictibilidad en mdultiples ensayos por lo
gue actualmente son una herramienta Gtil para determinar si algun

compuesto presenta actividad antidepresiva.

Existen diferentes pruebas de depresion que evalian la capacidad de
recibir un estimulo agradable como estimulos sexuales o0 agua

azucarada, sin embargo,

aquellas pruebas que cuantifican la capacidad del animal para reaccionar a

un estimulo aversivo presentan mayor nivel de repetibilidad.

La prueba de natacion forzada es una evaluacion en roedores que ha sido
usada para evaluar el comportamiento de éstos ante un tratamiento con
farmacos antidepresivos, asi como su eficacia y la evaluaciéon de nuevos

compuestos con posible efecto antidepresivo.

La prueba de natacion forzada es validada como un método experimental
para evaluar la eficacia de los antidepresivos en los roedores. Los
animales de experimentacidn se colocan en un tanque de agua y tratan de
escapar, el tiempo que permanecen inmaoviles se conoce como “Tiempo de
inmovilidad” y es considerado una conducta depresiva que disminuye el

tratamiento farmacologico antidepresivo.

1.4 Eje microbiota-cerebro
Recientemente se ha apreciado al microbiota como uno de los reguladores

clave de la relacion de la funcion intestino-cerebro a través del eje
microbiota-intestino- cerebro. La microbiota y el cerebro se comunican
entre si a través de varias rutas, incluido el sistema inmunolégico, el
metabolismo del triptdfano, el nervio vago y el sistema nervioso entérico,
gue involucran metabolitos microbianos como acidos grasos de cadena
corta, aminoacidos de cadena ramificada y peptidoglicanos (Clarke y cols.,
2013). Existen muchos factores pueden influir en la composicion del

microbiota en la vida temprana, incluida una infeccion, el modo de parto, el



uso de antibidticos de amplio espectro, la naturaleza de la provision
nutricional, los factores de estrés ambiental y la genética del huésped. El
estrés, en particular, puede afectar significativamente el eje microbiota-
intestino-cerebro en todas las etapas de la vida. Este eje estd tomando
importancia en la investigacion de las bases biolédgicas y fisiologicas de los
trastornos psiquiatricos, del neurodesarrollo y neurodegeneracion, por lo
gue muchos trabajos recientes han implicado a la microbiota intestinal en
trastornos mentales (Rogers y cols., 2016).
1.5 Probioticos

Los probiéticos se han definido como microorganismos que administrados
en cantidades adecuadas confieren beneficios a la salud del huésped
(Morelli y Capurso, 2012). Estos pueden llegar a alterar al microbiota del
organismo. Las bacterias mas comunes relacionadas con la actividad
probidtica son: Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. reuteri, L. plantarum,
L. casei GG; Bifidobacterium brevis,

B. longum, B. infantis, B. animalis; Streptococcus salivaris subespecie
thermophilus, y algunas variedades de levaduras como Saccharomyces
boulardii. Los mecanismos de accion implicados incluyen modificar el pH
volviéndolo inferior a 4, inhibicién del crecimiento de bacterias patégenas,
produccion de acido lactico, disminucion de la permeabilidad intestinal,
aumento en la actividad de la lactasa, efecto competitivo en otras bacterias
patdgenas, reduccion en el tiempo de eliminaciéon de rotavirus, incremento
en la produccion de los linfocitos T helper, y aumento de la
inmunoglobulina A secretora (Maldonado y cols., 2019). Los mecanismos
se basan especificamente en la interaccion con células enterocromafines
del tracto intestinal encargadas del almacenamiento y liberacion de
sustancias como triptofano y 5-HT que controlan la motilidad intestinal
(Hara y cols., 2018), ademas de participar en la modulacion de procesos
inflamatorios al unirse en la pared del tracto intestinal, disminuyendo su
permeabilidad y limitando el paso a agentes que promueven respuestas

inflamatorias (Messaoudi y cols., 2011).



2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION
Por sus caracteristicas mencionadas anteriormente los probidticos se han

propuesto como agentes complementarios terapéuticos en diferentes
campos de lasalud, incluyendo campos diversos como nutricion, medicina
y psiquiatria, dada su participacion en las vias de comunicacion
bidireccionales presentes en el sistema nervioso central y sistema nervioso
entérico, donde se ha propuesto su participacibn como agentes que
participan en la modificacion de la conducta desarrollando el concepto de
psicobioticos (Hara et al., 2018).

En estudios en animales, donde los modelos de depresion suelen ser mas
controlados, se ha demostrado la efectividad terapéutica de los
probidticos para

disminuir alteraciones en las conductas depresivas, demostrado por
marcadores bioldgicos relacionados con estas alteraciones como los
niveles de cortisol que representan la actividad del eje hipotalamo,
pituitaria, adrenal (Evrensel y cols., 2019).

Por otro lado, en estudios clinicos controlados se muestra que
efectivamente los probidticos pueden disminuir significativamente la
puntuacién de la escala dedepresion en pacientes (Huang y cols., 2016),
aunque en otros estudios mas recientes y con mayor rigor de metaanalisis,
se observa que solo en aquellos pacientes que tomar medicamentos
antidepresivos, los probidticos tienen un mayor efecto antidepresivo
(Nikolova y cols., 2019).

Con estos datos, se propone el presente estudio, para evaluar el efecto de
probidticos como Lactobacilus rhamnosus, Bifidobacterium lactics solos o
en combinacién con sertralina, para evaluar un posible sinérgico, en

modelos de conductas depresivas en ratones.



3. HIPOTESIS

El tratamiento de fluoxetina y sertralina combinada con la administracion
de probioticos presenta un aumento en el efecto antidepresivo en modelos
murinos de conductas depresivas, al igual que un aumento de los niveles

de serotonina y triptéfano en sistema nervioso y digestivo.

4. OBJETIVOS
4.1 Generales

Evaluar el efecto antidepresivo de una combinacion probiética sola o en
combinacion con ISRS en modelo de conductas depresivas en ratones CD-
1.

4.2 Especificos

1.

Validar un método de cuantificacion de serotonina y L-triptéfano,

mediantecromatografia de liquidos de alta resolucién.

Cuantificar serotonina y triptéfano en intestino (yeyuno) y tallo cerebral e
hipocampo de ratones tratados con fluoxetina, sertralina, probi6ticos y la
combinacion de éstos con probidticos.

Cuantificar las conductas depresivas utilizando la prueba de suspensiéon de
cola.

Cuantificar las conductas depresivas utilizando la prueba de natacion

forzada.

5. MATERAL Y METODOS
5.1 Reactivos:

Clorhidrato de sertralina, fluoxetina (materia prima donado por Rayere SA),
probidticos (Lactobacillus rhamnosus, Bifidobacterium longum vy
Pediococcus pentosaceus, L-triptofano y serotonina (Sigma), acido

perclérico, acetonitrilo y agua grado HPLC.

5.2 Equipos

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion Waters® con bomba modelo
auto inyector y detector de UV 2475. Homogeneizadora marca OMNI TH
INTERNATIONAL, centrifuga marca Thermo Fisher.



5.3

5.4

Animales de experimentacion
Se utilizaron 48 ratones CD-1, de edad de 6 semanas y aproximadamente

de 25 a 30 g de peso, los cuales fueron adquiridos del Bioterio UNAM
campus Juriquilla, Querétaro. Una vez que ingresaron al Bioterio de la
Facultad de Ciencias Quimicas,de la UASLP, pasaron 2 semanas para su
ambientacion antes de iniciar los tratamientos, fueron acomodados de 4
ratones en cada caja para evitar la agresion entre ellos. Los ratones
tuvieron libre acceso a agua purificada y alimento Harlam®, con ciclos de
luz y oscuridad controlados y temperatura a 25°C, durante todo el tiempo
gue duro el tratamiento experimental.

El protocolo experimental para uso de animales de experimentacion fue
revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias

Quimicas mediante el protocolo con cédigo CEID 2021-16.

Grupos experimentales y disefio del estudio
Los ratones fueron aleatorizados en 6 grupos experimentales, con un

namero experimental de 8 ratones c/u, los cuales se organizaron de la

siguiente manera segun su tratamiento:

Grupo Tratamiento

Grupo 1 Control (agua)

Grupo 2 Probidtico (2x108 UFC/ mL)

Grupo 3 Fluoxetina (18 mg/kg)

Grupo 4 Fluoxetina (18 mg/Kg) /Probidtico
(2x108 UFC/mL)

Grupo 5 Sertralina (30mg/Kg)

Grupo 6 Sertralina (30mg/Kg) / Probiético

(2x108 UFC/ mL)

Para los grupos 2, 4 y 6, los probiéticos propuestos fueron (Lactobacillus
rhamnosus, Bifidobacterium longum y Pediococcus pentosaceus se

administré durante un periodo de 28 dias continuos en el agua de beber, para ello

se prepar6 una disolucion del frasco comercial para obtener una concentracion

finalde 2x108 UFC/mL y si se considera que un



raton ingiere aproximadamente 1 mL durante un dia, se asegurd que la
dosis de probidtico fuera completamente ingerida al dia. En el dia 21, se
afiadio a la solucion de probidticos, la cantidad requerida deFluoxetina para
tener una concentracion final de 0.07 mg/mL y la cantidad de Sertralina
para obtener una solucion de 0.12 mg/mL respectivamente.

Para los grupos experimentales 1, 3 y 5 los ratones solo recibieron 7 dias
continuosel tratamiento con agua, Fluoxetina 0.07 mg/mL y Sertralina 0.12
mg/mL respectivamente.

Después de los tratamientos, los ratones fueron evaluados mediante las
pruebas conductuales y al finalizar se realizé la eutanasia por decapitacion
para la obtencion del encéfalo (diseccion de hipocampo y tallo cerebral) y
extraccion del intestino, del cual se selecciond la proporcion del yeyuno.
Los tejidos obtenidos fueron enjuagados en solucion salina fria y guardados
en tubos eppendorf para su posterior analisis de cuantificacion de
serotonina y L-triptéfano mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (Fig. 1).

Evaluacién conductual:

*Prueba de suspensiénde cola - Eutanasia
CD-1 *Prueba de natacidén forzada
s 6 sem - l
P 25-30 .
’ n:8 ¢ Intestino (yeyuno)
0d . 214 Tallo cerebral
28d Hipocampo

— |

Cuantificacion HPLC
L-Triptéfano
Serotonina
Grupo 1 Control (agua)
Grupo 2 Probiéticos
Grupo 3 probidticos
Grupo 4 Agua
Grupo 5 probidticos
Grupo 6 Agua

Grupo 3. Fluoxetina (18 mg/kg)
Grupo 4. Fluoxetina (18 mg/kg)
Grupo 5. Sertralina (30mg/kg)
Grupo 6. Sertralina (30mg/kg)

Fig. 1 Esquema del Disefio Experimental



5.5 Evaluacién del efecto antidepresivo.

5.5.1

Los modelos animales nos ayudan a comprender mejor la etiologia de
enfermedades, desarrollar nuevos tratamientos e identificar marcadores
para su diagnostico, en la depresién los modelos animales presentan
dificultades debido a la complejidad de la enfermedad y la comorbilidad tan
amplia que presenta con otras patologias, actualmente se han identificado
componentes que al interaccionar con ratones pueden generar sintomas
depresivos por ejemplo; lipopolisacaridos (O’Connor et al., 2008) o
sustancias exdgenas como reserpina (Blasco-Serra et al., 2015), sin
embargo también es ampliamente conocida la relacion que presenta el
estrés con la depresion, por lo tanto se usa el estrés para inducir sintomas
depresivos en los animales, en este principio se basa el paradigma de la
indefension aprendida, donde los animales desarrollan pasividad ante un
estimulo aversivo, tal pasividad presenta similitud con los sintomas de
depresion y al cuantificarlos se toma como un referente a las conductas

depresivas (Chourbaji et al., 2005).

La indefension aprendida se deriva de las teorias cognitivas de la
depresion que postulan que las representaciones desadaptativas de un
individuo se activan por experiencias de vida aversivas y son
fundamentalmente la etiologia de la depresion, en animales se presentan
diferentes caracteristicas como pueden ser el aislamiento, disminucién en
la ingesta de comida y caida de pelo, los estimulos aversivos pueden ser
estrés cronico, choques eléctricos o aislamiento social, al cuantificar las
conductas desadaptativas, las cuales pueden ser representadas como;
falta de deseo sexual, inmovilidad frente a estimulo aversivo o aversion a
estimulos agradables, se toman como un marcador de depresion que
presenta repetibilidad y validez, debido a la relacion entre el estrés y la

depresion ya mencionada.

Prueba de suspension de cola
Esta prueba esta basado en el concepto de “indefension aprendida” el cual

se define como un modelo de estrés que se encuentra establecido como

una reaccioén inespecifica del organismo frente a las exigencias
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5.5.2

ambientales, practicamente el modelo consta de suspender al raton 30
centimetros desde una base que sujeta lacola del raton, de tal manera que
careceran de un lugar donde sujetarse, el raton sera suspendido durante 6
minutos, tiempo en el cual ser& monitoreado y grabado para la
cuantificacion de respuesta al estrés, la cual se expresa como inmovilidad.
Al final del experimento, el tiempo de inmovilidad se expres6 como
porcentaje, respecto al tiempo total (6 minutos). La conducta depresiva se
observa al desarrollarpasividad al estimulo aversivo, por ello la disminucién
en este porcentaje con respecto a un grupo control, se considera indicador
de un efecto antidepresivo (Cryan y cols., 2005).

Prueba de natacién forzada
La prueba de natacion forzada también es una prueba similar a la de

suspension decola, donde un estimulo estresante puede llegar a provocar
una indefensién aprendida, en esta prueba el ratén se coloco en un cilindro
de vidrio con altura de 25 cm y didmetro de 10 cm, donde se coloc6 agua a
10 cm a una temperatura de 21-23 °C. Los ratones comenzaron a nadar y

cuantificé la conducta de inmovilidad,

se registro este tiempo y se calcula el porcentaje con respecto al tiempo
total de 6 minutos, que dura la evaluacion. El efecto antidepresivo se
observa cuando el roedor disminuye el tiempo de inmovilidad con respecto
al control (Recamier- Carballo y Fernandez-Guasti, 2012).

5.6 Extraccion de serotonina y L-triptofano en tejidos.

Posterior al sacrificio de los ratones, se realiz6 la extraccion del encéfalo y
en éste se realiz6 la diseccidn de las areas correspondientes al hipocampo
y tallo cerebral, tejidos que fueron pesados inmediatamente y colectados
individualmente en tubos eppendorf. De igual manera se extrajeron las
porciones correspondientes al yeyuno de sistema digestivo cortando una
porciébn de aproximadamente 200 pg del tejido, colocandose en tubos
eppendorf. Los tejidos fueron congelados a -20 °C hasta su analisis. El
tratamiento de los tejidos para la extraccion de serotonina y L-triptofano

11



consistio en afadir un volumen de buffer de &cido perclérico 0.02M en la
proporcion 1:2 de peso tejido/ volumen de &cido, con la finalidad de
precipitar las proteinas, para posteriormente ser homogenizado Yy
centrifugado a 15000 rpm durante 10 min (REF). El sobrenadante fue
separado y pasado a través de un filtro de 45 um, para finalmente ser

inyectado al sistema de cromatografia liquida de alta resolucion.

5.7 Método para cuantificar serotoninay L-triptéfano mediante
cromatografiade liquidos de alta resolucion.
La cuantificacion de serotonina y L-triptéfano se realiz6 en un equipo de

cromatografia de liquidos de alta resolucién, para ello se utilizé un equipo
Waters®. Las condiciones cromatogréaficas optimizadas fueron: columna
C18 (145 mm x 10 mm) marca Agilent®, Fase movil (acetonitrilo: fosfato de
potasio 0.5 M (90:10), flujo de 1.0 mL/min y detecciéon por UV a 280 nm
(Jagannathan y cols. 1995).

Para la validaciéon del método analitico se determinaron los siguientes
indicadores: linealidad, repetibilidad, exactitud, reproducibilidad y limite de

cuantificacion.

. Analisis Estadistico
Con los datos obtenidos, y con la finalidad de comparar los tratamientos,

se realizaron pruebas de ANOVA de una via seguida de una prueba de

Dunnet para

comparar los diferentes grupos tratados vs control, definiendo una p<0.05
para declarar diferencias significativas o Tukey para comparar todos los

grupos, estableciendo una p<0.05 para declarar diferencias significativas.

. Aspectos Eticos y de Bioseguridad
Dado que el procedimiento experimental se realiz6 en la Unidad de

Biociencias de la Facultad de Ciencias Quimicas, el alumno siempre
estuvo acompafiado del asesor y siguiendo los procedimientos e

indicaciones que se especificaron en la unidad. Ademas de seguir con las
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instrucciones del manual de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos
(RPBI), donde se especifica que, una vez terminada la parte experimental,
los cadaveres de los animales se guardan en bolsas amarillas, para su
disposicion final.

El procedimiento analitico se realiz6 en el laboratorio de Farmacologia,
donde el alumno también se apeg6 a los procedimientos normalizados de
operacion en seguridad, que se incluyen en el Manual de seguridad,
incluyendo uso obligatorio de cubrebocas, bata y otros equipos de
proteccion personal como guantes y lentes de seguridad ademas de un
correcto manejo de reactivos, mediante el registro en una bitacora de

trabajo.

8. RESULTADOS
8.1 Pruebas conductuales

8.1.1 Prueba de suspensién de cola.
Como se muestra en la figura 2, se observa que el porcentaje de

inmovilidad de losratones del grupo control fue mayor en comparacion con
los grupos que recibieron el tratamiento, evento esperado, dado que este
grupo no recibié ningun tratamiento que pudiera haber limitado esta
conducta, por otra parte los grupos tratados con fluoxetina y sertralina
muestran una disminucion significativa de este indicador, por lo cual se
comprueba el efecto de estos compuestos antidepresivos a las dosis
administradas, sin embargo se observé un efecto antidepresivo mayor por

laadministracion de probidticos combinados con fluoxetina y sertralina.



8.1.2

PRUEBA DE SUSPENSION DE COLA
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Figura 2: Porcentaje de tiempo de inmovilidad mostrado en los diferentes
tratamientos, Simbologia: ** P<0.05 en comparacién con grupo control, ***
P<0.005 en comparacién con grupo control, *** P < 0.0001 en
comparacion con el grupo control, # Valor P<0.05 con respecto a grupo
tratado con fluoxetina, + P<0.05 a comparacion con grupo tratado con
sertralina, ++ P< 0.005 a comparacién al grupo tratado con sertralina,

analisis Turkey-Kramer.

Prueba de natacion forzada
En esta prueba de natacion forzada (Fig. 3), se muestra que existen

diferencias estadisticas de los tratamientos con respecto al control, donde
se observé una disminucion significativa en el porcentaje de inmovilidad en
todos los tratamientos, tanto en aquellos que recibieron el tratamiento
farmacologico de fluoxetina y sertralina, como en el grupo tratado con
probidtico, y las combinaciones de tratamientos. La combinacion de
fluoxetina y probidticos es mas efectiva que los tratamientos individuales,
lo qgue demostré una sumatoria de efectos. Lo mismo se observo con la

combinacion de sertralina y probioticos.
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PRUEBA DE NATACION FORZADA
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Figura 3: Analisis Turkey-Kramer **** Valor P<0.0001 en comparacion con
grupo control, # Valor P<0.05 comparacion con grupo tratado con
Fluoxetina, ## Valor P<0.005 en comparacion con grupo tratado con
Fluoxetina, +++ Valor P<0.005 en comparacién con el grupo tratado con
sertralina, - Valor P<0.05 en comparacion congrupo tratado Unicamente con

probidticos.

8.2 Cuantificacion de serotonina y L-triptéfano

8.2.1 Cromatograma
Como resultado de la optimizacion del método analitico para la

determinacién de serotonina y I-triptéfano, se obtuvieron los siguientes

tiempos de retencién serotonina (2.6 min) y I-triptéfano (3.6min) Fig. 4.
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Fig 4. Cromatogramas correspondientes a una inyeccion de estandares (a)
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8.2.2

8.2.3

Validacion del método analitico
El método de cromatografia de liquidos de alta resolucion para la

cuantificacion de serotonina y L-triptofano fue validado, mediante los
siguientes parametros: linealidad que consiste en la capacidad del método
analitico para obtener resultados directamente proporcionales a la
concentracion o cantidad del analito en un rango definido. Esta se
determina mediante una regresion lineal de la funcion de la sefial como
unidad de absorbancia y las concentraciones para obtener la ecuacién de
la linea que muestre la interseccién y pendiente. Ademas de indicar los
residuales como el coeficiente de correlaciéon R?. La exactitud, se refiere al
calculo del porcentaje del analito recuperado o por la diferencia entre el
valor obtenido y el valor real. La precisiébn se define como el grado de
coincidencia entre los resultados de las muestras individuales de una
muestra homogénea dentro del intervalo de cuantificacion en el método.
Con datos obtenidos de 5 inyecciones repetidas se puede determinar la
exactitud y precision o repetibilidad, este Gltimo evaluado comoel porcentaje
del coeficiente de variabilidad. La reproducibilidad también implica la
determinacién de precision, pero con la variabilidad de dia a dia. El limite
de cuantificacion en la menor cantidad del analito en una muestra que
puede determinarse con precisibn y exactitud aceptable bajo las
condiciones, se realiza con un valor en el cual la relacion entre sefial y

ruidos es 10.

Serotonina

Para la determinacion de serotonina, la validacion indicé los siguientes
pardmetros: Linealidad del rango de concentracion de 0.05 pg/mL a 75
pHg/mL, ecuacion de linea de regresion de 3 determinaciones: y=12831x-
565.91, R? =0.9998 (Fig. 5).

La repetibilidad y exactitud, asi como la reproducibilidad se muestran en las

Tablasl y 2. Limite de cuantificacion 0.01 pg/mL.
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UA

1.E+06 -
1.E+06
8.E+05 -
68.E+05 -
4 E+05 -
2. E+05 -

0.E+00

0.0 20.0

40.0

60.0 80.0

SEROTONINA (pg/mL)
Figura 6 Curva de calibracion de serotonina

] Promedio Desviacion Coeficiente de Exactitud
Concentracion (pg/mL) estandar Variabilidad (%)
{wg/mL) {pg/mL) ()
25 2.71 0.08 3.04 -T.73
745 7.89 0.34 431 412
G0.0 62.03 077 1.24 -3.27
Tabla 1 Repetibilidad y Exactitud
Concentracion Promedio Desviacion Coeficiente de
{pg/mL) {pg/mL) estandar Variabilidad (%)
(ug/mL)
25 2 69 0.03 3.05
75 781 0.36 4 06
60.0 61.96 0.71 115

Tabla 2 Reproducibilidad
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8.2.4 L-triptéfano

Para la determinacidon de L-triptéfano se obtuvieron los siguientes
parametros: Linealidad del rango de concentracion de 0.1 pg/mL a 100
pg/mL, ecuacion de linea de regresién de 3 determinaciones: y=12427x-
2619.8, R? =0.9997 (Fig. 7).
La repetibilidad y exactitud, asi como la reproducibilidad se muestran en las

Tablasl y 2. Limite de cuantificacion 0.05 pg/mL.
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8.E+05 -
6.E+05
4 E+05
2E+05 -
0.E+00

UA

0.0 200 60.0 800 1000

L-TRIPTOFANO (pg/mL)
Fig 7 Curva de calibracién de L-triptéfano

40.0

Concenftracion Promedio Desviacion Coeficiente de Exactifud
iug/mL) (ugfmL) estandar Variabilidad (%) %)
(ug/mL)

25 2.93 0.07 2.21 -19.05
7.5 7.83 .21 2.74 -4 44
G0.0 G090 0.9 1.43 -1.50

Tabla 1 Repetibilidad y Exactitud




Concentracion Promedio Desviacion estandar Coeficiente de
(ugfmL) (ug/mL) (ug/mL) Variabilidad (%)
2.5 2.96 0.07 231
7.5 7.80 0.21 270
60.0 60.54 1.19 1.96

Tabla 2 Reproducibilidad

8.2.5 Determinacion de serotonina y triptéfano en tejidos
Los datos de area bajo la curva de los cromatogramas correspondientes

de los diferentes tejidos extraidos de los ratones de los diferentes grupos
experimentales, fueron interceptados en la curva de calibracién para la
obtencién de la concentracién, ese valor posteriormente fue transformado a
cantidad en el volumen final donde fue diluido el tejido, esa cantidad se
dividio en los mg del tejido que se analizo.

Los datos fueron promediados por cada grupo experimental, se calculé

también el error estandar y se graficaron, indicando su analisis estadistico.
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Figura 8: Analisis Turkey-Kramer concentracion de serotonina en
hipocampo de ratén, ** P<0.005, **** P<0.0001 a comparacion con el grupo
control, # P<0.05, ### P<0.0005, #### P<0.0001 a comparacion con el
grupo tratado con probioticos, + P<0.05 a comparacion con el grupo
tratado con fluoxetina, - P<0.05 a comparacion con el grupo tratado con

sertralina.

En la figura 8 se muestra los diferentes grupos y niveles de serotonina a
nivel del hipocampo, se observaron aumentos significativos en los grupos
gue recibieron el tratamiento con probidticos independientemente si fue el
tratamiento individual o con un ISRS, esto nos indica que los probiéticos,
como se esperaba, aumentan los niveles de serotonina a nivel del sistema
afectivo, datos reportados con anterioridad,aunque en el caso de los ISRS
no se mostraron diferencias significativas, o que podria indicar que el
tratamiento individual de fluoxetina o sertralina careci6 de un efecto

antidepresivo debido al poco tiempo de administracion.
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Figura 9: Andlisis Turkey-Kramer, concentracion de serotonina en tallo
cerebral * P<0.05, *** P<0.0005, **** P<0.0001 a comparacion con el grupo
control, #### P<0.0001 a comparacion con el grupo tratado con
probiéticos, ++++ P<0.0001 a comparacién con el grupo tratado con

fluoxetina.

En la figura 9 se muestran los niveles de serotonina a nivel del tallo
cerebral, regién que contiene los nucleos del Rafé, nucleos cerebrales que
metabolizan el triptéfano a serotonina, al igual que en la figura 8 se

mostré un aumento significativo en

aquellos grupos que recibieron el tratamiento con probidticos
independientemente si fue individual o en conjunto con un ISRS, lo que se
interpreta como un aumento general de serotonina a nivel del sistema

nervioso central provocado por losprobioticos.
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Figura 10: Analisis Turkey-Kramer, concentracion de serotonina en
yeyuno, **** P<0.0001 a comparacion con el grupo control, # P<0.05 a
comparacion con el grupo tratado con probiéticos, + P<0.05 a comparacion

con el grupo tratado con fluoxetina.
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En la figura 10 se muestran los niveles de serotonina a nivel de sistema
digestivo, especificamente en el area de yeyuno, a diferencia de las figuras
8 y 9, se observa un aumento significativo de serotonina en todos los
tratamientos tanto con probidticos como con los ISRS, sin embargo, los
probidticos muestran a su vez un aumento significativo a comparacion con

los grupos tratados con ISRS.
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Figura 11: Andlisis Turkey-Kramer, concentraciéon de tript6fano en
hipocampo, *** P<0.0005, **** P<0.0001 a comparacion con el grupo
control, #### P<0.0001 a comparacién con el grupo tratado con
probiéticos, ++++ P<0.0001 a comparacién con el grupo tratado con

fluoxetina, P<0.0001 a comparacién con el grupo tratado con sertralina.

En la figura 11 se muestra los niveles de triptofano y los diferentes
tratamientos a nivel de hipocampo, se mostré6 un aumento significativo en
aquellos grupos que recibieron el tratamiento con probidticos, el triptofano
es un aminoacido que se obtiene a través de la dieta, el triptofano no
puede aumentar por la ingesta de probiéticos, sin embargo, los aumentos

pueden atribuirse a una mayor biodisponibilidad del aminoéacido.
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Figura 12: Analisis Turkey-Kramer, concentracion de triptéfano en tallo
cerebral de raton, * P<0.05, ** P<0.005, *** P<0.0005, **** P<0.0001 a
comparacion con el grupocontrol, # P<0.05, ## P<0.005 a comparacion con
el grupo tratado con probidticos,

+ P<0.05, ++++ P<0.0001 a comparacion con el grupo tratado con

fluoxetina, -- P<0.005 a comparacién con el grupo tratado con sertralina.

En la figura 12 se muestran las concentraciones de triptéfano a nivel del
tallo cerebral, no se mostraron aumentos estadisticamente significativos a
comparacién con el grupo control a excepcion del grupo que recibié la
combinacion probidtica con sertralina, esto podria deberse a la presencia
de los nucleos del Rafé que metabolizan el triptéfano a serotonina

disminuyendo la presencia del aminoacido.
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Figura 13: Andlisis Turkey-Kramer, concentraciones de triptofano en
yeyuno, *** P<0.0001 a comparacion con el grupo control, ## P<0.005,
#### P<0.0001 a comparaciéon con el grupo tratado con probidticos,
P<0.0001 a comparaciéon con el grupo tratado con fluoxetina, P<0.0001 a
comparacién con el grupo tratado con

sertralina.

En la figura 13 se muestran aumentos estadisticamente significativos en
aquellos grupos que recibieron el tratamiento con los probiéticos
independientemente si lo recibieron de forma individual o combinada con
ISRS, esto indica mayor biodisponibilidad del aminoacido provocada por el
tratamiento con probiéticos, y poraccion de la enzima triptéfano hidroxilasa
la mayor biodisponibilidad del triptéfano aumentaria los niveles de

serotonina como se mostré en las figuras 8 y 9.

. DISCUSION
El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto antidepresivo de ISRS
con unacombinacion probiética en un modelo de indefension aprendida los
resultados del presente estudio muestran una disminucion del porcentaje

de inmovilidad en las pruebas comportamentales de indefension aprendida
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en los tratamientos administrados de fluoxetina (18 mg/kg), sertralina

(30mg/kg) y la combinacion de

probidticos 2x108 UFC/ mL, efecto considerado antidepresivo en este tipo
de modelos, datos reportados en bibliografia revisada con anterioridad
(McVey Neufeldet al., 2018a).

La disminucion de las conductas depresivas en aquellos grupos que
recibieron un ISRS con la combinacion probiética puede atribuirse a los
multiples mecanismos deaccion de los probidticos que dan la pauta para
utilizarse en un tratamientocombinado. Entre los diferentes mecanismos de
los probiéticos asociados a su efecto antidepresivo destacan la
disminucién de citocinas proinflamatorias caracteristicas del trastorno
depresivo (Park et al., 2018), el aumento en serotonina y su proteina
transportadora SERT a nivel de sistema nervioso central y en sistema
digestivo (Borrelli et al., 2016) (Yaghoubfar et al., 2020) y disminucién en la
reactividad del eje Hipotalamo-Pituitaria- Adrenal (HPA) (Ait-Belgnaoui et
al., 2014).

Sin embargo, el tratamiento con probiéticos presenta la desventaja de
necesitar mayor tiempo de administracion a comparacion con los ISRS, ya
gue mientras el tratamiento farmacolégico ha demostrado sus efectos
antidepresivos a partir de siete dias en modelos animales, los probiéticos
necesitan una administracion para asegurar los efectos antidepresivos de
28 dias (McVey Neufeld et al., 2018b), lo anterior dificulta la posibilidad de
utilizar probidticos como un tratamiento alternativo que reemplace a los
antidepresivos tradicionales, sin embargo es posible utilizarlo como un
tratamiento adyuvante (Logan & Katzman, 2005), que resalte el efecto

terapéutico de los ISRS.

Existen diferentes estudios sobre la eficacia terapéutica de los probidticos
en pacientes con trastornos mentales, disefios aleatorizados con pacientes
diagnosticados con trastornos del estado de animo que al recibir un

tratamiento probi6tico han mejorado sus puntuaciones en escalas de
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depresion, ansiedad y fatiga cronica (Pirbaglou et al., 2016) (Huang et al.,
2016) (RT et al., 2019).

En el presente proyecto Gnicamente se observaron cambios en las
conductas depresivas, por lo que existen limitantes de marcadores
moleculares relacionados con la depresion como citocinas proinflamatorias

(Raison et al., 2006), alteraciones

en el metabolismo del triptéfano (Ramirez et al., 2018) e hiperactividad del
eje HPA (Pariante & Lightman, 2008), por lo que el mecanismo especifico
por el cual los ISRS con una combinacion probidtica disminuyen la
conducta depresiva con mayor efectividad no esta completamente
identificado, aunque existen estudios que reportan la disminucion de la
reactividad del eje HPA con la administracion de probioticos Lactobacillus
Rhamnosus por un periodo de 28 dias utilizando ratones de la cepa Balb/c
(McVey Neufeld et al., 2018b), y el realizado por (Dinan & Cryan, 2012)
aunque, no se ha encontrado el mecanismo especifico de accion por el
cual la combinacion de ISRS con probidticos éste ofrece una ventaja

terapéutica.

Otra limitante es el modelo de depresion, en animales, ya que la depresion
es un concepto que carece de cuantificacion, es considerada una conducta
compleja, sin embargo es posible cuantificar las conductas depresivas
partiendo del concepto de indefension aprendida y categorizar conductas
depresivas tomando en cuenta la pasividad que se desarrolla a un
estimulo aversivo (RT et al., 2019), como pueden ser corriente eléctrica,
suspensiéon de cola, natacion forzada o simplemente un conjunto de
estimulos aversivos que se repetiran constantemente con un tiempo
prolongado, (Peterson, 2010) al igual que un modelo de cuantificacion
guimico es necesaria la validacion tomando en cuenta conceptos como
repetitividad, confiabilidad y especificidad, sin embargo existen modelos de
depresion farmacoldgicos, modelos de estrés crénico que a su vez han
sido relacionados con el aumento de la respuesta inmunolbgica innata

(Raison et al., 2006) y modelos dedepresion basados en una dieta alta en
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grasa que han reportado ser modelos de depresién resistentes a los ISRS
(Isingrini et al., 2010), en el presente estudio Unicamente se utilizo el
concepto de indefension aprendida utilizando las pruebas de suspension
de cola y natacion forzada, al utilizar diferentes modelos de depresion
resistentes a ISRS daria la pauta para saber si los probiéticos ofrecen una

ventaja con respecto al tratamiento individual.

Con respecto a los marcadores de serotonina a nivel de sistema nervioso
central, se observaron aumentos significativos en aquellos grupos que
recibieron el tratamiento con probidticos independientemente si fue

combinado con un ISRS o si

recibieron Unicamente el tratamiento con probioticos, sin embargo el
tratamiento con ISRS parece carecer de efecto, por lo que se concluye el
tratamiento con ISRS no alcanza un efecto terapéutico en las
concentracion y tiempo administrado en el presente estudio, aun asi el
tratamiento con probidticos presenta caracteristicas para ser considerado
un tratamiento antidepresivo, las concentraciones de triptéfano también
aumentaron, dichos datos pueden atribuirse a una mayor biodisponibilidad
del aminoacido y no por una mayor ingesta del mismo, sin embargo es
necesario realizar estudios moleculares y con un control estricto en la dieta
para saber si la biodisponibilidad del triptéfano fue causada por
disminucién en vias alternas del triptofano o por alguna otra via no

identificada.

CONCLUSION
El tratamiento con probioticos disminuyo el tiempo de inmovilidad en las

pruebas de suspension de cola y natacion forzada, esto es considerado un
efecto antidepresivoque ya ha sido reportado con anterioridad, ya que los
datos son consistentes con otros estudios realizado en cepas de ratones
distintas, sin embargo la cepa de ratones CD-1 no habia reportado estos
cambios comportamentales atribuidos a los probidticos, el efecto

antidepresivo de la combinacién probidtica se mostré similar alos ISRS en
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la prueba de suspensién de cola, e incluso mayor a la sertralina en la
prueba de natacién forzada, por lo que se concluye que, en la cepa CD-1 de
ratones, que la combinacién de ISRS con probidticos da lugar a un efecto
antidepresivo significativamente superior al obtenido con los tratamientos

individuales, datos no reportados en la literatura revisada.

Las mayores concentraciones de serotonina se han atribuido a los
probidticos, sin embargo, el aumento de triptofano podria deberse a la
disminucion de vias alternas del triptéfano, como puede ser la via de la
kinurenina o a la propia ingesta de probidticos que al ser organismos vivos
presentan aminoacidos en su composicién,sin embargo, dicha informacion

no se incluyé en los objetivos del estudio.
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