
 

 

  

“EFECTO DE LA INHIBICIÓN DE LA 

AMIDA HIDROLASA DE ÁCIDOS 

GRASOS POR UNA NUEVA 

MACAMIDA SINTÉTICA MACOMCH-01 

EN EL COMPORTAMIENTO TIPO 

DEPRESIVO A TRAVÉS DE LA 

MODULACIÓN DE LA SEÑALIZACIÓN 

DOPAMINÉRGICA MESOLÍMBICA DE 

RATONES BALB/C” 

 
 

TESIS PARA OPTAR EL GRADO DE 

MAESTRO EN NEUROCIENCIA 
 

CARLOS MEDINA SALDIVAR 

LIMA – PERÚ 

2022



 



 

 

 

 

 

 

 

 

ASESOR  

PhD. Luis Fernando Pacheco Otálora 

 



 

 

 

 

 

JURADO DE TESIS 

 

DR. ALFONSO ZAVALETA MARTÍNEZ-VARGAS 

PRESIDENTE 

 

 

MG. ANA CECILIA COLAROSSI SALINAS  

VOCAL 

 

 

DRA. CARLA JEANNINE GONZALES ARIMBORGO  

SECRETARIA 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

DEDICATORIA. 

El presente trabajo, así como todo el sacrificio que implicó su creación, está 

dedicado a mis padres, hermanos, familiares y amigos que experimentaron mi 

ausencia durante su desarrollo. 

 

AGRADECIMIENTOS. 

Agradezco a mis padres, Santos y Graciela, todo el soporte y la confianza 

depositada en mi, porque sin ellos este proyecto nunca se habría gestado. 

 

Agradezco al Dr. Luis Otálora, al Dr. Juan Manuel Iglesias, a la Dra. Grace Pardo 

y a todos mis compañeros del Laboratorio de Investigación en Neurociencias – 

UAC, porque sin su instrucción y consejos, este proyecto nunca habría sido 

desarrollado. 

 

FUENTES DE FINANCIAMIENTO. 

El presente trabajo de investigación forma parte del proyecto financiado por  

FONDECYT con código 025-2019-FONDECYT-DE 

 

 

 



 



 

 

 

TABLA DE CONTENIDO 

 

RESUMEN 

ABSTRACT 

I. INTRODUCCIÓN ......................................................................................... 1 

II. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN ......................................... 9 

2.1. Marco teórico ........................................................................................... 9 

2.1.1. Depresión clínica ............................................................................... 9 

2.1.1.1. Definición y criterios de diagnóstico ......................................... 9 

2.1.1.2. Tratamiento terapéutico ........................................................... 10 

2.1.1.3. Modelos animales para el estudio de la depresión ................... 12 

2.1.1.4. Modelos de estrés agudo .......................................................... 13 

2.1.1.5. Modelo agudo de nado forzado. .............................................. 14 

2.1.1.6. Evaluación de efecto ansiogénico mediante prueba de caja 

clara-oscura ............................................................................................... 15 

2.1.1.7. Evaluación de efecto ansiogénico y locomotor mediante prueba 

de campo abierto ....................................................................................... 16 

2.1.2. Sistema endocannabinoide .............................................................. 17 

2.1.2.1. Síntesis de anandamida ............................................................ 17 

2.1.2.2. Metabolismo de anandamida ................................................... 20 

2.1.3. Receptores endocannabinoide ......................................................... 20 

2.1.3.1. Receptor endocannabinoide 1 - CB1 ....................................... 21 

2.1.3.2. Receptor endocannabinoide 2 - CB2 ....................................... 23 

2.1.4. Circuito mesolímbico ...................................................................... 24 

2.1.4.1. Área tegmental ventral ............................................................. 25 

2.1.4.2. Núcleo accumbens ................................................................... 26 

2.1.5. Neurotransmisión dopaminérgica ................................................... 27 

2.1.6. Receptores dopaminérgicos ............................................................ 28 

2.1.6.1. Receptores dopaminérgicos tipo 1 ........................................... 28 

2.1.6.2. Receptores dopaminérgicos tipo 2 ........................................... 30 

2.2. Planteamiento del problema de investigación ........................................ 33 

2.3. Justificación del estudio ......................................................................... 33 

III. HIPÓTESIS ................................................................................................. 35 

IV. OBJETIVOS ................................................................................................ 36 

4.1. Objetivos generales ................................................................................ 36 



 

 

 

4.2. Objetivos específicos .............................................................................. 36 

V. METODOLOGÍA ........................................................................................ 37 

5.1. Animales ................................................................................................. 37 

5.2. Fármacos ................................................................................................ 37 

5.3. Diseño experimental ............................................................................... 38 

5.4. Crianza de ratones .................................................................................. 40 

5.5. Creación de grupos experimentales ........................................................ 40 

5.6. Evaluación comportamental ................................................................... 41 

5.6.1. Habituación ..................................................................................... 41 

5.6.2. Administración de drogas ............................................................... 41 

5.6.3. Prueba de nado forzado ................................................................... 42 

5.6.4. Prueba de caja clara-oscura ............................................................. 43 

5.6.5. Prueba de campo abierto ................................................................. 45 

5.8. Análisis molecular .................................................................................. 47 

5.8.1. Diseño experimental del análisis molecular .................................... 47 

5.8.2. Muestra ............................................................................................ 47 

5.8.2.1. Descripción y procesamiento de muestra ................................ 47 

5.8.2.2. Eutanasia de animales .............................................................. 47 

5.8.2.3. Extracción y conservación de encéfalos .................................. 48 

5.8.2.4. Cortes en frio de encéfalos....................................................... 48 

5.8.2.5. Microdisección de núcleo accumbens ..................................... 50 

5.8.3. Extracción de ácidos nucleicos (RNA) ........................................... 50 

5.8.3.1. Cuantificación de contenido y pureza de RNA ....................... 52 

5.8.3.2. Integridad de RNA ................................................................... 52 

5.8.3.3. Tratamiento con DNasa ........................................................... 53 

5.8.3.4. Evaluación de contaminación (DNA genómico) ..................... 53 

5.8.4. Transcripción reversa ...................................................................... 55 

5.8.5. Reacción en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-qPCR) ...... 56 

5.8.5.1. Información de genes blanco para qPCR ................................. 56 

5.8.5.2. Oligonucleótidos diseñados para qPCR ................................... 56 

5.8.5.3. qPCR con sondas intercalantes (SYBR Green®) .................... 58 

5.8.5.4. Eficiencia de amplificación para genes 18S y Faah. ............... 60 

5.8.5.5. Creación de librería .................................................................. 60 

5.8.5.6. qPCR con sondas de hidrólisis (TaqMan®) ............................ 63 



 

 

 

5.8.5.7. Cuantificación relativa ............................................................. 64 

5.9. Análisis estadístico ................................................................................. 65 

5.10. Consideraciones éticas ........................................................................... 66 

VI. RESULTADOS ........................................................................................... 67 

6.1. Evaluación comportamental ................................................................... 67 

6.1.1. MACOMCH-01 reduce el tiempo de inmovilidad en la prueba de 

nado forzado .................................................................................................. 67 

6.1.2. MACOMCH-01 no muestra propiedades ansiogénicas en la prueba 

de caja clara oscura ........................................................................................ 69 

6.1.3. MACOMCH-01 incrementa la actividad locomotora pero no 

muestra propiedades ansiogénicas en la prueba de campo abierto ................ 70 

6.2. Análisis molecular .................................................................................. 73 

6.2.1. MACOMCH-01 incrementa el nivel de expresión de Faah y Cnr1 

en núcleo accumbens ..................................................................................... 73 

6.2.2. MACOMCH-01 no produce cambios significativos en los niveles de 

expresión de Drd1 y Drd2 en núcleo accumbens .......................................... 76 

VII. DISCUSIÓN ................................................................................................ 78 

VIII. CONCLUSIONES ....................................................................................... 90 

IX. RECOMENDACIONES ............................................................................. 91 

X. REFERENCIAS BILIOGRÁFICAS ........................................................... 93 

XI. ANEXOS 

 

  



 

 

 

RESUMEN 

MACOMCH-01 es una macamida semisintética que ha demostrado, in-vitro, 

actividad inhibitoria de amida hidrolasa de ácidos grasos (FAAH), enzima 

encargada del metabolismo de endocannabinoides. Este hecho sugiere un potencial 

efecto antidepresivo. Sin embargo, a la fecha no se han reportado estudios que 

comprueben este potencial en modelos preclínicos. El presente estudio evaluó el 

efecto de la administración de MACOMCH-01 a tres dosis diferentes en el 

comportamiento tipo depresivo de ratones BALB/c. Asimismo, se determinó el 

efecto en la expresión de genes relacionados a la neurotransmisión 

endocannabionide (Napepld, Faah, Cnr1 y Cnr2) y dopaminérgica (Drd1 y Drd2) 

en el núcleo accumbens. Se emplearon 97 ratones BALB/c machos de 2 meses de 

edad y se aplicó el modelo de estrés agudo de nado forzado. El comportamiento 

tipo depresivo fue evaluado mediante la misma prueba de nado forzado, mientras 

que los efectos secundarios ansiogénico y locomotor fueron evaluados mediante la 

prueba de caja clara-oscura y de campo abierto, respectivamente. Para el análisis de 

nivel de expresión génica se realizaron midrodisecciones del núcleo accumbens 

(core) y se realizó la cuantificación relativa de RNA mediante RT-qPCR. Se 

observó que la dosis de 10 mg/kg i.p. de MACOMCH-01 redujo el comportamiento 

tipo depresivo en ratones BALB/c machos expuestos a estrés agudo. Asimismo, 

MACOMCH-01 incrementó la expresión de Faah y Cnr1 en núcleo accumbens, 

mientras que Drd1 y Drd2 no demostraron cambios significarivos en el nivel de 

expresión. 

PALABRAS CLAVES 

Estrés agudo, Inhibidor FAAH, Nucleus accumbens, Real-Time PCR 



 

 

 

 

ABSTRACT 

MACOMCH-01 is a semi-synthetic macamide that has shown in-vitro inhibitory 

activity of fatty acid amide hydrolase (FAAH), an enzyme responsible for the 

metabolism of endocannabinoids. This fact suggests a potential antidepressant 

effect. However, to date no studies have been reported to verify this potential in 

preclinical models. The present study evaluated the effect of MACOMCH-01 

administration at three different doses on depressive-like behavior in BALB/c mice. 

Likewise, the effect on endocannabinoid  (Napepld, Faah, Cnr1 and Cnr2) and 

dopaminergic (Drd1 and Drd2)  neurotransmission-related gene expression in the 

nucleus accumbens was also be determined. For this purpose, 97 male BALB/c 

mice, 2 months old were used. The forced swimming acute stress model was 

applied. Depressive-like behavior was evaluated using the same forced swimming 

test, while the anxiogenic and locomotor seconday effect were evaluated using the 

light-dark box and open field tests, respectively. For the analysis of the level of 

gene expression, midrodissections of the nucleus accumbens (core) and RNA 

relative quantification by RT-qPCR were performed. The dose of 10 mg/kg i.p. 

MACOMCH-01 reduced the depressive phenotype in male BALB/c mice exposed 

to acute stress. Likewise, MACOMCH-01 increased the expression of Faah and 

Cnr1 in the nucleus accumbens, while Drd1 and Drd2 did not show significant 

changes in the expression level. 

KEY WORDS 

Acute stress, FAAH inhibitor, Nucleus accumbens, Real-Time PCR 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

La depresión clínica (trastorno mayor depresivo) es un trastorno afectivo 

heterogéneo caracterizado por la presencia de sentimientos de tristeza y/o 

anhedonia significativos (Asociación Americana de Psiquiatría, Guía de consulta 

de los criterios diagnósticos del DSM 5., 2014). Además, pueden estar acompañada 

por síntomas secundarios como la irritabilidad, alteración en el sueño, alteraciones 

de peso, fatiga, sentimientos de minusvalía, recurrentes pensamientos suicidas y 

marcada disminución de capacidad de concentración. En conjunto, estos síntomas 

afectan de manera considerable la calidad de vida y la productividad del paciente 

(World Health Organization: The global burden of disease: 2004 update. , 2004). 

Actualmente, la depresión es uno de los trastornos más prevalentes en nuestra 

sociedad. Se estima que afecta a 163 millones de personas a nivel mundial (Murray, 

2018), mientras que en Perú 1.9 millones de habitantes mayores de 12 años  (Cutipé 

Cárdenas et al., 2018). La alta prevalencia, la cronicidad del tratamiento (Jacob, 

2012), la recurrencia sintomática (Gauthier, Mucha, Shi, & Guerin, 2019) y el 

abandono terapéutico (Ho, Chong, Chaiyakunapruk, Tangiisuran, & Jacob, 2016) 

los cuales incrementan el uso de recursos para el tratamiento de cada paciente, 

posicionan a la depresión como un problema de salud pública importante (Jacob, 

2012). 

Desde el punto de vista neurobiológico, la etiología de la depresión aún no 

ha sido completamente dilucidada. Sin embargo, se han descrito factores 

importantes responsables del desarrollo del trastorno. Una de las primeras hipótesis 

desarrolladas sobre la etiología de la depresión fue la hipótesis de las monoaminas. 

En ella se establecía que la depresión era causada por la depleción de serotonina, 
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dopamina y noradrenalina en el sistema nervioso central (Chouinard, 2019). Sin 

embargo, esta teoría no podía explicar el retraso de la efectividad de los 

antidepresivos clásicos, los cuales, si bien incrementaban el nivel de monoaminas 

cerebrales, este incremento no mejoraba la sintomatología de manera inmediata ni 

en todos los pacientes (Boku, Nakagawa, Toda, & Hishimoto, 2018). Otros trabajos 

apuntaban a que era la alteración del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal (H-P-A) el 

responsable del desarrollo de la depresión (Lopez-Duran, Kovacs, & George, 2009; 

Stetler & Miller, 2011). En esta hipótesis se proponía que la disregulación de la 

retroalimentación negativa de producción de cortisol (en humanos) y corticosterona 

(en roedores) predisponía al individuo a una escacez de recursos para lidiar frente 

a situaciones estresantes, lo que desencadenaba en el fenotipo depresivo. Esta 

hipótesis ganó más solidez al establecerse la relación, entre la disregulación de 

dicho eje con cambios en la neuroplasticidad y neurogénesis evidenciada en núcleos 

subcorticales como el hipocampo (Boku et al., 2018; Masi & Brovedani, 2011), 

corteza prefrontal  (Belleau, Treadway, & Pizzagalli, 2019; Bennett, 2011), y 

núcleo accumbens (Klok et al., 2011; J. C. Zhang et al., 2014). La evidencia más 

actual apunta a la relevancia que tiene la relación entre los centros cerebrales de 

recompensa y la depresión. La revisión bibliográfica publicada por Fox & Lobo 

(2019) detallan los cambios morfológicos y electrofisiológicos observados en los 

centros de recompensa, es decir, el circuito mesolímbico, producto del 

establecimiento del fenotipo depresivo en modelos animales, así como los 

principales factores moleculares asociados a la resiliencia y susceptibilidad (Fox & 

Lobo, 2019). Esta hipótesis es bastante promisoria debido a que asocia de manera 

más completa la relación que existe entre el eje hipotálamo-hipófisis-adrenal, 
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circuito mesolímbico y regiones relevantes como el hipocampo, corteza prefrontal 

y amígdala cerebral. 

Para entender la asociación entre estas regiones cerebrales es necesario 

describir el nodo conector de todos ellos: el circuito mesolímbico o circuito de la 

recompensa. El circuito mesolímbico está principalmente conformado por la 

interconección entre el área tegmental ventral (VTA) y el núcleo accumbens, los 

cuales a su vez se comunican con diversas otras regiones cerebrales. El área 

tegmental ventral es un núcleo constituido por neuronas dopaminégicas (65%), 

GABAérgicas (35%) y glutamatérgicas (5%) (Holly & Miczek, 2016; Sesack & 

Grace, 2010). Este núcleo proyecta sinapsis dopaminérgicas principalmente al 

núcleo accumbens, y en menor grado a estructuras como el hipocampo, corteza 

prefrontal y amígdala basolateral y central (Russo & Nestler, 2013).  En cuanto al 

núcleo accumbens, este se encuentra formando parte del núcleo estriado dorsal y 

está constituido principalmente por neuronas GABAérgicas (medium spiny neurons 

- MSN) divididas en dos subpoblaciones que expresan receptores dopaminérgicos 

D1 (MSN-D1) o D2 (MSN-D2) (C. R. Gerfen & Surmeier, 2011). Estas neuronas 

reciben proyecciones sinápticas dopaminérgicas provenientes del área tegmental 

ventral y proyecciones glutamatérgicas de otras regiones como hipocampo, corteza 

prefrontal y amígdala basolateral. Asimismo, las neuronas GABAérgicas del núcleo 

accumbens se proyectan hacia diversas regiones dependiendo de la subpoblación 

observada. Las MSN-D1 se proyectan nuevamente hacia el área tegmental ventral, 

hacia substancia nigra y núcleo pálido ventral, mientras que las MSN-D2 se 

proyectan únicamente hacia núcleo pálido ventral (Smith, Lobo, Spencer, & 

Kalivas, 2013). Se ha descrito que, dependiendo de qué subpoblación es activada, 
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esta puede estar más asociada a estímulos de recompensa (MSN-D1) o de aversión 

(MSN-D2), (Lu et al., 2021; Soares-Cunha et al., 2020). Esta evidencia posiciona 

al núcleo accumbens como una región cerebral intercomunicadora muy importante 

altamente relacionada a la percepción del placer, aversión y, por lo tanto, un foco 

de estudio relevante en la descripción de la neurobiología de la depresión. 

Como se mencionó previamente, el núcleo accumbens recibe proyecciones 

principalmente dopaminérgicas del área tegmental ventral, por lo que está 

supeditado a la actividad moduladora de este último. Sin embargo, en los últimos 

años se ha descrito otro mecanismo de modulación sináptica adicional al provisto 

por las neuronas dopaminérgicas. Este sistema modulador es el sistema 

endocannabinoide. El sistema endocannabinoide, presente en el espacio sináptico, 

tiene una función moduladora de la neurotransmisión dopaminérgica, 

glutamatérgica y GABAérgica mediante la reducción de la neurotransmisión en 

situaciones de sobreestimulación. Esta función moduladora es ejercida a través de 

la activación de receptores acoplados a proteina G, llamados receptores 

cannabinoide por moleculas derivadas de lípidos de membrana denominados 

endocannabinoides. El proceso de modulación endocannabinoide inicia en la 

membrana postsináptica y es desencadenado por una constante y fuerte activación 

de receptores acoplados a proteina Gq/11 (receptores glutamatérgicos o 

GABAérgicos), la consecuente despolarización de membrana, apertura de canales 

de calcio voltaje-dependientes (VGCC) y el ingreso de iones Ca+2 (Hashimotodani, 

Ohno-Shosaku, & Kano, 2007). Este suceso de eventos induce la síntesis calcio-

dependiente de N-araquidoil-fosfatidiletanolamina (N-ArPE) a partir de lípidos de 

membrana (fosfoglicéridos y fosfatidiletanolamina) (Basavarajappa, 2007a). Acto 
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seguido, la enzima fosfolipasa D específica para NAPE (NAPE-PLD) escinde a N-

ArPE para producir N-araquidonoiletanolamina (anandamida) (Maccarrone, 2017) 

que consituye uno de los principales endocannabinoides, junto con 2-

araquidonoilgliceral (2-AG) (Hashimotodani et al., 2007). Una vez sintetizados en 

la neurona postsináptica, los endocannabinoides atraviesan la membrana celular y 

se movilizan hacia la membrana presináptica, donde se ubican los receptores 

cannabinoides. Al ser una señalización que va desde la neurona postsináptica  a la 

presináptica, este tipo de señalización se denomina “retrógrada”. Actualmente se 

han descrito dos tipos de receptores endocannabinoides: CB1, presente 

principalmente en sistema nervioso central con función reguladora de la 

neutransmisión y CB2, presente en regiones cerebrales y periféricas con función 

neuroinflamatoria y plasticidad neuronal (Ibsen, Connor, & Glass, 2017). Estos 

receptores, al ser activados, liberan la subunidad Gβγ y esta a su vez inhibe los 

canales de calcio voltaje-dependientes y activa los canales rectificadores de potasio 

(GIRK) en la membrana presináptica. Como resultado, el ingreso de Ca+2 se ve 

limitado y la liberación de neurotransmisores desde las vesículas es restringido, 

reduciendo de esta forma la neurotransmisión (Hashimotodani et al., 2007).  Es 

importante mencionar que este tipo de modulación solo se lleva a cabo cuando los 

endocannabinoides son sintetizados bajo las condiciones postsinápticas 

mencionadas anteriormente. Debido a que estas condiciones no se cumplen todo el 

tiempo, sino en situaciones de sobreestimulación, la síntesis de endocannabinoides 

es esporádica. Es por este motivo que los endocannabinoides no se almacenan en 

vesículas para su posterior liberación, sino que son sintetizados “a demanda” en la 

misma membrana plasmática (Basavarajappa, 2007b). La señalización 
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endocannabinoide es dependiente de la síntesis y biodisponibilidad de anandamida 

y similares, por lo que es regulada mediante su degradación. Estas reaccciones de 

degradación por hidrólisis son realizadas por diferentes enzimas con cierto grado 

de selectividad, siendo la más importante la enzima amida hidrolasa de ácidos 

grasos (FAAH), quien se encarga de la degradación del endocannabinoide 

anandamida. FAAH hidroliza anandamida produciendo ácido araquidónico y 

etanolamina, los cuales luego son reciclados y devueltos a la membrana celular 

(Maccarrone, 2017).  

El sistema endocannabinoide también se relaciona consistentemente con la 

aparición de síntomas depresivos e incluso con la resiliencia a estos. Diversos 

estudios apuntan a que la disminución de la actividad endocannabinoide (Hill & 

Gorzalka, 2009), sea mediante uso de antagonistas CB1 (Christensen, Kristensen, 

Bartels, Bliddal, & Astrup, 2007; Janero & Makriyannis, 2009), delección genética 

de receptores CB1, (Aso, Ozaita, Serra, & Maldonado, 2011; Valverde & Torrens, 

2012),  sobreactividad de la enzima FAAH (Rafiei & Kolla, 2021) o disminución 

de cannabinoides endógenos (Gorzalka & Hill, 2011) reproducen los rasgos 

depresivos. Por otro lado, el aumento de la señalización CB1 mediante uso de 

agonistas o cannabinoides análogos confiere resiliencia (Vieira et al., 2020) o 

disminuye los efectos depresivos (Bambico & Gobbi, 2008; Segev, Rubin, Abush, 

Richter-Levin, & Akirav, 2014), por lo que son considerados potenciales 

antidepresivos. Asimismo, se ha descrito que la inhibición de la enzima FAAH, la 

cual incrementaría la biodisponibilidad de anandamida y otros endocannabinoides, 

también muestra efectos antidepresivos (Dong et al., 2020; Ren, Wang, Zhang, & 

Chen, 2020). Esta información ha permitido el diseño de fármacos novedosos con 
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potencial antidepresivo a través de vías neurológicas alternativas a los 

antidepresivos clásicos. Tal es el caso del fármaco URB-597, derivado carbamato 

con efecto inhibidor de la enzima FAAH, el cual ha demostrado efecto 

antidepresivo en modelos animales a nivel comportamental y molecular (Alteba et 

al., 2020; Jiang et al., 2019; Piomelli et al., 2006; Rafiei & Kolla, 2021; Realini et 

al., 2011). En la búsqueda de nuevas fuentes de fármacos inhibidores de FAAH con 

potencial antidepresivo similares a URB597, se encontró que una familia de 

moléculas extraidas las raíces de Lepidium meyenii (maca) también poseía este 

efecto farmacológico. Este grupo de moléculas, posteriormente denominadas 

macamidas, evidenciaron en estudios in-vitro actividad inhibitoria de la enzima 

FAAH con IC50 desde 0.153 μM (Wu, Kelley, Pino-Figueroa, Vu, & Maher, 2013). 

Este efecto inhibitorio concordaba con estudios previos que evidenciaban efectos 

antidepresivos de extractos de maca  (Brooks et al., 2008; Rubio, Caldas, Davila, 

Gasco, & Gonzales, 2006; Stojanovska et al., 2015), por lo que se especuló que 

dicho efecto antidepresivo podría ser atribuido al contenido de macamidas. De 

todas las macamidas reportadas, MACOMCH-01 (9Z, 12Z)-N-benciloctadeca-

9,12-dienamida) constituye una de las macamidas cuyo perfil bioquimico ha sido 

mejor descrito mediante estudios in-vitro (Alasmari, Bhlke, Kelley, Maher, & Pino-

Figueroa, 2019) y que a la fecha se posiciona como un potencial candidato 

antidepresivo. 

No obstante, si bien los datos bioquímicos in-vitro son robustos y 

congruentes con la literatura, a la fecha no se ha reportado investigaciones que 

evidencien este efecto antidepresivo en modelos preclínicos. Por otro lado, los 

fármacos que actúan en la vía endocannabinoide también se caracterizan por tener 
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potenciales efectos secundarios en otros sistemas (Griebel et al., 2018). En general, 

estos fármacos tienen potencial para afectar al sistema locomotor (Bogathy, 

Kostyalik, Petschner, Vas, & Bagdy, 2019) ser ansiogénicos (Moreira, Grieb, & 

Lutz, 2009) e incluso producir adicción (Gamaleddin et al., 2012; Orio, Edwards, 

George, Parsons, & Koob, 2009; Serrano & Parsons, 2011) o síndrome de 

abstinencia (Tai et al., 2015), por lo que se desconoce si MACOMCH-01 también 

podría generar estos efectos secundarios. Finalmente, si bien se ha descrito que la 

inhibición de FAAH ha demostrado tener efecto antidepresivo, son escasas las 

publicaciones que relacionen este efecto potenciador del sistema endocannabinoide 

con el circuito de la recompensa o circuito mesolímbico, el cual como se mencionó 

anteriormente, es el circuito que relaciona tanto al eje H-P-A con diferentes 

regiones cerebrales y la percepción de estímulos placenteros o aversivos. 

El objetivo de la presente investigación fue evaluar el potencial efecto 

antidepresivo, así como también los potenciales efectos secundarios locomotores y 

ansiogénicos de MACOMCH-01 como inhibidor de FAAH en un modelo murino 

expuesto a estrés agudo mediante pruebas comportamentales. De igual forma, 

también se propuso evaluar el efecto a nivel molecular de la administración de 

MACOMCH-01 en la señalización endocannabinoide y dopaminérgica a través de 

la expresión de genes relacionados a dichas vías en el núcleo accumbens, principal 

nodo conector del sistema mesolímbico o de recompensa. 
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II. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN 

2.1.Marco teórico 

2.1.1. Depresión clínica 

2.1.1.1.Definición y criterios de diagnóstico 

Según el Manual Diagnóstico y Estadístico de los Trastornos Mentales de la 

Asociación Americana de Psiquiatría, (Diagnostic and Statistical Manual of Mental 

Disorder, por sus siglas en ingles:  DSM-V), guía de referencia para diagnóstico de 

trastornos psiquiátricos, la depresión clínica o trastorno mayor depresivo es una 

afección de la esfera afectiva caracterizada por la presencia de sentimientos de 

tristeza o anhedonia persistente y deshabilitador. El DSM-V establece como criterio 

de diagnóstico la presencia de 5 o más síntomas descritos en la Tabla 1. Dentro de 

estos síntomas observados, necesariamente deben estar presente el síntoma 1 y/o 2. 

Estos síntomas deben estar presentes por más de 2 semanas, la mayor parte del día, 

la mayoría de días. Asimismo, ninguno de estos síntomas debe estar relacionado a 

otra comorbilidad o uso de fármacos. 

Tabla 1. Síntomas descritos por el DSM-V usados para el diagnóstico de depresión 

clínica  

1 Sentimientos de tristeza 

2 Disminución considerable de percepción de placer por actividades otrora 

placenteras 

3 Alteración considerable del peso (pérdida o ganancia) 

4 Alteración del sueño (insomnio o hipersomnio) 

5 Alteraciones psicomotoras (hipoactividad o hiperactividad) 

6 Fatiga 

7 Autopercepción de minusvalía o culpa 

8 Disminución de capacidad de concentración 

9 Pensamientos autolesivos 
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Para un correcto diagnóstico, todos estos síntomas deben ser observados y 

evaluados por un profesional médico. Las guías clínicas recomiendan el uso de 

pruebas de evaluación de depresión como es el caso del Inventario de Depresión de 

Beck (BDI) (Garcia-Batista, Guerra-Pena, Cano-Vindel, Herrera-Martinez, & 

Medrano, 2018), Escala de depresión de Montgomery-Asberg (MADRS) (Quilty et 

al., 2013), Escala de depresión de Hamilton (HDRS) (Carrozzino, Patierno, Fava, 

& Guidi, 2020) entre otros. Estas guías permiten cuantificar mediante cuestionarios 

la presencia y gravedad de los síntomas depresivos. En el Perú se recomienda el uso 

de la Escala de Hamilton (Escalante Palomino & Uribe Obando, 2008). 

Dependiendo del puntaje obtenido en las herramientas de diagnóstico y según la 

experiencia del profesional evaluador, la depresión clínica puede subdividirse en 

leve, moderado, grave, con características psicóticas, en remisión parcial, en 

remisión total o no especificado ("International Classification of Diseases for 

Mortality and Morbidity Statistics," 2022). 

2.1.1.2.Tratamiento terapéutico 

El tratamiento terapéutico propuesto a los pacientes va a depender del 

objetivo terapéutico, y este a su vez depende del diagnóstico y subtipo de depresión 

clínica. En general, el tratamiento terapéutico está dirigido a la remisión de los 

síntomas agudos de la depresión clínica o a evitar su reaparición. La Guía Práctica 

de Depresión Clínica del Perú propone tanto tratamiento psicoterapéutico como 

farmacológico (Escalante Palomino & Uribe Obando, 2008). Dentro de lo descrito 

por el tratamiento farmacológico, este documento recomienda grupos 

farmacológicos dependiendo de la evolución del paciente (Tabla 2). 

 



 

 

 
11 

Tabla 2. Tratamiento farmacológico propuesto por la Guía Práctica de Depresión Clínica 

del Perú 

Fase Objetivo terapéutico Fármacos antidepresivos sugeridos 

Aguda Remisión de síntomas 

(8-12 semanas) 

Inhibidores selectivos de recaptación 

de serotonina (fluoxetina, sertralina, 

paroxetina, citalopram) 

 

Antidepresivos tricíclicos 

(amitriptilina) 

 

Antidepresivos atípicos (mirtazapina) 

 

Inhibidor de recaptación de 

serotonina/noradrenalina 

(venlafaxina, duloxetina) 

Continuación Prevención de recaídas 

(6 meses) 

Mismo fármaco y dosis de fase aguda 

Mantenimiento Prevención de recurrencia 

(entre 2 - 5 años) 

Mismo fármaco y dosis de fase aguda 

 

Las guías nacionales consideran también la posibilidad aparición de 

síntomas agudos refractarios al tratamiento farmacológico, por lo que sugiere un 

procedimiento terapéutico en caso de fallo terapéutico. Luego de iniciar con 

fármacos inhibidores de la recaptación de serotonina (fluoxetina o sertralina) y no 

observar mejoría terapéutica en al menos 2 semanas, la guía recomienda 

incrementar escalonadamente la dosis hasta la máxima terapéutica. De no 

observarse respuesta luego de 4 semanas, propone cambiar de antidepresivo (puede 

ser del mismo grupo o de otro), aumentando dosis o usando combinaciones de 

fármacos. Si bien la guía acepta el uso de más de un antidepresivo a la vez, 

recomienda por sobre ello la monoterapia (Obando, Alosilla, Riquelme, Paredes, & 

Freyre, 2008). Sin embargo, pese a la intervención farmacológica ampliamente 

descrita en las guía terapéuticas, uno de los principales problemas de la depresión 
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clínica sigue siendo el fallo terapeutico. Se estima 38% de los pacientes que reciben 

tratamiento antidepresivo de primera línea no alcanza el objetivo terapéutico entre 

6 y 12 semanas, mientras que el 54% de los pacientes no alcanza la remisión de los 

síntomas (Gerald Gartlehner et al., 2008). Este problema ha generado una 

motivación a nivel mundial por encontrar nuevos fármacos antidepresivos con un 

mejor perfil terapéutico y con menos reacciones adversas. 

2.1.1.3.Modelos animales para el estudio de la depresión 

El éxito en el descubrimiento de nuevas moléculas está supeditado al 

modelo animal empleado. Un fármaco novedoso evaluado en un mal modelo animal 

puede dar conclusiones erradas sobre su potencial efecto antidepresivo. Es por eso 

que antes de estudiar un fármaco en animales es necesario revisar la validez del 

modelo animal a emplearse. Un modelo animal es considerado válido cuando 

cumple tres criterios: i) validez aparente (del inglés face validity, cuando el modelo 

animal presenta un fenotipo similar o análogo al trastorno), ii) validez de constructo 

(cuando el desarrollo del fenotipo parte de una etiología o base neurobiológica 

similar) y iii) validez predictiva (cuando una intervención terapeutica control 

obtiene resultados clínicos análogos en humanos) (Anisman & Matheson, 2005; 

Willner & Mitchell, 2002). Un modelo animal es más válido mientras más se 

cumplan estos tres criterios. A su vez, estos criterios serán alcanzados de mejor 

manera mientras exista una mayor compresión del trastorno. Sin embargo, cuando 

nos centramos en el estudio de la depresión clínica, tanto la presentación clínica 

(Penninx, Lamers, & Milaneschi, 2018) como la etiología (Williams, 2016) es 

heterogénea. Adicional a lo anterior, es imposible modelar y evaluar, en animales, 

aspectos cognitivos superiores asociados a la depresión tales como sentimientos de 
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culpa, minusvalía o pensamientos autolesivos o suicidas (Cryan, Markou, & Lucki, 

2002). Con todo lo mencionado, la selección de un modelo animal válido para el 

estudio de la depresión constituye todo un reto para los investigadores. A la fecha 

se han descrito diversos modelos animales empleando a roedores para el estudio de 

la depresión (Hao, Ge, Sun, & Gao, 2019; Menard, Hodes, & Russo, 2016). Cada 

modelo murino cumple en mayor o en menor medida los tres criterios de validez y 

presentan ventajas y desventajas asociadas. Estos modelos pueden ser divididos en 

modelos de estrés agudo, estrés crónico y de depresión secundaria o iatrogénica 

(Krishnan & Nestler, 2011). 

2.1.1.4.Modelos de estrés agudo 

Son considerados los modelos para screening o tamizaje temprano de 

potenciales antidepresivos. Estos modelos evalúan el efecto agudo de la 

intervención farmacológica en el modelo murino al cual se le aplica un estresor de 

corta duración (usualmente 1 o 2 días). La ventaja de estos modelos es que son 

fáciles y rápidos de aplicar, además de que son confiables y específicos. Los 

modelos de estrés agudo también presentan inconvenientes. Considerando que la 

depresión es un trastorno crónico, estos modelos tienen la desventaja de ser débiles 

en cuanto a la validez de constructo. Adicionalmente, los antidepresivos clásicos 

suelen mostrar respuesta terapéutica luego de varias semanas, por lo que estos 

modelos agudos no son sensibles a antidepresivos como inhibidores selectivos de 

recaptación de serotonina. Pese a lo anterior, los modelos de estrés agudo siguen 

siendo opciones viables y empleadas internacionalmente para el screening inicial 

de antidepresivos. Entre los modelos más empleados encontramos el modelo de 

nado forzado, de suspensión por la cola, restricción aguda de movimiento e 



 

 

 
14 

indefensión aprendida (Cryan et al., 2002; Krishnan & Nestler, 2011; Porsolt, 

2000). En el presente trabajo de investigación se empleó el modelo de nado forzado 

modificado para su aplicación en ratones. 

2.1.1.5.Modelo agudo de nado forzado.  

La prueba de nado forzado fue diseñada originalmente en 1977 por Porsolt 

para evaluar el comportamiento tipo depresivo en ratas y posteriormente 

modificada para ratones (Porsolt, Le Pichon, & Jalfre, 1977). Luego, esta misma 

prueba se constituiría como un modelo de estrés agudo para depresión al replicar el 

comportamiento de desesperación frente a un estímulo aversivo inescapable como 

es el nado forzado (Porsolt, 2000). El modelo consiste en colocar al roedor en un 

cilindro inescapable con agua por 5 minutos en ratas y 6 minutos en ratones. El 

riesgo de ahogarse y la necesidad de nadar para mantenerse a flote constituye el 

estresor agudo. El comportamiento depresivo se mide indirectamente mediante la 

medición del tiempo en que el roedor permanece inmóvil. Un incremento en el 

tiempo de inmovilidad puede interpretarse como una disminución del intento por 

escapar del estímulo aversión y una rendición ante la impotencia (Lucki, Dalvi, & 

Mayorga, 2001). Este modelo presenta gran evidencia en cuanto a la validez 

predictiva ya que puede detectar efectos antidepresivos agudos mediante la 

reducción de la inmovilidad del roedor durante la prueba. No obstante, este modelo 

presenta un sesgo importante ya que diversos fármacos pueden afectar la movilidad 

del individuo incrementando su comportamiento ansioso o directamente la 

actividad locomotora por vías alternas a las esperadas en el modelo. Esta alteración 

en la inmovilidad podría interpretarse erroneamente como un efecto antidepresivo. 

Para reducir el riesgo de sesgo producto de efecto de la droga, especialmente en 
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fármacos endocannabinoides, se plantean diversas pruebas comportamentales 

complementarias que evalúan el espectro ansioso y locomotor del roedor (Griebel 

et al., 2018). Para fines de reducción de riesgo de sesgo en el presente estudio, se 

seleccionaron las pruebas de caja clara-oscura y de campo abierto para evaluar el 

comportamiento ansioso y el efecto locomotor en los ratones. Asimismo, pese a que 

el modelo prevé la ausencia de un grupo control puro (no expuesto a estresor) 

debido a que la misma prueba de evaluación constituye el estresor agudo, esto no 

resulta en un impedimento para la detección temprana, simple y reproducible del 

efecto antidepresivo de una droga (Porsolt, 2000)..   

2.1.1.6.Evaluación de efecto ansiogénico mediante prueba de caja clara-

oscura 

La prueba de caja oscura fue descrita por primera vez por Crawley & 

Goodwin en 1980 y fue empleada para evaluar el efecto ansiolítico de las 

benzodiacepinas (Crawley & Goodwin, 1980). Esta prueba comportamental tenía 

la ventaja de poder ser aplicado rápidamente y sin necesidad de entrenamiento 

previo, a comparación de otras pruebas como la prueba de conflicto de Vogel. En 

la actualidad la prueba ha pasado por diversas modificaciones dependiendo del 

autor y el estudio, no obstante el principio sigue siendo el mismo. El principio de la 

evaluación del comportamiento tipo ansioso de esta prueba reside en el conflicto 

que experimenta el ratón por explorar de manera espontánea un ambiente nuevo  y 

la aversión que naturalmente siente por áreas abiertas e iluminadas.  Para la 

evaluación se coloca al ratón en un aparato bicameral intercomunicado por un 

pequeño pasaje. Una de estas cámaras es transparente y está expuesta a una fuente 

de luz de 400 lx (caja clara), mientras que la otra cámara es oscura y representa un 
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ambiente seguro para el ratón (caja oscura) (Bourin & Hascoet, 2003). El ratón es 

colocado inicialmente en la caja clara. La medición del comportamiento tipo 

ansioso se evalua comparando el tiempo de permanencia en la cámara clara, el 

número de transiciones y la latencia del ratón por ingresar por primera vez a la 

cámara oscura.  

2.1.1.7.Evaluación de efecto ansiogénico y locomotor mediante prueba de 

campo abierto 

La prueba de campo abierto fue descrita por primera vez en 1934 por Calvin 

Hall y se usó principalmente para evaluar los componentes comportamentales y 

fisiológicos de la esfera emotiva de los roedores  frente a eventos estresantes 

mediante indicadores como la defecación y micción (Hall, 1934) Años más tarde 

esta misma prueba sería usada para evaluar, además de la esfera emotiva, el 

comportamiento tipo ansioso y medir la locomoción de roedores mediante su 

habilidad ambulatoria (Seibenhener & Wooten, 2015). Esta prueba consiste en 

colocar al roedor en el centro de un campo cuadrado o circular con paredes lo 

suficientemente altas como para evitar su escape. El principio de la evaluación del 

comportamiento tipo ansioso reside en contraponer la curiosidad innata del ratón 

por explorar ambientes novedosos versus la necesidad de buscar refugio y escapar 

de lugares considerados riesgosos. Un ratón con comportamiento tipo ansioso 

pasará menos tiempo explorando el centro del campo abierto al considerarse 

expuesto a posibles amenazas. Por otro lado, tenderá a pasar más tiempo junto a las 

paredes del campo en busca de refugio (tigmotaxia) (Kraeuter, Guest, & Sarnyai, 

2019). La forma objetiva de medir este comportamiento es mediante el tiempo 

acumulado de permanencia en el centro del campo y el número de transiciones 
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desde los bordes al centro. El principio de la evaluación de la actividad locomotora 

reside en el principio de que un ratón sano muestra una mayor actividad 

deambulatoria que un ratón con este tipo de afección. La forma objetiva de medir 

este comportamiento es mediante la distancia acumulada de deambulación del ratón 

durante la prueba. Asimismo, también se mide el tiempo que el ratón permanece 

inmovil en una sola posición (Kraeuter et al., 2019). 

2.1.2. Sistema endocannabinoide 

El sistema endocannabinoide es un mecanismo molecular presente tanto en 

sistema inmunológico como en sistema nervioso. Dentro del sistema nervioso tiene 

una función moduladora de la neurotransmisión sináptica ya sea de manera directa 

(glutamatérgica y GABAérgica) o indirecta (dopaminérgica). Para el cumplimiento 

de esta función, el sistema endocannabinoide requiere de un conjunto de enzimas, 

predominantemente postsinápticas, que sinteticen y metabolicen los 

endocannabinoides. Asimismo, requiere de receptores específicos que lleven a cabo 

los cambios moleculares modulatorios. Estos receptores denominados receptores 

endocannabinoides pueden ubicarse predominantemente en la terminación axonal 

presináptica (CB1) (Huang, Chen, & Zhang, 2016) o en el área somatodendrítica 

postsináptica (CB2) (H. Y. Zhang et al., 2014). Dado que la señalización 

endocannabinoide se transmite generalmente desde la neurona postsináptica a la 

presináptica se denomina “señalización retrógrada”. 

2.1.2.1.Síntesis de anandamida 

Los endocannabinoides son sustancias de naturaleza lipídica que, a 

diferencia de los neurotransmisores clásicos que se sintetizan y se almacenan en 
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vesículas para su posterior liberación, se sintetizan bajo determinadas 

circunstancias y se liberan inmediatamente. A este tipo de síntesis se denomina “a 

demanda”. Los dos endocannabinoides más abundantes presentes en el sistema 

nervioso central son anandamida (AEA) y 2-acilglicerol. Cada uno de ellos son 

sintetizados por diferentes vias metabólicas, no obstante su síntesis responde al 

mismo estímulo promotor. 

Como se mencionó previamente, los endocannabinoides se sintetizan en la 

neurona postsináptica. Existen al menos dos promotores que dan inicio a la síntesis 

“a demanda” de los endocannabinoides: la activación de receptores acoplados a 

proteina G (GPCR) con subunidad Gαq/11 y la despolarización de la membrana 

mediante el ingreso de iones calcio (Hashimotodani et al., 2007). 

Diversos neurotransmisores como el glutamato y GABA pueden interactuar 

con GPCR selectivos que presentan una subunidad Gαq/11 en su estructura. La 

activación de  Gαq/11 incrementa la actividad de la adenilato ciclasa en la membrana 

postsináptica, lo que conlleva a una acumulación de cAMP. El cAMP por su lado 

promueve la actividad de la fosfoquinasa A (PKA) y esta a su vez potencia la acción 

de la enzima N-aciltransferasa (Cadas, Gaillet, Beltramo, Venance, & Piomelli, 

1996). Esta enzima es muy importante dado que condensa una molécula de 

fosfatidiletanolamina (PE) con ácido araquidónico proveniente de fosfoglicéridos 

(PG) provenientes de la membrana celular. El resultado de esta condensación se 

denomina N-araquidonilfosfatidiletanolamina (N-ArPE). A partir de este punto, N-

ArPE puede tomar diversas vías metabólicas que derivan finalmente en la síntesis 

de AEA. La vía más importante es llevada a cabo por la enzima fosfolipasa D 

específica de  N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE-PLD). NAPE-PLD hidroliza N-
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ArPE en AEA y ácido fosfatídico (Maccarrone, 2017). Otras vías alternas para la 

síntesis de AEA comprenden la acción de enzimas como sPLA2 y Lyso-PLD. Para 

una lectura más detallada del mecanismo se recomienda la revisión escrita por 

Basavarajappa (2007) (Basavarajappa, 2007a). La Figura 1 permite una mejor 

visualización de los procesos bioquímicos relacionados a la síntesis de anandamida. 

Otro evento promotor de la síntesis “a demanda” de endocannabinoides es la 

despolarización de la membrana postsináptica que se caracteriza por el ingreso de 

iones calcio al interior de la neurona postsináptica. El incremento de Ca+2 tiene la 

capacidad de incrementar la actividad de la encima N-aciltransferasa, la cual da 

inicio a la síntesis de anandamida. Asimismo, también se ha reportado la existencia 

de N-aciltransferasas independientes de calcio que aportan en la síntesis de AEA 

(Jin et al., 2007). 
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Figura 1. Via metabólica de la síntesis y degradación del endocannabinoide anandamida 

(AEA). Imagen extraída del artículo de Macarrone (2017). 

 

2.1.2.2.Metabolismo de anandamida 

Luego de ser sintetizados, anandamida y los demás endocannabinoides son 

liberados al espacio sináptico a través del transportador de endocannabinoides 

(AMT). Una vez allí interactúan con los receptores endocannabinoides ubicados en 

la membrana presináptica. Asimismo, para mantener una señalización controlada, 

diversas enzimas se encargan de degradar el excedente de endocannabinoides 

producidos. Una de las enzimas más importantes en la degradación de anandamida 

es la amida hidrolasa de ácidos grasos (FAAH). Esta enzima trasmembrana ubicada 

en la membrana de la neurona presináptica se encarga de hidrolizar a la anandamida 

produciendo ácido araquidónico y etanolamina, los cuales se reciclan y vuelven a 

la membrana celular. Asimismo, existen otras enzimas como la ciclooxigenasa-2, 

5-, 12- y 15-lipooxigenasa y monooxigenasas de citocromo P450 también se 

encargan de degradar a la anandamida y otros endocannabinoides, cumpliendo un 

rol de control de la biodisponibilidad junto con FAAH (Maccarrone, 2017). La 

Figura 1 permite una mejor visualización de los procesos bioquímicos relacionados 

a la degradación enzimática de anandamida. 

2.1.3. Receptores endocannabinoide 

Existen dos tipos de receptores endocannabinoides: CB1 y CB2. Estos 

receptores pertenecen a la familia de los receptores acoplados a proteina G y la 

función fisiológica que genera su activación depende de las subunidades en su 

estructura y la ubicación del receptor. De manera general se puede decir que la 
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activación de los receptores endocannabinoides reduce la excitabilidad neuronal 

cumpliendo una función moduladora frente a eventos de excesiva  

neurotransmisión. 

2.1.3.1.Receptor endocannabinoide 1 - CB1 

El receptor CB1 se expresa abundantemente en la terminal presináptica de 

neuronas de regiones como corteza, hipocampo, núcleo estriado y cerebelo. Este 

GPCR de tipo A está conformado por una subunidad Gαi/o y una subunidad Gβγ. 

Además cuenta con dominios de unión a β-arrestina, la cual también interviene en 

el mecanismo de acción del receptor (Ye, Cao, Wang, & Zhou, 2019). Una vez 

activado por un agonista, el receptor libera la subunidad Gβγ, la cual actúa 

reduciendo las corrientes de calcio en los canales de calcio dependientes de voltaje. 

Asimismo, activa los canales reguladores de potasio (GIRK), permitiendo el 

ingreso de iones K+ y estabilizando el potencial de la membrana neuronal (Ver 

Figura 2). La interacción con ambos receptores reduce de manera directa la 

excitabilidad neuronal y la liberación calcio-dependiente de neurotransmisores 

almacenados en vesículas. Adicionalmente, la subunidad Gβγ también activa a la 

enzima fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K), la cual a su vez produce la fosforilación 

de diferentes MAP kinasas (ERK1/2, JNK, Akt, p38) que intervienen en la 

regulación de la expresión de diferentes genes. Por otro lado, la subunidad Gαi/o 

reduce la actividad catalítica de la adenilato ciclasa, reduciendo como consecuencia 

la disponibilidad de cAMP. Esta reducción de cAMP también reduce la activación 

de PKA, lo que podría significar una reducción en la excitabilidad neuronal 

mediada por la activación de canales de calcio y cierre de canales de potasio. 

Asimismo, la subunidad Gαi/o interactúa con la proteína β-arrestina-1 lo que traería 
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como consecuencia una activación temprana de ERK1/2, su traslocación al núcleo 

y promoción de trancripción génica y proliferación celular (Ibsen et al., 2017). 

β-arrestina es una proteína que interactúa con el GPCR en ausencia de la 

proteina G e interviene en la regulación y localización de los receptores CB. La β-

arrestina se une al GPCR en dos sitios: el C-terminal fosforilado y el extremo 

citoplasmático. Una vez unido, la β-arrestina evita que el GPCR se vuelva a activar 

propiciando su desensibilización. Adicionalmente, produce una regulación de la 

expresión de GPCR mediante la internalización del receptor y su remoción de la 

membrana. La β-arrestina también tiene capacidad de inducir la fosforilación de 

ERK1/2, no obstante la forma en que lo hace difiere de la inducción observada por 

la subunidad Gα. En este caso, el efecto sobre ERK1/2 suele ser más lento, menos 

intenso pero de mayor duración. Asimismo, la pERK dependiente de β-arrestina 

suele concentrarse en los endosomas, donde produce inhibición de factores de 

transcripción y fosforilación de proteinas relacionadas a la dinámica del 

citoesqueleto, apoptosis y migración celular (Leo & Abood, 2021). 
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Figura 2. Bloqueo de canales de calcio y apertura de canales reguladores de potasio 

medidada por la subunidad βγ del receptor cannabinoide 1 activado. Imagen extraida del 

artículo publicado por Ibsen et al. (2017) 

 

2.1.3.2.Receptor endocannabinoide 2 - CB2 

Antiguamente se pensaba que el receptor CB2 no se expresaba en el sistema 

nervioso central sino que cumplía su función moduladora en el sistema 

inmunológico, encontrándose en tejidos como endotelio pulmonar, huesos, sistema 

gastrointestinal y bazo. No obstante, la literatura actual sugiere que, si bien a niveles 

fisiológicos la expresión de CB2 es muy baja (no detectable desde un punto de vista 

metodológico), este sí se expresa en el sistema nervioso central. A diferencia del 

receptor CB1 que se expresa principalmente en las terminaciones presinápticas, 

CB2 se expresa en las áreas somatodendríticas postsinápticas de regiones como 

retina, corteza, núcleo estriado, hipocampo, amígdala, tronco encefálico y cerebelo 

(Atwood & Mackie, 2010). La distribución postsináptica de CB2 explica las 

diferencias en cuanto a su efecto fisiológico comparado con receptores CB1, pese 

a contar con la misma estructura como GPCR (Chen, Gao, Gao, Su, & Wu, 2017), 

CB2 también presenta una subunidad Gαi/o la cual al ser activada, inhibe a la 

adenilatociclasa. Esto, como se mencionó anteriormente, reduce el flujo de canales 

de calcio y abre los canales de potasio (GIRK), reduciendo así la excitabilidad 

neuronal (Atwood & Mackie, 2010). En el circuito mesolímbico esto es relevante 

puesto que la activación de CB2 reduciría la liberación de dopamina en las 

terminales neuronales . 

Como se mencionó previamente, en condiciones fisiológicas la expresión de CB2 

es reducida. Sin embargo, se ha observado que estados patológicos como dolor 
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neuropático, accidentes cerebrovasculares, enfermedades neurodegenerativas y 

cuadros de adicción pueden inducir un incremento de la expresión de CB2. Se 

especula que este incremento respondería a un intento fisiológico por recuperar la 

homeostasis en la excitabilidad neuronal (Chen et al., 2017). 

2.1.4. Circuito mesolímbico 

El área tegmental ventral es una región del mesencéfalo con abundante 

presencia de neuronas dopaminérgicas. Dependiendo de hacia dónde se proyectan 

estas neuronas pueden formar distintos circuitos. La proyecciones dopaminérgicas 

dirigidas a la corteza prefrontal media forman el denominado circuito mesocortical, 

mientras que las neuronas dopaminérgicas que se proyectan al núcleo estriado 

ventral, más específicamente al núcleo accumbens forman el  circuito mesolímbico 

(Ver Figura 3). Para describir al circuito mesolímbico es necesario describir a sus 

dos componentes principales: el área tegmental ventral y el núcleo accumbens. 

 

 

Figura 3. Esquema representativo de las principales proyecciones relacionadas al circuito 

mesolímbico (área tegmental ventral (VTA) y núcleo accumbens (NAc)) del cerebro de ratón. 

Imagen extraída del artículo publicado por Russo & Nestler (2013). 
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2.1.4.1.Área tegmental ventral 

El área tegmental ventral (VTA) es una región cerebral ubicada en el 

mesencéfalo y, junto con la substancia nigra, constituyen los núcleos con mayor 

población dopaminérgica en el encéfalo. La población neuronal del VTA está 

compuesta  por neuronas dopaminégicas (65%), interneuronas GABAérgicas 

(35%) y glutamatérgicas (5%) (Holly & Miczek, 2016; Sesack & Grace, 2010). Esta 

región neuronal es inervada por otras regiones que cumplen un papel modulador en 

la liberación de dopamina. Neuronas glutamatérgicas provenientes de la corteza 

prefrontal medial y tegmentum dorsal lateral (LDTg) inervan a las neuronas 

dopaminérgicas y tienen una función predominantemente excitatoria, propiciando 

la liberación de dopamina. Por otro lado, estructuras como el tegmento rostromedial 

(RMTg) y el núcleo accumbens envían proyecciones GABAérgicas  a las neuronas 

dopaminérgicas, reduciendo así su excitabilidad y resultando en una disminución 

de la liberación de dopamina . Asimismo, neuronas glutamatérgicas de la habénula 

lateral (LHb) reducen la liberación de dopamina de manera indirecta al proyectarse 

a las interneuronas GABAérgicas del VTA. Estas interneuronas inhibitorias liberan 

GABA sobre los receptores GABAérgicos de las neuronas dopaminérgicas 

produciendo su excitabilidad (Russo & Nestler, 2013). Este núcleo proyecta 

sinapsis dopaminérgicas principalmente al núcleo accumbens, y en menor grado a 

estructuras como el hipocampo, corteza prefrontal y amígdala basolateral y central 

(Russo & Nestler, 2013). 
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2.1.4.2.Núcleo accumbens 

El núcleo accumbens es una región perteneciente al núcleo estriado ventral. 

Está compuesto principalmente por neuronas GABAérgicas (95%) e interneuronas 

colinérgicas (5%) (Fox & Lobo, 2019; Russo & Nestler, 2013). Las neuronas 

GABAérgicas son denominadas medium spiny neurons (MSN) las cuales expresan  

receptores dopaminérgicos D1 o D2, formándose dos subpoblaciones definidas. 

Estas MSN reciben proyecciones predominantemente dopaminérgicas provenientes 

del VTA. Asimismo, proyecciones glutamatérgicas provenientes de hipocampo, 

mPFC y amígdala basolateral interactúan con la terminal sináptica proveniente de 

VTA para incrementar la liberación de dopamina (Covey, Mateo, Sulzer, Cheer, & 

Lovinger, 2017). Por otro lado, interneuronas GABAérgicas de dentro del mismo 

núcleo accumbens también interactúan con las terminaciones sinápticas 

dopaminérgicas, cumpliendo un papel inhibitorio y reduciendo la liberación de 

dopamina. Las interneuronas colinérgicas también cumplen un papel relevante en 

la liberación de dopamina de manera indirecta. La acetilcolina liberada por las CIN 

interactúan con receptores nicotínicos de acetilcolina (nACh-R) y receptores 

metabotrópicos de acetilcolina (mACh-R) de las proyecciones glutamatérgicas 

propiciando una liberación de glutamato. Este a su vez interactúa con las 

terminaciones dopaminérgicas incrementando la liberación de dopamina (Mateo et 

al., 2017). Es importante mencionar que tanto las proyecciones glutamatérgicas 

como las interneuronas colinérgicas expresan  receptores endocannabinoides en sus 

terminales, mientras que las neuronas dopaminérgicas e interneuronas colinérgicas 

carecen de ellos. Esto es relevante dado que la activación de receptores CB1 en las 

proyecciones glutamatérgicas reduciría la liberación de glutamato, reduciendo la 
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liberación de dopamina. Por otro lado, la activación de CB1 en interneuronas 

GABAérgicas reduciría su potencial inhibitorio y permitiría una mayor liberación 

de dopamina (Covey et al., 2017). Finalmente, las MSN del núcleo accumbens 

también se proyectan a diferentes regiones cerebrales dependiendo de la 

subpoblación estimulada. Las MSN-D1 se proyectan nuevamente hacia el área 

tegmental ventral, hacia substancia nigra y núcleo pálido ventral, mientras que las 

MSN-D2 se proyectan únicamente hacia núcleo pálido ventral (Smith et al., 2013). 

2.1.5. Neurotransmisión dopaminérgica 

La dopamina es un neurotransmisor monoaminérgico sintetizado en axones 

y dendritas de neuronas dopaminérgicas. Su síntesis parte de la L-fenilalanina, la 

cual es transformada en L-tirosina por la enzima fenilalanina hidroxilasa. Luego, la 

enzima tiroxina hidroxilasa se encarga de convertir la L-tirosina en L-DOPA. 

Finalmente, L-DOPA pasa a ser dopamina por acción de la enzima descarboxilasa 

de aminoácidos aromáticos (AADC). La dopamina sintetizada es almacenada en 

vesículas sinápticas por medio de los transportadores de monoamina vesicular 2 

(VMAT2). Estas vesículas permiten la conservación y posterior liberación calcio-

dependiente de la dopamina en el compartimento axonal y somatodendrítico 

(Meiser, Weindl, & Hiller, 2013). Las regiones cerebrales en donde se concentra la 

mayor cantidad de neuronas dopaminérgicas son la sustancia nigra y área tegmental 

ventral, y en un menor grado el campo retrorubral, bulbo olfatorio y diversos 

núcleos hipotalámicos (A11-A15). 

Las neuronas dopaminérgicas, a diferencia de las glutamatérgicas y 

GABAérgicas, liberan dopamina de manera regular de forma tónica (2-4 Hz) o 

fásica (15-30 Hz) dependiendo de la región cerebral. La despolarización de la 
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membrana de la neurona dopaminérgica conlleva a la apertura de canales de calcio 

tipo L (dependiente de voltaje). La entrada de calcio permite la fusión de las 

vesículas sinápticas con la membrana celular y con ello la liberación de dopamina 

en el sitio sináptico o en el espacio extracelular (Yu, Tucker, Levitan, Shepard, & 

Canavier, 2014). Las principales proyecciones dopaminérgicas inervan tanto núcleo 

estriado dorsal como ventral, además de regiones corticales y subcorticales del 

sistema límbico. Estas regiones, lógicamente, expresan gran abundancia de 

receptores dopaminérgicos. 

2.1.6. Receptores dopaminérgicos 

La dopamina liberada interactua con los receptores dopaminérgicos 

presentes en las neuronas postsinápticas y presinápticas (autoreceptores). Los 

receptores dopaminérgicos son una familia de receptores transmembrana acoplados 

a proteína G (GPCR), de los cuales se han descrito 5 receptores que son nombrados 

numéricamente desde el receptor dopaminérgico 1 hasta el 5 (DR1 - DR5). 

Asimismo, dependiendo del efecto metabotrópico producido, estos receptores se 

subclasifican en receptores dopaminérgicos tipo 1 (DR1 y DR5) y receptores 

dopaminérgicos tipo 2 (DR2, DR3 y DR4) (Martel & Gatti McArthur, 2020). Neve 

et al. (2004) publicaron una revisión sobre la señalización dopaminérgica la cual se 

recomienda para una profundización más extensa del tema (Neve, Seamans, & 

Trantham-Davidson, 2004).  

2.1.6.1.Receptores dopaminérgicos tipo 1 

Los receptores dopaminérgicos tipo 1 (DR1 y DR5) son GPCR que tienen 

una acción predominantemente excitatoria gracias a la acción de su subunidad 
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Gαs/olf. La subunidad Gαs/olf interactua con la adenilato ciclasa y estimula su 

actividad enzimática (Tesmer, Sunahara, Gilman, & Sprang, 1997). La adenilato 

ciclasa transforma la adenosina trifosfato (ATP) en adenosina monofosfato cíclica 

(cAMP). El cAMP interactúa con la proteinquinasa A (PKA) y habilita sus 

propiedades catalíticas las cuales dan inicio a diversas reacciones enzimáticas. Uno 

de los sustratos más importantes de PKA es DARPP-32 (fosfoproteína regulada por 

dopamina y cAMP de 32 kDA), la cual, al ser fosforilada en Thr75 por PKA, 

promueve la inhibición de la proteínfosfatasa 1. Como se explicará más adelante, 

es el incremento de PKA y de DARPP-32 el principal, pero no exclusivo 

responsable del incremento de la excitabilidad producto de la activación de los 

receptores dopaminérgicos tipo 1 (Ver Figura 4). 

Se especula que la activación de DR1 y la posterior cascada PKA-DARPP-

32 reduce la corriente iónica en los canales de potasio dependientes de voltaje y 

canales rectificadores de potasio, los cuales que evita que estos puedan estabilizar 

el potencial de membrana de la neurona (Peleg, Varon, Ivanina, Dessauer, & 

Dascal, 2002; Touhara & MacKinnon, 2018). Asimismo, esta misma cascada 

también incrementa la conductancia de los canales de calcio tipo L y reduce la de 

los canales de calcio tipo N- y P/Q-, lo que promueve la despolarización de la 

membrana (Peleg et al., 2002). 

La activación de receptores dopaminérgicos tipo 1 también influyen en la 

regulación de receptores glutamatérgicos. Los receptores AMPA y MNDA 

incrementan su respuesta a agonistas mediante la interacción con el receptor DR1 

a través de vías CREB y fosforilación dependiente de PKA-DARPP-32 (Flores-

Hernández et al., 2002). 
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El efecto que tienen los DR1 sobre la regulación de los receptores GABA 

es variada debido a que estos últimos están conformados por diferentes unidades α, 

β y γ las cuales responden de manera distinta a la acción de las proteinquinasas. En 

general se ha observado que en el estriado ventral la acción de DR1 tiende a reduccir 

las corrientes de los receptores GABA a través de la vía PKA/DARPP-32/PP1 

(Flores-Hernandez et al., 2000). 

Finalmente, los receptores DR1 también pueden propiciar cambios a nivel 

génico mediante la activación de factores de transcripción como CREB (del inglés 

cyclic AMP response element-binding protein) y MAP quinasas (quinasa de 

proteína activada por mitógeno) como ERK, p38 y JNK, todas dependientes de 

cAMP (C. H. Gerfen, Miyachi, Paletzki, & Brown, 2002; Zhen, Uryu, Wang, & 

Friedman, 1998). 

 

Figura 4. Castada de señalización producto de la activación de receptores dopaminérgico 

DR1. Imagen extraída del artículo publicado por Neve et al. (2004). 

 

2.1.6.2.Receptores dopaminérgicos tipo 2 

Los receptores dopaminérgicos tipo 2 (DR2, DR3 y DR4), a diferencia de 

los de tipo 1, presentan en su estructura una subunidad Gαi/o. Esta subunidad, en 
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conjunto con Gβγ son las responsables del efecto predominantemente inhibitorio de 

este receptor. 

La subunidad Gαi/o actua de manera contraria a Gαs/olf de DR1, inhibiendo a 

la adenilato ciclasa. Para ello, se une al dominio citosólico C1 de la adenilato ciclasa 

y reduce su capacidad enzimática, reduciendo como consecuencia la activación de 

PKA y la fosforilación de todos sus sustratos secundarios como el DARPP-32 

(Dessauer, Chen-Goodspeed, & Chen, 2002). Esto en principio produce un efecto 

opuesto al resultado de la activación de los receptores DR1 (Ver Figura 5).. 

Adicionalmente, los receptores DR2 presenta una subunidad Gβγ es 

responsable de muchos de los efectos observados tras la activación del receptor. La 

activación de DR2 libera la subunidad Gβγ, activando los canales rectificadores  de 

potasio (GIRK) (Peleg et al., 2002), propiciando la estabilización del potencial de 

membrana y reduciendo la excitabilidad neuronal. Este efecto sobre los GIRK se 

observa tanto en neuronas dopaminérgicas (como mecanismo de autorregulación) 

como en neuronas del estriado ventral que expresan DR2. 

Asimismo, la subunidad Gβγ reduce la actividad de los receptores de calcio 

dependientes de voltaje. Esta actividad inhibitoria se da mediante la unión con el 

extremo COOH terminal y/o la región de unión I-II de los canales de calcio y la 

reducción de la corriente de iones por el canal (Qin, Platano, Olcese, Stefani, & 

Birnbaumer, 1997). La reducción de actividad de canales de calcio da como 

consecuencia la reducción de la excitabilidad neuronal. 

Por otro lado, las cascadas de señalización de las MAP quinasas en general 

son estimuladas por acción de la subunidad Gβγ de los DR2. Dentro de las 
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principales vías de MAP quinasas estimuladas están Akt, ERK1/2 y SAPK/JNK. 

Todas estas vías de señalización están relacionadas principalmente a la síntesis de 

DNA y mitogénesis (Goldsmith & Dhanasekaran, 2007). 

Otra acción relevante de la subunidad Gβγ es la regulación de fosfolipasa C 

(PLCβ1). PLCβ1 moviliza las reservas de calcio mediante inositol trifosfato 

(Fisher, Jenkins, Tall, Burke, & Smrcka, 2020). Esta movilización de calcio activa 

la calcineurina y con ello reduce las corrientes de calcio de los canales de calcio 

tipo L. 

La presencia de neuronas GABAérgicas (MSN) con los receptores DR1 y 

DR2 en una misma región como lo es el núcleo accumbens complica la 

interpretación del efecto la estimulación de estos receptores y el resultado 

morfológico o electrofisiológico final. Estas subpoblaciones neuronales reciben 

proyecciones de diferentes núcleos y que son estos núcleos los que se activan de 

diferente forma frente a diferentes estímulos estresores. Conocer qué núcleos se 

estimulan y cómo afectan a las neuronas del estriado ventral es clave para describir 

la génesis de trastornos como la depresión. 

 

Figura 5. Castada de señalización producto de la activación de receptores dopaminérgico 

DR2. Imagen extraída del artículo publicado por Neve et al. (2004). 
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2.2.Planteamiento del problema de investigación 

A la fecha existe evidencia preclínica de que los inhibidores de la enzima 

FAAH tienen la capacidad de reducir síntomas depresivos en modelos animales. 

MACOMCH-01 es un inhibidor FAAH encontrado en Lepidium meyenii que tiene 

estudios in-vitro y que lo posicionan como un potencial candidato con efecto 

antidepresivo. Sin embargo, aún no se han publicado estudios comportamentales 

in-vivo que comprueben este supuesto efecto antidepresivo en modelos animales. 

Adicional a ello, no se ha descrito el efecto que producen los inhibidores de FAAH 

en la señalización endocannabinoide y dopaminérgica a nivel molecular en la vía 

mesolímbica, que a la luz de la evidencia actual, se posiciona como un nodo 

conector importante en el desarrollo de la depresión. 

2.3.Justificación del estudio 

 La depresión clínica es considerada uno de los trastornos con mayor impacto 

en la salud mental de las personas alrededor del mundo. Este impacto es exacerbado 

por el gran porcentaje de fallo terapéutico y reincidencias de síntomas agudos en 

los pacientes. Esto se traduce en un incremento constante de la prevalencia del 

trastorno en la sociedad, ineficacia en el uso de recursos nacionales en el tratamiento 

y, en casos más extremos, incremento de taza de mortalidad asociada al trastorno. 

Pese a que desde la década de los 60s se vienen desarrollando nuevas opciones 

terapéuticas a medida que se alcanza una mejor comprensión de la etiología del 

trastorno, es evidente que el tratamiento universal y efectivo de la depresión sigue 

siendo esquivo para los profesionales de la salud. Aún con todo lo mencionado 
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anteriormente, los intentos por comprender mejor las bases neurobiológicas de la 

depresión han dado luces sobre posibles alternativas para su tratamiento, basado en 

estudios a nivel pre-clinico. Una de estas alternativas, altamente promisoria basada 

en la evidencia pre-clinica, es la enfocada en el sistema endocannabinoide.  A través 

de este sistema se han propuesto fármacos novedosos que, si bien muchos aún se 

encuentran en fase de estudios preclínicos, tienen potencial como futuro 

tratamiento. Dentro de estas alternativas farmacológicas se encuentran aquellas que 

se encuentran en la naturaleza y forman parte del legado cultural regional. Este es 

el caso de la maca (Lepidium meyenii) el cual, por conocimiento popular y apoyada 

por evidencia científica, es propuesta como un antidepresivo natural. El presente 

estudio busca ir un paso más allá, al estudiar un compuesto semisintético presente 

en la maca como potencial antidepresivo (MACOMCH-01). Asimismo, se busca 

estudiar el efecto antidepresivo desde un punto de vista comportamental y 

molecular, dos aspectos muy importantes e interrelacionados que buscan dar un 

soporte lógico al posible efecto y mecanismo de acción. Este trabajo de 

investigación no solo tiene como intención aportar a los conocimientos generales 

sobre la etiología de depresión y mostrar evidencia sobre un potencial fármaco 

alterno a los antidepresivos clásicos, sino que también busca exponer a la maca, raiz 

cultivada en la zona andina del Perú, y al conocimiento popular como fuente de 

referencia para posibles futuros estudios científicos en el campo de la neurociencia. 
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III. HIPÓTESIS 

La administración intraperitoneal de MACOMCH-01, comparado con la 

administración de solución vehículo, reduce el comportamiento tipo depresivo en 

ratonces BALB/c machos expuestos al modelo de estrés agudo 
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IV. OBJETIVOS 

4.1.Objetivos generales 

▪ Determinar el efecto de la administración intraperitoneal de MACOMCH-

01 en el comportamiento tipo depresivo en ratones BALB/c. 

▪ Determinar el efecto de la administración intraperitoneal de MACOMCH-

01 en la expresión de genes relacionados a la neurotransmisión 

endocannabinoide y dopaminérgica en núcleo accumbens de ratones 

BALB/c. 

4.2.Objetivos específicos 

▪ Evaluar el efecto antidepresivo de MACOMCH-01 mediante la prueba de 

nado forzado. 

▪ Evaluar el efecto ansiogénico de MACOMCH-01 mediante la prueba de 

caja clara oscura y de campo abierto. 

▪ Evaluar el efecto locomotor de MACOMCH-01 mediante la prueba de 

campo abierto. 

▪ Evaluar el cambio en niveles de expression de genes asociados a la 

neurotransmisión endocannabinoide en núcleo accumbens (Napepld, Faah, 

Cnr1 y Cnr2). 

▪ Evaluar el cambio en niveles de expression de genes asociados a la 

neurotransmisiónn dopaminérgica en núcleo accumbens (Drd1 y Drd2) 
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V. METODOLOGÍA 

5.1.Animales 

Se emplearon 97 ratones BALB/c machos de 2 meses de edad y con un peso 

entre 25 y 45 g. Se establecieron las condiciones de crianza y alimentación de los 

animales de experimentación con la finalidad de asegurar el cumplimiento de los 

requerimientos mínimos establecidos por la Guía de Manejo y Cuidado de 

Animales de Laboratorio: Ratón (Fuentes Paredes, Mendoza Yanavilca, Rosales 

Fernández, & Cisneros Tarmeño, 2008) Los animales de experimentación fueron 

alojados en el bioterio automatizado de la Universidad Andina del Cusco. Las 

condiciones ambientales de alojamiento en el bioterio para el mantenimiento de 

roedores fueron: humedad relativa de 45 ± 10%, temperatura 24 ± 2ºC, ciclo diurno 

de 06:00h a 18:00h y ruido < 85 dB. Además, el ambiente de estabulación contó 

con un sistema automatizado de ventilación soportada por filtros para proveer aire 

limpio y extraer el amoniaco residual de los roedores. El número mínimo y máximo 

de roedores por jaula fue de 4 y 5, respectivamente. Se proveyó de una dieta 

estándar para los roedores. Tanto la viruta como los alimentos administrados a los 

ratones fueron previamente esterilizados por método UV al menos un día previo a 

su uso. 

5.2.Fármacos 

Se empleó la macamida semisintética (9Z, 12Z)-N-benciloctadeca-9,12-

dienamida (MACOMCH-01, de ahora en adelante abreviada como MCH), la cual 

fue sintetizada por MEDALCHEMY, S.L., San Vicente de Raspeig, Alicante, 

España (Anexo 1). Su estructura se presenta en la Figura 6. 
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Figura 6. Estructura química de MACOMCH-01 (C25H39NO) 

La fluoxetina clorhidrato fue adquirida de Sigma-Aldrich (Anexo 1). Todos 

los fármacos fueron disueltos en solución vehículo compuesto por 5% DMSO, 5% 

polietilenglicol 600 y 90% solución salina (NaCl 0.9%) y llevados a 

concentraciones requeridas por el estudio, el cual se detallará más adelante. 

5.3.Diseño experimental 

El trabajo de investigación se definió como un estudio experimental 

aleatorizado. Se evaluó el efecto de la administración de MCH en la regulación del 

comportamiento tipo depresivo y ansioso.  

Para la evaluación del efecto antidepresivo se realizó la prueba de nado 

forzado. En ella se definió la creación de 5 grupos: Grupo vehículo, MCH 3 mg/kg, 

MCH 10 mg/kg, MCH 30 mg/kg y fluoxetina 20 mg/kg. El grupo vehículo 

constituyó el grupo control, mientras que los grupos MCH y fluoxetina fueron los 

experimentales (Figura 7A). 

Para la evaluación del efecto ansiolítico se realizaron dos pruebas. La 

primera prueba fue la de caja clara oscura. En ella se definió la creación de 4 grupos: 

Grupo vehículo, MCH 10 mg/kg, MCH 30 mg/kg y midazolam 2mg/kg. El grupo 
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vehículo fue el grupo control, mientras que los grupos MCH y midazolam fueron 

los experimentales (Figura 7B). La segunda prueba fue la de campo abierto. En 

ella se definieron solo dos grupos experimentales: Grupo vehículo (control) y grupo 

MCH 10 mg/kg (grupo experimental con mejor efecto en la prueba de nado forzado) 

(Figura 7C).  

Asimismo, para evaluar el efecto producido por la afección locomotora, se 

decidió emplear los resultados de la prueba de campo abierto mencionada en el 

párrafo anterior por lo que el diseño experimental es el mismo (Figura 7C). 

 

Figura 7. Diseño experimental de los tres experimentos para evaluación del efecto 

comportamental de MCH. (A) Evaluación de efecto antidepresivo en modelo de estrés 

agudo, (B) Evaluación de efecto ansiogénico con prueba de caja clara oscura y (C) 

Evaluación de efecto ansiogénico y locomotor con prueba de campo abierto. 

 

Por último, se evaluó el efecto de MCH en la expresión génica relacionada 

a la vía endocannabinoide y dopaminérgica en el núcleo accumbens. Para ello se 

emplearon los encéfalos recolectados de los ratones que fueron sometidos a la 
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prueba de nado forzado. Se compararon los grupos experimentales que recibieron 

MCH  y fluoxetina contra el grupo vehículo (Ver Figura 8). 

 

Figura 8. Esquema general del diseño experimental para el estudio del efecto antidepresivo 

de MCH 

El desarrollo de las pruebas comportamentales se llevaron a cabo en el 

ambientes aislados dentro del Bioterio Automatizado y mientras que el análisis 

molecular, en el Laboratorio de Investigación en Neurociencias de la Universidad 

Andina de Cusco. 

5.4.Crianza de ratones 

 

Se programó la reproducción de ratones BALB/c para obtener un número 

aproximado de 97 crías machos. Estas crías fueron pesadas y permutadas de nido 

para reducir las variables endógenas propias de cada camada. Luego de ello fueron 

dejadas al cuidado de la madre sustituta por 3 semanas. En la semana 4, cada 

camada fue trasladada a cajas separadas de la madre. En cada caja permanecieron 

entre 4-5 ratones. Se les proporcionó alimento para ratón y agua estéril ad libitum 

hasta los 2 meses de edad. 

5.5.Creación de grupos experimentales 

 

Luego de que los ratones hayan alcanzado 2 meses de edad, cada caja fue 

asignada de manera aleatoria a una de las tres pruebas comportamentales a 

realizarse (58 ratones para la prueba de nado forzado, 20 para la prueba de caja clara 
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oscura y 19 para la prueba de campo abierto, ver Figura 7). Acto seguido, todos los 

ratones fueron asignados a un grupo experimental dependiendo de la prueba 

comportamental (ver detalles en la sección de cada prueba comportamental). A 

continuación, se designó una identificación única a cada ratón mediante el cardex 

y pintado de cola. Se realizó el pesado de cada ratón para con ello calcular el 

volumen de vehículo o droga a administrarse (Anexo 2). 

5.6.Evaluación comportamental 

5.6.1. Habituación 

 

Todos los ratones de los grupos experimentales pasaron por un periodo de 

habituación de 3 días para acostumbrarlos al ambiente, manipulación y 

administración intraperitoneal previa prueba comportamental. Este periodo 

consistio en llevar las cajas con los ratones al área de evaluación comportamental 

todos los días a la misma hora (11:00h) por una duración de una hora. Después, 

todos los ratones recibieron la administración intraperitoneal de vehículo cada día 

después de la hora de habituación (12:00h). Se proporcionó alimento y agua ad 

libitum y se mantuvieron las condiciones de temperatura y humedad similares al 

área de estabulación. Cada día, durante el periodo de habituación, se realizó una 

evaluación visual del estado de los ratones y se anotó cualquier observación con 

respecto al pelaje o presencia de anormalidades.  

5.6.2. Administración de drogas 

 

El cuarto día se realizó la habituación correspondiente por una hora, pero no 

se administró vehículo. Las drogas o vehículo se administron luego de la 

habituación por una hora en el área de evaluación comportamental. Se administró 
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la cantidad de droga o vehículo correspondiente a cada ratón dependiendo del peso 

corporal. El volumen máximo de solución vehículo o droga fue de 0.01 mL por 

cada gramo de peso corporal de ratón. La droga así como la dosis administrada se 

detalla en las secciones correspondientes a las pruebas comportamentales (Anexo 

2). La administración intraperitoneal se realizó en el flanco izquierdo del abdomen 

del ratón. Luego de la administración intraperitoneal, los ratones fueron retornados 

a sus jaulas (aún en el área de evaluación comportamental) para su descanso por 

una hora. 

5.6.3. Prueba de nado forzado 

 

Esta prueba se realizó para evaluar el fenotipo depresivo de los ratones y el 

potencial efecto antidepresivo de MCH. Para ello se formaron cinco grupos 

experimentales los cuales recibieron solución vehículo (n = 12), MCH 3 mg/kg i.p. 

(n = 13), MCH 10 mg/kg i.p. (n = 14), MCH 30 mg/kg i.p. (n = 14) y fluoxetina 20 

mg/kg i.p. (n = 5). Brevemente, se preparó un cilindro de plexiglass de 25 cm de 

diámetro y 49 cm de altura y se llenó con agua a una temperatura de 26 ± 1°C hasta 

una altura de 20 cm sobre la base. Se colocó un fondo de color negro detrás del 

cilindro para que contraste con el color blanco de los ratones. Luego de montado el 

aparato y la cámara de grabación, se colocó la etiqueta correspondiente a la 

identificación de cada ratón en un lugar visible. La prueba comportamental inició 

colocando lentamente al ratón dentro del cilindro, evitando que su cabeza sea 

sumergida durante el proceso. Se procedió a grabar la actividad del ratón dentro del 

cilindro por 6 minutos. Luego del periodo de 6 minutos, el ratón fue retirado 

lentamente del aparato y colocado sobre toallas para que pueda secarse más 

rápidamente. Finalmente fue retornado a su caja para que descanse por una hora. 
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Se registró el tiempo de latencia para la primera inmovilidad y la duración 

acumulada de inmovilidad de los últimos 4 minutos dentro del aparato. El análisis 

de las variables comportamentales observadas en las grabaciones se realizó 

mediante el software Ethovision XT versión 15 (Ver Figura 9) 

 

Figura 9. Interfaz del software Ethovision XT versión 15 para el análisis comportamental 

en la prueba de nado forzado. 

 

5.6.4. Prueba de caja clara-oscura 

 

Esta prueba se realizó para evaluar el potencial efecto ansiogénico de MCH. 

Para ello se formaron cuatro grupos experimentales los cuales recibieron solución 

vehículo (n = 4), MCH 10 mg/kg i.p. (n = 5), MCH 30 mg/kg i.p. (n = 6) y 

midazolam 2 mg/kg i.p. (n = 5). Brevemente, se acondicionó un aparato bicameral 

de plexiglass. Una cámara era transparente mientras que la otra era opaca (negro), 

las cuales estarán intercomunicadas por un pasaje. Las dimensiones del aparato 

fueron de  20 x 20 x 20 cm por cámara clara y oscura y 4.6 cm para el pasaje 

intercameral. Luego de montado el aparato y la cámara de grabación, se colocó la 
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etiqueta correspondiente a la identificación de cada ratón en un lugar visible. La 

prueba comportamental se inició colocando al ratón dentro de la cámara 

transparente y se registró su actividad y transiciones entre la caja clara y la oscura 

por 5 minutos. Luego de este periodo, el ratón es retornado a su caja. Se registró el 

número de transiciones entre cajas, el tiempo de latencia de entrada a la cámara 

oscura y la duración acumulada en la cámara transparente. El análisis de las 

variables comportamentales observadas en las grabaciones se realizó de manera 

manual usando un registro físico y un cronómetro (Ver Figura 10) 

 

Figura 10. Muestra de registro audiovisual de la prueba de caja clara oscura. 
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5.6.5. Prueba de campo abierto 

 

Esta prueba se realizó para evaluar tanto el efecto locomotor producto de la 

administración de la droga, como el efecto ansiolítico. Para ello se formaron dos 

grupos experimentales los cuales recibieron solución vehículo (n = 10) y MCH 10 

mg/kg i.p. (n = 9). Brevemente y luego del acondicionamiento, se colocó al ratón 

en una plataforma de 40 cm x 40 cm de color gris mate y paredes de 50 cm. La 

cámara se ubicó a aproximadamente 70 cm de la plataforma hacia arriba. Se inició 

la grabación y se registró la actividad del ratón por 10 minutos. Luego de la 

grabación, el ratón es retirado de la plataforma y devuelto a su caja. La plataforma 

es limpiada con alcohol y papel. Luego del registro de actividad de todos los 

ratones, los videos fueron analizados usando el software EthoVision XT versión 15 

(Ver Figura 11). Para la evaluación locomotriz se cuantificó la distancia total 

recorrida en la plataforma y el tiempo acumulado de inmovilidad. Para la 

evaluación de efecto ansiolítico se evaluó el número de ingresos a la zona central y 

el tiempo acumulado de permanencia en la zona central.   
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Figura 11. (A) Interfaz del software Ethovision XT versión 15 para el análisis 

comportamental en la prueba de campo abierto. Mapa de calor promediado de 

posicionamiento de ratones del grupo MCH 10mg/kg i.p. (B) y grupo vehículo (C). 

  

B C 
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5.8.Análisis molecular 

5.8.1. Diseño experimental del análisis molecular 

 

Para el diseño experimental se definieron 5 grupos experimentales los cuales 

estaban conformados por encéfalos de ratones que habían sido evaluados en la 

prueba de nado forzado: Grupo vehículo (n=5), MCH 3 mg/kg (n=5), MCH 10 

mg/kg (n = 5), MCH 30 mg/kg (n = 5) y Fluoxetina 20 mg/kg (n = 5). 

5.8.2. Muestra 

5.8.2.1.Descripción y procesamiento de muestra 

Las muestras extraidas fueron microdisecciones de núcleo accumbens (zona 

central o core) de encéfalo de ratón. Las muestras se caracterizaron por ser sólidas, 

de aproximadamente 1 mg de peso. El procesamiento de las muestras estuvo 

comprendido desde la eutanasia de los ratones hasta la microdisección del núcleo 

accumbens. 

5.8.2.2.Eutanasia de animales 

Luego de una hora de la aplicación de las pruebas comportamentales 

(aproximadamente a las 13:00h), los animales fueron sacrificados para la obtención 

de encéfalos enteros. Para ello, todos estos fueron anestesiados con la finalidad de 

disminuir el sufrimiento. El anestésico empleado fue xilacina, un conocido 

anestésico de uso veterinario con propiedades sedativas, anestésicas, miorelajantes 

y analgésicas. La dosis de xilacina administrada fue 50 mg/kg i.p. Luego de la 

sedación, los animales fueron sacrificados mediante dislocación cervical. Acto 

seguido, se cortó la cabeza usando tijeras quirúrgicas. 
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5.8.2.3.Extracción y conservación de encéfalos 

El procedimiento de extracción de encéfalos tuvo una duración máxima de 

3 minutos por encéfalo para evitar degradación de material genético. La cabeza de 

los ratones fue colocada en una superficie sobre hielo. Usando tijeras quirúrgicas 

estériles, se abrió el cráneo del ratón. Con ayuda de una espátula estéril se extrajo 

el encéfalo del ratón, conservando el bulbo olfatorio y el cerebelo con parte del 

bulbo raquídeo. Acto seguido se colocó de manera vertical sobre una superficie de 

metal estéril con hielo seco a aproximadamente -80°C. Esto permitió el 

congelamiento inmediato de los encéfalos (aproximadamente 2 minutos). Luego de 

que el encéfalo esté completamente congelado, este fue colocado en papel aluminio 

estéril. Cada papel aluminio estuvo rotulado con la identificación del ratón, el grupo 

experimental, la fecha de disección y el nombre del experimento. Luego de extraer 

todos los encéfalos, estos fueron almacenados en un ultracongelador vertical a -

80°C (Modelo 6485, Lauda-GFL)  hasta su posterior análisis molecular. 

5.8.2.4.Cortes en frio de encéfalos 

Con la finalidad de realizar micropunches de las regiones subcortiales de 

interés, se realizaron cortes en frío del encéfalo. Para ello se trasladaron 

rápidamente las muestras desde el ultracongelador al criostato (CM 1520, Leica) a 

-10°C. Los encéfalos enteros fueron fijados verticalmente sobre una plataforma 

circular con ayuda de un medio congelante de tejido (Tissue Freezing Medium, 

Leica). Los encéfalos fijados fueron dejados en reposo por al menos 10 minutos 

para el acondicionamiento de la temperatura. Luego de la solidificación del medio 

congelante, se montó la plataforma con el encéfalo en el criostato y se realizaron 

cortes de 20 μm desde el bulbo olfatorio. Esto permitió avanzar lenta y 
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controladamente a través del encéfalo hasta encontrar las marcas anatómicas o 

landmarks que identificaron el inicio del núcleo accumbens. Se definieron como 

landmarks la desaparición de la fisura rinal, aparición de putamen y comisura 

anterior (ver Figura 12).  Una vez llegada a la zona de interés, se configuró el 

criostato para que realice un corte de 500 μm. Se colocó la hoja de corte sobre el 

encéfalo y se realizó el corte a ritmo constante y firme para evitar la ruptura del  

tejido. Este corte fue montado sobre una lámina gelatinizada etiquetada 

apropiadamente (ID del animal, fecha y grupo experimental). Se llevó un registro 

manual de los cortes y su ubicación en las láminas correspondientes. Este proceso 

se repetió hasta colectar todos los cortes de 500 μm que todos los encéfalos. Una 

vez obtenidos todos los cortes, las láminas fueron colocadas en un portaláminas y 

guardados a -80°C en el ultracongelador. 

 

Figura 12. (A) Fotografía de tinción Nissl y representación regional de corte coronal de 

encéfalo de ratón obtenido del Allen Mouse Brain Atlas (Lein et al., 2007). Fotografías de 

corte coronal de 500 μm encéfalo de ratón antes (B) y después (C) de la microdisección a 

-20°C. 
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5.8.2.5.Microdisección de núcleo accumbens 

Con el fin de conservar adecuadamente el material genético durante todo el 

experimento se trabajó desde la microdisección hasta la transcripción reversa el 

mismo día. Las microdisecciones se realizaron en el criostato. Brevemente, se 

colocó la lámina con el tejido cortado en el criostato a -20°C. Asimismo, se colocó 

un microdisector con punta de 1 mm de diámetro (EMS Aluminum Punch Kit, 

Electron Microscopy Science) y un tubo de 1.5mL libre de nucleasas previamente 

rotulado dentro del criostato por 15 minutos para que la temperatura sea la misma 

que la del tejido. Luego, se identificó la lámina con el código del ratón y el núcleo 

a disecar (núcleo accumbens). Usando el microdisector, se realizó una disección 

circular de 1mm de diámetro en núcleo accumbens procurando extraer únicamente 

el segmento perteneciente a la zona central (excluyendo la corteza) (ver Figura 12). 

Acto seguido se colocó el tejido en el tubo de 1.5mL correspondiente a la muestra 

y se llevó al área de biología molecular para el procedimiento de extracción de 

RNA. 

5.8.3. Extracción de ácidos nucleicos (RNA) 

 

Para la extracción de RNA de las muestras de microdisecciones se empleó 

la metodología TRIzolTM con modificaciones. Brevemente, se preparó una caja de 

poliestireno expandido (tecnopor) con hielo en donde se colocó el tubo de 1.5mL 

con la muestra diseccionada. Se agregó 200 µL de Mammalian Lysis Buffer (Anexo 

3) y 2 µL de inhibidor de ribonucleasas (RiboLock RNase inhibitor, Thermo 

Fischer) y se homogenizó empleando una jeringa de 1mL. Luego se agregó 300 µL 

de reactivo TRIzolTM (Invitrogen), se agitó fuertemente por 15 segundos y se dejó 

reposar el tubo a temperatura ambiente por 5 minutos. Acto seguido se agregó 200 
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µL de cloroformo, se agitó por 15 segundos y se dejó reposar por 3 minutos. Se 

centrifugó a 12000RPM, 4°C por 15 minutos y con ayuda de una micropipeta de 

20-200 µL, se trasvasó el sobrenadante a otro tubo de 1.5 mL libre de nucleasas, el 

cual fue colocado en el tecnopor con hielo. En el nuevo tubo se agregó nuevamente 

200 µL de cloroformo, se agitó por 15 segundos y se centrifugó a 12000RPM, 4°C 

por 5 minutos. Luego, con ayuda de una micropipeta de 20-200 µL, se trasvasó el 

sobrenadante a otro tubo de 1.5 mL libre de nucleasas. Se agregó al tubo 500 µL de 

isopropanol grado molecular y 3.5 µL de coprecipitante (GlycoBlueTM Blue 

Coprecipitant, Invitrogen)  y se dejó reposar a -20°C por 30 minutos. Luego, se 

retiró el tubo del refrigerador y se centrifugó a 12000RPM, 4°C por 15 minutos. Se 

observó la presencia de precipitado de color azul al fondo del tubo y 

cuidadosamente se eliminó el isopropanol inclinando el tubo, evitando de que el 

precipitado se desprenda. Se agregó 1000 µL de etanol grado molecular al 75%, se 

agitó el tubo en un vortex por 15 segundos y luego se centrifugó a 7500 RPM, 4°C 

por 5 minutos. Nuevamente se eliminó cuidadosamente el solvente evitando de que 

se desprenda el precipitado y se volvió a agregar 1000 µL de etanol grado molecular 

al 75% Se agitó en un vortex por 15 segundos y luego se centrifugó a 7500 RPM, 

4°C por 5 minutos. Para el paso final, se eliminó el solvente y se centrifugó usando 

un spinner para asentar las últimas gotas de etanol. Se eliminaron dichas gotas 

extrayéndolas con una micropipeta de 1-10 µL y luego se agregó 11 µL de agua 

tratada con dietilpolicarbonato (de ahora en adelante referida como “agua DEPC”, 

ver Anexo 3). Se agitó el tubo por 15 segundos en el vortex para disolver el 

precipitado y llevó a un termobloque a 65°C por 5 minutos para eliminar las 

estructuras secundarias de RNA previa cuantificación. Se volvió a agitar en el 
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vortex y centrifugar en el spinner. Por último, se colocó el tubo en hielo hasta su 

cuantificación. 

5.8.3.1.Cuantificación de contenido y pureza de RNA 

La cuantificación de RNA se realizó empleando el método 

espectrofotométrico (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Primero, se configuró el 

equipo a modo lectura de RNA y se usó 1 µL agua DEPC para registrar la línea 

base. Luego se colocó 1 µL de muestra de RNA en el pedestal y midió la 

absorbancia en el rango de 200 a 600 nm. Se registró el espectro UV, la cantidad 

estimada en ng/µL y los ratios 280/260 y 230/260 que son indicativos de presencia 

de impurezas proteicas y minerales, respectivamente (Anexo 4). Se definió como 

una muestra aceptable a toda aquella que mostrara concentraciones superiores a 100 

ng/µL y con un ratio 280/260 mayor a 1.8. 

5.8.3.2.Integridad de RNA 

Debido a que la cantidad de RNA extraído de microdisecciones es muy 

pequeño, no se pudo realizar la prueba de integridad de RNA a cada una de las 

muestras. En este escenario, se realizaron pruebas de integridad de RNA piloto para 

confirmar que el método, siendo realizado correctamente, podía conservar la 

integridad del material genético. Para ello se empleó el método electroforético. 

Brevemente, se preparó un gel de agarosa a una concentración de 1% con buffer 

TBE en agua DEPC (Anexo 3). En un tubo de 100 µL se mezclaron los 10 µL de 

RNA extraído y 6 µL de colorante para electroforesis. Luego, se cargaron los 16 

µL en los pozos del gel y se encendió la fuente de poder a un voltaje de 80 V. Se 

dejó migrar el material por aproximadamente 30 minutos, hasta que los colorantes 
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se hayan separado y hayan migrado dos tercios del gel. Luego se apagó la fuente de 

poder y se trasladó el gel a la cámara UV del transiluminador. Se evaluó la presencia 

de bandas correspondientes al RNA 28S, 18S y 5.8S, además de la ausencia de 

smear, indicativo de degradación de RNA. Los resultados de esta prueba se 

observan en el Anexo 5. 

5.8.3.3.Tratamiento con DNasa 

El procedimiento de limpieza y eliminación de contaminación con DNA 

genómico se realizó mediante el tratamiento con DNasa (TURBO DNA-freeTM kit, 

Invitrogen). Brevemente, se trasladaron los 10 µL de RNA extraído a un tubo de 

100 µL libre de nucleasas. Se agregaron 2 µL de  10X TURBO DNase Buffer , 6 

µL de agua libre de nucleasas, 1 µL de la enzima TURBO DNAse (2 U/μL) y se 

llevó a 37°C por media hora. Luego, se agregó 1 µL de TURBO DNAse (2 U/μL) 

adicional, completándose el volumen de 20 µL de reacción y se llevó a 37°C por 

otra media hora más. Luego de la incubación, se realizó la inactivación de la DNAsa 

agregando 5 µL de resina inactivadora y se incubó a 26°C agitando constantemente 

con el vortex por 5 minutos. Luego, se centrifugó a 10000RPM, 4°C por 90 

segundos y se trasvasó el contenido acuoso a un tubo de 200 µL RNAse-free 

cuidando que no se traslade la resina inactivadora. Se usó 1 µL de la muestra para 

volver a leer la concentración de RNA mediante el método espectrofotométrico 

descrito en 5.8.3.1 Cuantificación de RNA 

5.8.3.4.Evaluación de contaminación (DNA genómico) 

Antes de realizar la retrotranscripción, fue necesario confirmar que todo el 

DNA genómico fue removido. Para ello se empleó la técnica de PCR de punto final 
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usando el termociclador AmplitronyxTM 6 (NYX Technik) y el kit de reactivos 

DreamTaq DNA polymerase (Thermo Scientific). Las muestras obtenidas por 

microdisección genera una cantidad muy pequeña de RNA, por lo que la 

confirmación no se pudo realizar en todas las muestras. En su lugar, se realizó la 

estandarización del método empleando RNA extraido con la misma metodología 

pero de otras estructuras. Una vez estandarizado el método de limpieza de DNA y 

comprobado mediante PCR confirmatoria, ya no fue necesaria hacer una 

confirmación de cada muestra. Brevemente, el protocolo de PCR confirmatoria 

consistió en colocar en un tubo de 100 µL un volumen suficiente equivalente a 50 

ng de RNA, 2 µL de 10X DreamTaq buffer, 2 µL de mezcla de dNTPs 2mM, 2 µL 

de primer Faah For/Rev de 2 µM (ver 5.8.5.2  Oligonucleótidos diseñados para 

qPCR), 0.5 µL de DreamTaq Polymerase (5 U/µL) y cantidad suficiente de agua 

DEPC para completar 20 µL de volumen de reacción. Se llevó el tubo al 

termociclador  y se inició el ciclado de amplificación. El programa de amplificación 

se detalla en la Tabla 3. Al finalizar, la reacción fue analizada mediante 

electroforesis con gel agarosa al 2% (Anexo 3). Junto a la muestra también se corrió 

agua DEPC (control negativo), DNA genómico (control positivo) y RNA sin tratar 

con DNAsa (control positivo). La ausencia de amplificación en el carril del RNA 

tratado con DNasa confirmó la ausencia de DNA genómico. Los resultados de esta 

prueba se observan en el Anexo 6. 
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Tabla 3. Programa de termociclador para PCR de confirmación de ausencia de DNA 

genómico 

Fase Temperatura (°C) Duración (min) # de ciclos 

Desnaturalización inicial 95 1:00 1 

Desnaturalización 95 0:30 

40 Hibridización 65 0:30 

Extensión 72 1:00 

Extensión final 72 5:00 1 

 

5.8.4. Transcripción reversa 

 

El proceso de transcripción reversa se realizó con un kit comercial (High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems). La concentración 

de RNA retrotranscrito por muestra fue de 500 ng de RNA en un volumen final de 

20 µL. Para ello, por cada muestra, se trabajó en dos tubos de 100 µL, todo en lecho 

de hielo. En el primer tubo se colocó suficiente volumen de muestra para tener 500 

ng de RNA y se agregó agua DEPC en una cantidad  suficiente para completar 10 

µL. En el segundo tubo se preparó la Master Mix, la cual estaba compuesta por 2 

µL de RT buffer 10X, 0.8 µL de mezcla de dNTPs 25X, 2 µL de Random  Primers 

10X, 1 µL de transcriptasa reversa MultiScribeTM (50 U/µL) y 4.2 µL de agua DEPC 

(se preparó una cantidad equivalente suficiente para todas las muestras a 

retrotranscribirse en ese día). Luego, se trasvasó 10µL de Master Mix (segundo 

tubo) a los 10 µL del primer tubo (muestra con 500 ng RNA), completando un 

volumen final de 20 µL (concentración final de cDNA de 25 ng/µL), se agitó en el 

vortex y se colocó en el termociclador de punto final. El programa del termociclador 

para la transcripción reversa se detalla en la Tabla 4. Luego de la retrotranscripción, 

las muestras se retiraron del termociclador y se guardaron a -80°C hasta su posterior 

análisis por qPCR. 
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Tabla 4. Programa de termociclador para transcripción reversa de RNA de un solo ciclo 

Fase Temperatura (°C) Duración (min) 

Activación y annealing 25 10:00 

Retrotranscripción 37 120:00 

Desactivación de enzima 85 5:00 

Conservación 4 ∞ 

5.8.5. Reacción en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-qPCR) 

5.8.5.1.Información de genes blanco para qPCR 

Los genes seleccionados para evaluar el efecto de la macamida en el sistema 

endocannabionide y dopaminérgico de ratón (Mus musculus) fueron Cnr1, Cnr2, 

Faah, Napepld, Drd1, Drd2 y 18S. La información de las secuencias genéticas para 

cada gen fue extraida de la base de datos de la National Center for Biotechnology 

Information (NCBI). Los datos extraidos para el diseño de primers se encuentran 

detallados en el Anexo 7. 

5.8.5.2.Oligonucleótidos diseñados para qPCR 

Los primers fueron diseñados con la finalidad de crear la librería de 

muestras empleando la metodología de transferencia de energía mediante 

resonancia de fluorescencia (FRET). La Tabla 5 resume las especificaciones de 

cada primer diseñado. Los primers fueron sintetizados por la empresa Macrogen. 

El método de purificación fue MOPC. La secuencia de primers fue diseñada en el 

laboratorio, por lo que no cuenta con un número de identificación RTPrimerDB. 

Las especificaciones completas de cada primer se detalla en el Anexo 8. 
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Tabla 5. Secuencia de primers diseñados para el cálculo de eficiencia y creación de 

librería por metodología FRET 

Gen Secuencia Localización 

Cnr1 For: 5’-TACCTGGCTCTGTTTGGAATG-3’ MN_007726.5 

 Rev: 5’-GGCAGAGATGTCATCAGAAGC-3’ MN_007726.5 

Cnr2 For: 5’-TTCCTGAAGTTATGGGCACAC-3’ MN_009924.4 

 Rev: 5’-GGGACCAGAAAAATTGAGAGC-3’ MN_009924.4 

Faah For: 5’-CCCAGCCAAATAAGTCTCCTC-3’ MN_010173.5 

 Rev: 5’-TCACTCACCACAAGGGGTATC-3’ MN_010173.5 

Napepld For: 5’-CAGTCACAACCACTACGACCA-3’ MN_001359964.1 

 Rev: 5’-GTCCAGCTCAATCACGTTCTC-3’ MN_001359964.1 

Drd1 For: 5’-GTCATAGCCTGGACTGCAAAA-3’ MN_010076.3 

 Rev: 5’-CTGCTTCCAAAGAACACCTTG-3’ MN_010076.3 

Drd2 For: 5’-CCGCCACTTCTTGACATACAT-3’ MN_010077.3 

 Rev: 5’-CCCAAGTTACCACCTCCAACT-3’ MN_010077.3 

18S For: 5’-GCCGCTAGAGGTGAAATTCTT-3’ NR_003278.3 

 Rev: 5’-TCGTTTATGGTCGGAACTACG-3’ NR_003278.3 

Para la cuantificación relativa se emplearon sondas de hidrólisis (sondas 

TaqMan). Estas sondas fueron sintetizadas y adquiridas de casa comercial Thermo 

Fisher Scientific, por lo que no se realizó un procedimiento de diseño de secuencia. 

Cada tubo adquirido contenía dos secuencias (forward y reverse) para detección del 

gen y el colorante FAM-MGB. Debido a que la casa comercial no revela la 

secuencia de las sondas de hidrólisis, esta información no pudo se presentada en el 

presente informe. Sin embargo, información adicional y complementaria sobre las 

sondas se detalla en la Tabla 6. 
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Tabla 6. Información de sondas TaqMan empleadas en el análisis qPCR 

Gen ID de ensayo TaqMan ® 
Longitud de 

amplicón 

Secuencia de 

referencia 

Cnr1 Mm00432621_s1 69 MN_007726.3 

Cnr2 Mm00438286_m1 91 AK037898.1 

Faah Mm00515684_m1 62 MN_010173.4 

Napepld Mm00724596_m1 85 MN_178728.5 

Drd1 Mm01353211_m1 65 MN_010076.3 

Drd2 Mm00438541_m1 71 MN_010077.2 

18S Mm03928990_g1 61 NR_003278.3 

5.8.5.3.qPCR con sondas intercalantes (SYBR Green®) 

Se empleó la metodología SYBR Green (BlastaqTM Green 2X qPCR 

MasterMix, Abm) para el cálculo de la eficiencia de amplifiación y la elaboración 

de la librería. Cada muestra se analizó por duplicado empleando para ello 50 ng de 

cDNA. Antes de iniciar el análisis y por recomendación del fabricante se agregó 1 

µL de colorante de referencia ROX al tubo de 1.25 mL de Green 2X qPCR 

MasterMix. Los componentes de la reacción y sus concentraciones se detallan en la 

Tabla 7. Tanto la composición del buffer (a excepción de la concentración de Mg+2) 

como la concentración exacta de la DNA polimerasa y colorante ROX son secreto 

comercial del fabricante, por lo que no se detallan en el presente informe. 

Tabla 7. Componentes de la reacción de amplificación por qPCR con SYBR Green 

Reactivo Concentración 1X - Volumen (µL) 

BlasTaqTM DNA polimerasa 

(incluye MM* y ROX) 

2X 5 

Primer 18S (For/Rev) 2 µM 1 

H2O DEPC - 2 

cDNA 25 ng/µL 2 

Volumen total  10 

*MM: Master Mix, el cual incluye dNTPs y buffer con 1.5 mM de Mg+2 
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Asimismo, se añadieron controles negativos sin muestra de cDNA (No 

template control, NTC) al experimento. Estos controles tenían la misma 

composición presentada en la Tabla 7 con la excepción de que no tenían muestra 

de cDNA y el volumen de agua DEPC era de 4 µL. 

La amplificación se llevó a cabo en el termociclador AriaMX Real-Time 

qPCR System (Agilent). Se usaron los módulos ópticos FAM/SYBR (para 

detección de SYBR Green) y ROX (para detección del colorante de referencia 

ROX). El programa de temperaturas para la amplificación se muestran en la Tabla 

8. 

Tabla 8. Programa de temperaturas para amplificación por qPCR con SYBR Green 

Fase Temperatura (°C) Duración (min) 

Hot Start 95 3:00 

Amplificación 

(40 ciclos) 

95 0:10 

60 00:15 

Curva de melting* 

(Resolución: 0.5°C) 

95 00:30 

65 00:30 

95 00:30 

*Se registró la curva de melting de cada muestra para detectar posible formación de 

dímeros de primers. 

Para la lectura de las muestras y los controles se usaron tubos con tapas 

incorporadas diseñados y fabricados con polipropileno transparente de paredes 

delgadas y con propiedades ópticas especialmente diseñadas para análisis qPCR 

(Axygen low profile 0.1 mL thin wall PCR strip tubes & real time strip caps, 

Merck). 
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5.8.5.4.Eficiencia de amplificación para genes 18S y Faah. 

Los datos obtenidos del cálculo de eficiencia de amplificación es empleado 

en la elaboración de la librería, por lo que fue necesario realizarlo previamente. Se 

realizó el cálculo de la eficiencia empleando un gen normalizador (18) y un gen de 

interés (Faah). Para ello se utilizó cDNA proveniente de núcleo accumbens y el 

procedimiento descrito en 5.8.5.3. qPCR con sondas intercalantes (SYBR 

Green®). 

La curva de eficiencia fue construida usando 5 niveles de concentración de 

cDNA (5x10-4, 5x10-3, 5x10-2, 5x10-1 y 5x100 ng/µL) por triplicado. Para el caso 

del gen 18S hubo una excepción. Dado que este gen se expresaba de manera 

abundante en las muestras, se procedió a diluir todos los niveles de concentración 

con el factor de dilución 10-4 a fin de que estas puedan detectarse adecuadamente. 

Empleando el software AriaMX (Agilent), se obtuvieron los siguientes 

datos: ciclo de cuantificación (Cq) de cada gen, coeficiente de correlación, 

pendiente de curva y eficiencia de amplificación. Asimismo, con ayuda de la curva 

de melting, se comprobó que no se formaron dímeros de primers. Para fines de la 

investigación se determinó que los límites máximos permitidos para el porcentaje 

de eficiencia de la curva es entre 90 y 110 %. Los datos completos del cálculo de la 

eficiencia de amplificación para 18S y Faah se detallan en el Anexo 9. 

5.8.5.5.Creación de librería 

La creación de la librería de muestras tuvo como finalidad estimar el grado 

de integridad del cDNA retrotranscrito en el paso anterior, asimismo también 
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igualar, mediante diluciones, las cantidades de RNA presente en cada muestra. Para 

ello se usó el gen de referencia 18S.  

Como se mencionó anteriormente, el transcrito del gen 18S es muy 

abundante en el tejido extraido, por lo que necesitó una dilución previa con la que 

se pueda trabajar en el rango de linealidad de la curva de eficiencia. Todas las 

muestras de RNA extraído fueron diluidas con el factor 10-4 (se diluyó 1 µL de 

muestra RNA con 99 µL de agua DEPC, se mezcló y se tomó 1 µL de esta dilución 

y se volvió a diluir con 99 µL de agua DEPC). 

Todas las diluciones fueron tratadas por duplicado siguiendo el mismo 

procedimiento descrito en 5.8.5.3. qPCR con sondas intercalantes (SYBR 

Green®). El cálculo de Cq se realizó usando el software AriaMX (Agilent), 

empleando el umbral de cuantificación determinado en la curva de eficiencia. En el 

hipotético caso de que el RNA hubiera conservado su integridad durante el proceso, 

se esperaría que todas las muestras (50 ng de RNA) tengan el mismo Cq. Sin 

embargo, la pérdida de integridad es un fenómeno previsible durante todo el 

proceso. En el presente estudio se determinó que los Cq del gen 18S para las 

muestras de los 5 grupos experimentales estuvieron entre 14.4 y 17.4 (Anexo 10).  

Para homogenizar el contenido de RNA en todas las muestras se calculó el factor 

de dilución de cada muestra. Se definió como Cq de referencia el 17.4 (muestra más 

diluida) y volumen final de dilución 40 µL. El cálculo del factor de dilución se 

realizó empleando la siguiente fórmula. 

Fd =  (Amp)(Cq Ref − Cq Muestra) 
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Leyenda: 

Fd = Factor de dilución por muestra 

Amp = Valor de amplificación (Si % eficiencia = 94.4, Amp = 1.944) 

Cq Ref = Cq de referencia (17.4) 

Cq Muestra = Cq de cada muestra analizada 

Luego de calcular el Fd, se calculó el volumen necesario de RNA por muestra a ser 

diluido. Para ello se empleó la siguiente fórmula. 

Vol. original =  
Vol. final

Fd
 

Leyenda: 

Vol. original = Volumen necesario de muestra original de RNA sin diluir 

Vol. final = Volumen final al cual se diluirán las muestras. 

Fd = Factor de dilución por muestra 

Luego del cálculo, se homogenizó cada muestra tomando el volumen de 

RNA sin diluir, se trasvasó a un vial libre de nucleasas de 100 µL y se completó el 

volumen con agua DEPC hasta llegar a 40 µL. Luego, nuevamente se volvió a 

realizar una dilución con el factor 10-4 para un nuevo análisis del gen normalizador 

18S (se diluyó 1 µL de muestra RNA con 99 µL de agua DEPC, se mezcló y se 

tomó 1 µL de esta dilución y se volvió a diluir con 99 µL de agua DEPC). 
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Se volvió a analizar el gen 18S mediante el procedimiento 5.8.5.3. qPCR 

con sondas intercalantes (SYBR Green®) con la finalidad de corroborar que las 

diluciones, en efecto, habían homogenizado las concentraciones de RNA. Para ello 

se definieron los siguientes criterios de aceptación: 

Diferencia entre Cq de muestra diluida y Cq promedio menor a 1. 

Diferencia de Cq entre repeticiones de muestra diluida menor a 1 

Una vez que las muestras fueran diluidas y pasaran los criterios de aceptación, la 

librería había sido creada y los viales fueron nuevamente almacenados a -80°C 

hasta la posterior cuantificación relativa. Los datos de dilución y creación de librería 

se detallan en el Anexo 10. 

5.8.5.6.qPCR con sondas de hidrólisis (TaqMan®) 

Para el análisis de expresión génica de Faah, Napepld, Cnr1, Cnr2, Drd1 y 

Drd2 se empleó la técnica qPCR con sondas de hidrólisis. Se seleccionó la 

cuantificación relativa como método de comparación de grupos experimentales. 

Primero preparó la Master Mix 2X con la DNA polimerasa para la amplificación 

según lo descrito en la Tabla 9. 

Tabla 9. Componentes de Master Mix 2X para qPCR con sondas de hidrólisis 

Reactivo Concentración Volumen (µL) 

Buffer  10 X 200 

MgCl2 25 µM 120 

dNTPs 10 mM 40 

ROX 50X 40 

AmpliTaq 5 U/µL 10 

H2O libre de nucleasas - 590 

Volumen total  1000 
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Acto seguido, se preparó la mezcla de la reacción de amplificación. Para 

ello se empleó lo descrito en la Tabla 10. Cada Sonda TaqMan® 20X contenía los 

primers For/Rev del gen a analizar y el colorante FAM-MGB. Cada muestra se 

analizó por duplicado. 

Tabla 10. Componentes de la reacción de amplificación por qPCR con sondas TaqMan 

Reactivo Concentración 1X - Volumen (µL) 

Master Mix 2X 2 X 5 

Sondas TaqMan® 20 X 1 

H2O libre de nucleasas 10 mM 2 

cDNA 25 ng/µL 2 

Volumen total  10 

Las muestras por duplicado fueron colocadas en el termociclador de tiempo 

real y se analizaron usando el módulo óptico FAM. El programa de temperatura del 

termociclador se detalla en la Tabla 11. 

Tabla 11. Programa de termociclador en tiempo real para amplificación por qPCR con 

sondas TaqMan 

Fase Temperatura (°C) Duración (min) 

Hot Start 50 2:00 

 95 10:00 

Amplificación 

(40 ciclos) 

95 0:15 

60 1:00 

La técnica qPCR con sondas de hidrólisis no produce curva de melting, por 

lo que ese paso fue excluido del programa de temperaturas. Para cada muestra se 

analizaron los 6 genes en tubos diferentes, además del gen normalizador (18S).  

5.8.5.7.Cuantificación relativa 

Luego de la qPCR, se extrajeron los datos de Cq obtenidos en cada tubo. El 

cálculo de Cq se realizó empleando el software AriaMX versión 1.8.  El método de 
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comparación empleado fue el descrito por Livak & Schmittgen  (Livak & 

Schmittgen, 2001). Como se mencionó previamente, se seleccionó el gen 18S como 

normalizador debido a que su expresión no varía entre sujetos que recibieron o no 

tratamiento. En cuanto al control con el cual se comparó las demás muestras, este 

fue el grupo vehículo.  La cuantificación relativa se expresó en cambios en niveles 

de expresión (fold change, en inglés) en relación al control (vehículo). Brevemente, 

se calculó el Cq promedio de los duplicados por muestra en cada grupo 

experimental para el normalizador. Luego y por cada repetición, se restó el Cq del 

gen de interés con el Cq promedio del normalizador (ΔCq). A continuación, se 

calculó el promedio de todos los ΔCq del grupo control (vehículo). Después, se 

restó el ΔCq promedio de los controles con el ΔCq de cada muestra en todos los 

grupos experimentales (incluido el grupo vehículo) para obtener el ΔΔCq. Una vez 

obtenido este dato se calculó el cambio en nivel de expresión de cada muestra 

elevando el valor de 2 a la potencia equivalente al valor ΔΔCq. Para estimar la 

repetitividad del análisis se calculó el error estándar promedio en cada grupo 

experimental. 

5.9.Análisis estadístico 

 

Todos los resultados, desde los provenientes de las pruebas 

comportamentales hasta el análisis molecular, fueron sujetos a cuatro pruebas 

estadísticas para determinar si podían ser ajustadas a un modelo de regresión 

simple. Estas pruebas, ejecutadas sobre los residuales de cada grupo experimental, 

fueron de linealidad (mediante el gráfico de residuales versus valores ajsutados), 

normalidad (prueba de Shapiro-Wilk), homocedasticidad (prueba de Breuchen-
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Pagan) e independencia (prueba de Durbin-Watson). Se definió como valor 

significativo p = 0.05.  

Todos aquellos resultados que pasaron los cuatro supuestos del modelo de 

regresión simple fueron sometidos a un análisis de varianza (ANOVA). De 

encontrarse una diferencia significativa en alguno de los grupos experimentales, 

este modelo era sometido a un análisis de comparación post hoc (HSD de Tuckey) 

con la finalidad de identificar al grupo diferente.  

Si los resultados fallaban en al menos uno de los cuatro supuestos del 

modelo de regresión simple, estos eran evaluados por una prueba no paramétrica 

(prueba de Kruskal-Wallis). De encontrarse diferencias significativas en alguno de 

los grupos experimentales, se procedió a realizar un análisis de comparación post 

hoc no paramétrico (prueba de Dunn con corrección de valor de p usando el método 

Benjamini-Hochberg). 

Todas las pruebas estadísticas y gráficas generadas en el presente estudio 

fueron realizadas en el software R versión 4.1.2 y RStudio versión 2021.09.1-372. 

Los gráficos de barras representan el promedio y el error estándar promedio (SEM) 

de los resultados. 

5.10. Consideraciones éticas 

 

El presente proyecto cuenta con la aprobación del  Comité Institucional de 

Ética en Investigación (CIEI) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia con 

constancia 044-14-20 (Anexo 11). Asimismo, también cuenta con la aprobación del 

Comité Institucional de Ética para el Uso de Animales de la Universidad Andina 

del Cusco (CIE-UAC). 
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VI. RESULTADOS 

 

6.1.Evaluación comportamental 

6.1.1. MACOMCH-01 reduce el tiempo de inmovilidad en la prueba de 

nado forzado           

La estimación del potencial efecto antidepresivo de la macamida se realizó 

mediante evaluación de la latencia y la duración de inmovilidad en la prueba de 

nado forzado.  

Con respecto a la latencia a primera inmovilidad, se calcularon los 

residuales y se sometieron a las pruebas de supuestos de modelo de regresión 

simple. Si bien los residuales mostraron linealidad (Anexo 12), homocedasticidad 

(p = 0.5563) e independencia estadística (p = 0.1837), estos no mostraron una 

distribución normal (p = 0.0075), por lo que no se empleó el modelo de regresión 

simple. Al no poder ajustarse a un modelo de regresión simple, los resultados fueron 

analizados con una prueba no paramétrica. La prueba de Kruskal-Wallis determinó 

que no existían diferencias significativas en la latencia a primera inmovilidad de 

ningún grupo experimental (p = 0.4027), pese a que se pudo observar una ligera 

tendencia al incremento (Figura 13). 

Los residuales de los resultados de duración de inmovilidad cumplieron los 

supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad (p = 0.7004), homocedasticidad (p 

= 0.4589) e independencia (p = 0.9731), por lo que fueron ajustados al modelo de 

regresión simple. Se observó que las tres concentraciones de MCH disminuyeron 

el tiempo de inmobilidad en comparación con el grupo vehículo. Al aplicarse la 
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prueba ANOVA se determinó que, en efecto, existía una diferencia significativa en 

al menos uno de los 5 grupos evaluados (p = 0.0332). Al emplearse la prueba  HSD 

de Tuckey se detectó que solamente la dosis intermedia de 10 mg/kg generó una 

disminución estadisticamente significativa respecto al vehículo (p = 0.0304), 

mientras que las dosis baja y alta (3 y 30 mg/kg , respectivamente) no fueron 

estadísticamente diferentes del control. Esto puede interpretarse como un potencial 

efecto antidepresivo de la administración aguda de 10 mg/kg de MACOMCH-01. 

Los resultados graficados se pueden observar en la Figura 13. 

 

Figura 13. (A) Latencia a primera inmovilidad (p = 0.4027) y (B) tiempo acumulado de 

inmovilidad (p = 0.0332) de ratones sometidos a la prueba de nado forzado. Los resultados 

están expresados en media ± error estándar medio. 
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6.1.2. MACOMCH-01 no muestra propiedades ansiogénicas en la 

prueba de caja clara oscura 

El potencial efecto ansiolítico de MCH fue evaluado a mediante el número 

de transiciones, latencia a caja oscura y duración en caja clara de la prueba caja 

clara-oscura. 

Los residuales de los resultados de número de transiciones cumplieron los 

criterios de linealidad (Anexo 12), normalidad (p = 0.8481), homocedasticidad (p 

= 0.5361) e independencia (p = 0.2734), por lo que se ajustaron al modelo de 

regresión simple. Al aplicar la prueba de ANOVA al modelo de regresión de 

número de transiciones, se determinó que no existía diferencias significativas en 

ningún grupo (p = 0.077), pese a que se observó una tendencia a incrementarse en 

el grupo midazolam (Figura 14). 

Con respecto a la latencia de ingreso a caja oscura, se observó que los 

residuales cumplieron los supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad (p = 

0.434) e independencia (p = 0.8473), pero falló en la prueba de homocedasticidad 

(p = 0.008). Por este motivo, estos resultados no fueron ajustados a un modelo de 

regresión lineal y fueron evaluados con una prueba no paramétrica. Al aplicarse la 

prueba de Kruskal-Wallis, se determinó que no existió diferencias significativas en 

ningún grupo experimental (p = 0.1109), pese a observarse una tendencia a 

disminuir en el grupo que recibió midazolam (Figura 14). 

Los residuales de la variable duración en caja clara evidenciaron el 

cumplimiento de los supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad (p = 0.613), 

homocedasticidad (p = 0.1074) e independencia (p = 0.2264), por lo que fueron 



 

 

 
70 

ajustados al modelo de regresión lineal. Al aplicar la prueba de ANOVA a la 

duración en caja clara, se determinó que no existía diferencias significativas en 

ningún grupo (p = 0.088), pese a que se observó una tendencia a incrementarse en 

el grupo midazolam (Figura 14). 

 

 

Figura 14. (A) Número total de transiciones entre caja clara-oscura (p = 0.077), (B) 

latencia al primer ingreso a la caja oscura (p = 0.8473) y (C) tiempo acumulado de 

permanencia en la caja clara (p = 0.088) de ratones sometidos a la prueba de caja clara 

oscura. Los resultados están expresados en media ± error estándar medio. 

 

6.1.3. MACOMCH-01 incrementa la actividad locomotora pero no 

muestra propiedades ansiogénicas en la prueba de campo abierto  

La prueba de campo abierto tuvo como finalidad evaluar el efecto de la 

administración de la macamida en el sistema locomotor y en el comportamiento 

tipo ansioso del ratón.  
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El efecto en la locomoción del ratón se evaluó comparando la distancia 

recorrida y el tiempo de inmovilidad del ratón. El análisis de los resultados 

evidención que, tanto la variable distancia recorrida como tiempo de inmovilidad 

cumplieron los supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad (pdistancia = 0.4266 

y pinmovilidad = 0.2013), homocedasticidad (pdistancia = 0.5807 y pinmovilidad = 0.0584) e 

independencia (pdistancia = 0.6342 y pinmovilidad = 0.3812), por lo que fue factible el 

uso del modelo de regresión simple. La prueba de t de Student detectó una 

diferencia significativa en la distancia recorrida entre el grupo vehículo y el grupo 

que recibió 10 mg/kg i.p de macamida (p = 0.010). Sin embargo, no se detectó 

diferencia significativa en el tiempo de inmovilidad de ambos grupos 

experimentales (p = 0.6036). La representación gráfica de los resultados se aprecia 

en la Figura 15. 

 

Figura 15. (A) Distancia total recorrida en el campo (p = 0.010) y (B) tiempo acumulado 

de inmovilidad (p = 0.6036) de ratones sometidos a la prueba de campo abierto para la 

evaluación del efecto locomotor de MCH. Los resultados están expresados en media ± error 

estándar medio 
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El potencial efecto ansiolítico del ratón se evaluó comparando la frecuencia 

y permanencia del ratón en la zona central del campo abierto. El análisis de los 

resultados evidención que, tanto la variable frecuencia en zona central como tiempo 

en zona central cumplieron los supuestos de linealidad (Anexo 12), normalidad 

(pfrecuencia = 0.9319 y ptiempo = 0.9797), homocedasticidad (pfrecuencia = 0.2596 y ptiempo 

= 0.0832) e independencia (pfrecuencia = 0.3227 y ptiempo = 0.2914), por lo que fue 

factible el uso del modelo de regresión simple. Al compararse las medias de la 

frecuencia en zona central de ambos grupos experimentales usando la prueba de t 

de Student, no se encontraron diferencias significativas (p = 0.9695). De igual 

forma, al evaluarse el tiempo de permanencia en zona central tampoco se 

encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0.2255). La 

representación gráfica de los resultados se aprecia en la Figura 16. 

 

Figura 16. (A) Frecuencia de ingreso al cuadrante central del campo (p = 0.9695) y (B) 

tiempo acumulado de permanencia en la zona central (p = 0.2255) de ratones sometidos a 

la prueba de campo abierto para la evaluación del efecto ansiogénico de MCH. Los 

resultados están expresados en media ± error estándar medio 
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6.2.Análisis molecular 

6.2.1. MACOMCH-01 incrementa el nivel de expresión de Faah y Cnr1 

en núcleo accumbens 

 

Al realizarse las pruebas de estandarización del método de análisis 

molecular, se encontró que los genes Cnr2 y Napepld no se expresaban de manera 

significativa en el núcleo accumbens, por lo que estos genes fueron excluidos del 

análisis molecular. Para los demás genes de interés (Faah, Cnr1, Drd1 y Drd2), 

junto con el gen normalizador (18S), se realizaron las pruebas estadísticas de 

comprobación de supuestos de modelo de regresión simple. Los resultados, los 

cuales se muestran en la Tabla 12 y el Anexo 12, evidenciaron que pese a que 

poseían distribución normal de residuales, estos fallaron en comprobar los demás 

supuestos, por lo que se optó por aplicar pruebas de comparación no paramétricas. 

Tabla 12. Resultados de pruebas estadísticas para comprobación de supuestos del 

modelo de regresión simple en resultados del análisis molecular 

Supuesto del 

modelo 
Faah Cnr1 Drd1 Drd2 

Normalidad 0.1368 0.2379 0.2258 0.0940 

Homocedasticidad 0.0089 0.0273 0.0045 0.1104 

Independencia 1.193 e-5 0.0162 3.865 e-5 0.0002 

La prueba de Kruskal-Wallis aplicada a la expresión de Faah en los 5 grupos 

detectó una diferencia significativa en al menos uno de los grupos (p =  0.0226). 

Luego de aplicarse la prueba post hoc de Dunn con corrección de Benjamini-

Hochberg, se detectó que en el grupo MCH 30mg/kg existía un incremento 

significativo (p = 0.0352) de 2.9 veces la expresión de Faah en comparación con el 

vehículo. Los grupos MCH 3mg/kg, 10 mg/kg y fluoxetina no presentaron 
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diferencias significativas con el grupo vehículo o con el grupo MC 30mg/kg (Ver 

Tabla 13 y Figura 17). 

Tabla 13. Cambios de nivel de expresión de Faah en grupos experimentales comparados 

con el grupo control (vehículo).  

Cambios de nivel 

de expresión 

MCH 3 

mg/kg 

MCH 10 

mg/kg 

MCH 30 

mg/kg 
Fluoxetina 

Fold change 

(valor de p) 

2.35 

(0.1015) 

1.85 

(0.4071) 

2.83 

(0.0352*) 

1.67 

(0.5665) 

 

 

Figura 17. Cambios de nivel de expresión del gen Faah en núcleo accumbens de ratones 

de los grupos MCH y fluoxetina en comparación con el grupo vehículo (p =0.0226). Los 

resultados están expresados en media ± error estándar medio 
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Para el caso del gen Cnr1, la prueba de Kruskal-Wallis mostró una 

diferencia significativa en uno de los 5 grupos experimentales (p = 0.0004). La 

prueba de Dunn con corrección Benjamini-Hochberg evidención que no existió 

diferencias significativas en la expresión de Cnr1 entre el grupo vehículo que el 

grupo que recibió MCH 3mg/kg (p = 0.8949). No obstante, se observó que los grupo 

MCH 10mg/kg, MCH 30mg/kg y fluoxetina sí eran significativamente diferentes al 

control al expresar el gen Cnr1 hasta 4.3 veces más (Ver Tabla 14 y Figura 18). 

Tabla 14. Cambios de nivel de expresión de Cnr1 en grupos experimentales comparados 

con el grupo control (vehículo).  

Cambios de nivel 

de expresión 

MCH 3 

mg/kg 

MCH 10 

mg/kg 

MCH 30 

mg/kg 
Fluoxetina 

Fold change 

(valor de p) 

1.13 

(0.8949) 

4.28 

(0.0063*) 

3.63 

(0.0191*) 

4.05 

(0.0128*) 

 

 

Figura 18. Cambios de nivel de expresión del gen Cnr1 en núcleo accumbens de ratones de los 

grupos MCH y fluoxetina en comparación con el grupo vehículo (p =0.0004). Los resultados 

están expresados en media ± error estándar medio 
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6.2.2. MACOMCH-01 no produce cambios significativos en los niveles 

de expresión de Drd1 y Drd2 en núcleo accumbens 

 

La prueba de Kruskal-Wallis mostró que existía una diferencia significativa 

en alguno de los 5 grupos experimentales en cuanto a la expresión del gen Drd1. 

Esta diferencia fue detectada empleando el test de Dunn con corrección Benjamini-

Hochberg, el cual indicó que existía una diferencia significativa entre el grupo 

MCH 3 mg/kg y el grupo fluoxetina (p = 0.0371). No obstante, no existía una 

diferencia significativa entre el grupo vehículo y los demás grupos experimentales 

(Ver Tabla 15 y Figura 19). 

Tabla 15. Cambios de nivel de expresión de Drd1 en grupos experimentales comparados 

con el grupo control (vehículo).  

Cambios de nivel 

de expresión 

MCH 3 

mg/kg 

MCH 10 

mg/kg 

MCH 30 

mg/kg 
Fluoxetina 

Fold change 

(valor de p) 

0.59 

(0.4339) 

0.90 

(0.5454) 

1.18 

(0.9586) 

1.90 

(0.3696) 

 

 

Figura 19. Cambios de nivel de expresión del gen Drd1 en núcleo accumbens de ratones de los 

grupos MCH y fluoxetina en comparación con el grupo vehículo (p =0.0371). Los resultados están 

expresados en media ± error estándar medio 
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Finalmente, la evaluación de la expresión del gen Drd2 mediante la prueba 

de Kruskal-Wallis también mostró diferencia significativa en alguno de los grupos 

(p = 0.0029). Al emplearse la prueba de Dunn con corrección Benjamini-Hochberg 

se detectó que la diferencia significativa estaba entre el grupo MCH 3mg/kg y 

fluoxetina (p = 0.0027) y el grupo MCH 10 mg/kg y grupo fluoxetina (p = 0.0101). 

Sin embargo, no se detectó una diferencia significativa entre el grupo vehículo y 

los demás grupos experimentales (Ver Tabla 16 y Figura 20). 

 

 

Figura 20. Cambios de nivel de expresión del gen Drd2 en núcleo accumbens de ratones de los 

grupos MCH y fluoxetina en comparación con el grupo vehículo (p =0.0101). Los resultados están 

expresados en media ± error estándar medio 

 

Tabla 16. Cambios de nivel de expresión de Drd2 en grupos experimentales comparados 

con el grupo control (vehículo).  

Cambios de nivel 

de expresión 

MCH 3 

mg/kg 

MCH 10 

mg/kg 

MCH 30 

mg/kg 
Fluoxetina 

Fold change 

(valor de p) 

0.47 

(0.1307) 

0.60 

(0.2387) 

0.89 

(0.7356) 

1.53 

(0.2707) 
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VII. DISCUSIÓN 

 

Los resultados obtenidos en la presente investigación evidencian que la 

administración intraperitoneal de 10 mg/kg de (9Z,12Z)-N-benciloctadeca-9,12-

dienamida o N-bencillinoleamida (MACOMCH-01) reduce el comportamiento tipo 

depresivo en modelo murino de estrés agudo, sin afectar el estado ansioso o 

locomotor.  

En efecto, el grupo de ratones que recibió  la dosis intermedia de 10 mg/kg 

i.p. de MACOMCH-01 redujo significativamente el tiempo acumulado de 

inmovilidad en la prueba de nado forzado, mientras que los grupos que recibieron 

las dosis baja y alta de 3 y 30 mg/kg i.p., respectivamente, mostraron una tendencia 

a la reducción, aunque esta no fue significativa. La reducción en la duración de 

inmovilidad de la dosis intermedia puede interpretarse como la reducción del 

comportamiento tipo depresivo a través de la disminución del tiempo en que el ratón 

permanece en estado de desesperanza frente al estrés inescapable (Yankelevitch-

Yahav, Franko, Huly, & Doron, 2015). Este resultado concuerda con lo evidenciado 

por otros inhibidores de FAAH, los cuales en diversas pruebas comportamentales 

también redujeron el tiempo de inmovilidad en ratones expuestos no solo a estrés 

agudo (Ebrahimi-Ghiri, Shahini, Khakpai, & Zarrindast, 2019; Griebel et al., 2018; 

Navarria et al., 2014; Sartim, Moreira, & Joca, 2017), sino también a modelos de 

estrés crónico (Alteba et al., 2020; Bortolato et al., 2007; Carnevali et al., 2015; 

Jiang et al., 2019), e incluso en modelos genéticos (Vinod et al., 2012) y 

farmacológicos (Ebrahimi-Ghiri, Khakpai, & Zarrindast, 2021). Con respecto al 

posible mecanismo de acción relacionado al efecto antidepresivo, estudios in-vitro 

determinaron que MACOMCH-01 tiene la capacidad de inhibir a la enzima FAAH 
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(Alasmari et al., 2019; Wu et al., 2013). Otros fármacos inhibidores de FAAH como 

URB597 y SSR411298 ya han demostrado, in-vivo, tener la capacidad de 

incrementar los niveles de anandamida en encéfalo y poseer efectos antidepresivos 

en modelos de estrés (Bortolato et al., 2007; Griebel et al., 2018). Asimismo, el uso 

concomitante de antagonistas de receptores CB1 abole el efecto antidepresivo 

producido por los inhibidores FAAH (Adamczyk, Gołda, McCreary, Filip, & 

Przegaliński, 2008; Gobbi et al., 2005), evidenciando que tal efecto es mediado por 

la señalización endocannabinoide. Dado lo anterior es posible hipotetizar que 

MACOMCH-01 produce un efecto antidepresivo mediante el incremento 

significativo de la biodisponibilidad de endocannabinoides en el encéfalo debido a 

su capacidad inhibitoria de FAAH. Esta hipótesis podría ser explorada en futuros 

estudios mediante la cuantificación de anandamida en encéfalo y su relación con el 

efecto antidepresivo ya demostrado en la presente investigación. Asimismo, es 

posible evaluar si MACOMCH-01 actúa exclusivamente a través de la vía 

endocannabinode mediante el uso de antagonistas CB1. Es importante resaltar que 

pese a que la dosis intermedia tuvo un efecto en el comportamiento tipo depresivo 

en los ratones, la dosis más baja y alta no tuvieron el mismo efecto. Este fenómeno 

otorga a la curva dosis-respuesta de MACOMCH-01 una forma de “U” 

característica de los fármacos endocannabinoides (Linares et al., 2019). En efecto, 

otros agonistas directos de receptores CB1 como cannabidiol (Zanelati, Biojone, 

Moreira, Guimaraes, & Joca, 2010) e incluso inhibidores FAAH como AA-5HT 

(Kirkedal, Wegener, Moreira, Joca, & Liebenberg, 2017)  reducen 

significativamente el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado solo en 

la dosis intermedia, siendo no significativo en las dosis más altas y más bajas. Frente 
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a este fenómeno, Kirkedal et al. (2017) hipotetizaron que a dosis bajas, los 

inhibidores FAAH no incrementaban considerablemente los niveles de anandamida 

como para tener un efecto comportamental. A dosis moderadas, esta inhibición 

lograba incrementar la biodisponibilidad de anandamida lo suficiente como para 

activar los receptores CB1 produciendo un efecto antidepresivo. Sin embargo, a 

dosis altas, era la misma anandamida que activaba los receptores TRPV1, asociados 

a la aparición de síntomas tipo depresivos, reduciendo el efecto y produciendo la 

curva dosis-respuesta en forma de “U”. La administración de MACOMCH-01 

también produjo una tendencia a incrementar la latencia para el primer periodo de 

inmovilidad en la prueba de nado forzado. Esto puede ser interpretado como un 

mayor tiempo del ratón para entrar en el periodo de desesperanza, por ende, un 

efecto tipo antidepresivo (Castagne, Porsolt, & Moser, 2009). No obstante, este 

incremento no fue estadísticamente significativo.  

Con respecto al estudio de los potenciales efectos secundarios de 

MACOMCH-01, una afección significativa en la locomoción del ratón constituye 

no solo un potencial efecto adverso, sino también un sesgo en la evaluación del 

efecto antidepresivo. Un incremento en la movilidad del roedor puede expresarse 

en una disminución de la inmovilidad en la prueba de nado forzado e interpretación 

errada de efecto antidepresivo. Dado lo anterior, la evaluación del efecto locomotor 

producto de la administración de MACOMCH-01 es imprescindible. Existe 

evidencia de que el uso de agonistas cannabinoides en roedores pueden producir 

alteraciones en el movimiento (Gamage et al., 2020). Asimismo, se ha descrito que 

este efecto en la locomoción podría ser dosis dependiente. Se ha observado que, 

dosis altas de agonistas CB1 producen un efecto hipolocomotor, mientras que a 
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dosis bajas el efecto es el contrario (Drews, Schneider, & Koch, 2005; Polissidis et 

al., 2013). Otro estudio determinó que el tetrahidrocannabinol tenía un efecto 

trifásico en el que la actividad locomotora, la cual disminuye, se incrementa y 

vuelve a disminuir a medida que la dosis va aumentándose (Sanudo-Pena, Romero, 

Seale, Fernandez-Ruiz, & Walker, 2000). Para evaluar este potencial efecto dosis-

dependiente se empleó la prueba de campo abierto. En dicha prueba se observó que 

no existía una diferencia significativa en el tiempo de inmovilidad entre grupo 

control y grupo MACOMCH-01. No obstante, al evaluarse la distancia total 

recorrida durante los 10 minutos de evaluación, el grupo MACOMCH-01 10mg/kg 

presentó un incremento significativo con respecto al control. Al mantenerse 

inalterada la inmovilidad del ratón durante la prueba de campo abierto se concluyó 

que era evidencia suficiente para descartar el posible sesgo locomotor en la 

evaluación antidepresiva mediante la prueba de nado forzado. Con respecto al 

incremento en la distancia recorrida, estos resultados concuerdan con otros estudios 

que evidencian que, no solo la inhibición de FAAH sino también la de 

monoacilglicerol lipasa, enzima con similar función, incrementan dicho parámetro 

(Bedse et al., 2018). Sin embargo, existen también otros estudios que muestran que 

el uso de inhibidores FAAH no solo no tuvieron efecto alguno en la locomoción 

(El-Alfy et al., 2019) sino que incluso la redujeron (Sufian, Amin, & Ali, 2021). 

Estos antecedentes, a priori contradictorios, pueden ser explicados a través de los 

estudios realizados en agonistas cannabinoides y el efecto locomotor que estos 

ejercen dependiendo de la concentración de administración. Es probable que, al 

igual que los agonistas cannabinoides, los inhibidores FAAH influyan en la 

locomoción de manera dosis-dependiente. Esto indica que la locomoción es un 
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aspecto complejo que necesita ser estudiado a profundidad en futuras 

investigaciones. 

El efecto ansiogénico se evaluó a través de la prueba de caja clara oscura y 

prueba de campo abierto. En la prueba de caja clara oscura no se encontró ninguna 

diferencia significativa en el número de cruces entre cajas, latencia para entrar a la 

caja oscura o permanencia en la caja clara. Estos hallazgos indican que los ratones 

que recibiendo la macamida no sufrieron alteraciones en el comportamiento de 

exploración y escape de lugares riesgosos. De igual forma, en la prueba de campo 

abierto no se observó diferencias significativas en el número de ingresos al campo 

central o su permanencia en el mismo. Ambas pruebas descartaron posibles efectos 

ansiogénicos en ratones que recibieron la administración de MACOMCH-01. En la 

actualidad se han realizado diversos estudios que intentan relacionar el efecto de la 

activación de receptores endocannabinoides con la conducta ansiosa (García-

Gutiérrez, Navarrete, Gasparyan, & Manzanares, 2021). Es interesante observar 

que muchos de estos resultados pueden llegar a contradecirse. Se ha reportado que 

la activación de los receptores endocannabinoides podría tener efectos ansiolíticos 

(Lucas Luz et al., 2020; Papagianni & Stevenson, 2019; Patel & Hillard, 2006), 

mientras que otros estudios apuntan a que este efecto es ansiogénico  

(Bhattacharyya et al., 2017; Moreira et al., 2009). Este escenario de aparente 

contradicción podría ser explicado en relación a qué región cerebral está siendo 

modulada por la activación de receptores endocannabinoide. Se ha observado que 

la activación en amígdala basolateral (Bhattacharyya et al., 2017; Ganon-Elazar & 

Akirav, 2009) produce el efecto ansiogénico, mientras que la activación de la 

señalización por vía hipocampal tendría efectos ansiolíticos (Campos et al., 2013). 
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Con respecto al uso de inhibidores FAAH, estos han evidenciado efecto ansiolítico 

mediante acción en amígdala cerebral (Gunduz-Cinar, Hill, McEwen, & Holmes, 

2013) y ansiogénico cuando es administrado en hipocampo ventral (Roohbakhsh, 

Keshavarz, Hasanein, Rezvani, & Moghaddam, 2009). Sin embargo, a la fecha no 

se han reportado estudios que evidencien el efecto de los inhibidores FAAH en el 

sistema endocannabinoide del núcleo accumbens. El efecto de MACOMCH-01 

como inhibidor FAAH en el núcleo accumbens constituye un antecedente novedoso 

y será discutido más adelante. 

Como se ha visto anteriormente, el efecto de inhibidores FAAH en modelos 

de depresión ya ha sido ampliamente estudiado. No obstante, su influencia en el 

circuito mesolímbico, más específicamente en el núcleo accumbens, aún requiere 

más estudios. Por los antecedentes in vitro se sabe que MACOMCH-01 inhibe la 

actividad de FAAH. Sobre cómo MACOMCH-01 esté produciendo un potencial 

efecto antidepresivo en el modelo agudo a través del circuito mesolímbico puede 

ser explicado con la siguiente hipótesis. El núcleo accumbens, conformado 

principalmente por neuronas GABAérgicas (MSN-D1 y -D2) recibe proyecciones 

neuronas dopaminérgicas provenientes del área tegmental ventral. Estas terminales 

dopaminérgicas, a su vez, son controladas por terminaciones glutamatérgicas 

provenientes del hipocampo y corteza prefrontal, las cuales al ser activadas 

incrementan la liberación de dopamina  (Julian et al., 2003; Riegel & Lupica, 2004)  

Son estas terminaciones glutamatérgicas las que expresan los receptores CB1 y 

modulan la liberación de dopamina en el núcleo accumbens (Covey et al., 2017; 

Julian et al., 2003). En los modelos de estrés agudo se ha descrito que existe un 

incremento de liberación de dopamina en el núcleo accumbens (Garcia-Keller et 
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al., 2013; Holly, DeBold, & Miczek, 2015; Laplante, Dufresne, Ouboudinar, 

Ochoa-Sanchez, & Sullivan, 2013). La inhibición de FAAH por MACOMCH-01 

incrementaría la biodisponibilidad de anandamida, la cual actuaría en los receptores  

CB1 en las terminaciones glutamatérgicas, reduciendo su potencial excitatorio 

postsináptico glutamatérgico y, como consecuencia, modulando la liberación 

exacerbada de dopamina en el modelo agudo. Esta hipótesis es reforzada por la 

evidencia de que la administración de inhibidores de monoacilglicerol lipasa (otra 

enzima que hidroliza endocannabinoides), incrementa la biodisponibilidad de 2-AG 

y disminuye la liberación de dopamina  (Mateo et al., 2017). Asimismo, se ha 

descrito que las neuronas dopaminérgicas presentan receptores CB2, los cuales al 

ser activados por la anandamida también disminuyen la neurotransmisión 

dopaminérgica (Zhang et al., 2017). Dados todos los antecedentes mencionados, 

una forma de evaluar indirectamente los cambios neurobiológicos producto de la 

administración de MACOMCH-01 en el modelo de estrés agudo es mediante las 

variaciones en la expresión temprana de genes relacionados a la neurotransmisión 

dopaminérgica y endocannabinoide. 

Es importante resaltar que todos los análisis por qPCR evalúan la expresión 

de mRNA presente en los núcleos celulares, por lo que los resultados de los análisis 

de los genes Faah, Napepld, Cnr1, Cnr2, Drd1 y Drd2 corresponden al total de 

mRNA encontrado en las células del núcleo accumbens, el cual está conformado 

por MSN-D1, MSN-D2 e interneuronas colinérgicas. Al realizarse el análisis 

molecular, se observó que los genes Napepld y Cnr2 no se expresaron lo suficiente 

como para ser detectados y cuantificados. A la fecha existen pocos estudios que 

evalúen la expresión del gen Napepld en núcleo accumbens, entre los cuales 
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destacan uno realizado en un modelo de exposición crónica intermitente a alcohol 

en ratas Wistar (Henricks et al., 2016) y otro que solo evalúa la expresión proteica 

de NAPE-PLD en núcleo accumbens de monos Vervet (Kucera et al., 2018). Una 

posible causa de que la expresión de mRNA Napepld no haya podido ser detectada 

puede ser debido a que esta proteína, por ende el gen, solo se expresa a demanda 

frente a situaciones de exceso de neurotransmisión, por lo que es de esperarse que 

su síntesis esté sujeta a momentos puntuales y no de manera constante ni ubicua. 

Con respecto a la expresión de Cnr2 en núcleo accumbens, si bien existen estudios 

que la analizan junto con la expresión de Cnr1 (Gasparyan, Navarrete, Rodríguez-

Arias, Miñarro, & Manzanares, 2021) este gen se expresa predominantemente en el 

sistema periférico cumpliendo una función inmunológica (Atwood & Mackie, 

2010; Gong et al., 2006), por lo que otros estudios optan por analizar su expresión 

en otras regiones periféricas tales como bazo y médula ósea (Llorente-Berzal et al., 

2013). Esta limitante en la detección de expresión de Napepld y Cnr2 no constituye 

un impedimento al alcance de los objetivos del presente estudio. Aun así, los bajos 

niveles de expresión de los genes mencionados es una limitación que puede ser 

abordada en futuros estudios mediante la disección de otras regiones cerebrales y 

una mayor cantidad de tejido. 

La administración de MACOMCH-01 y fluoxetina produjeron una 

tendencia al incremento del nivel de expresión del gen Faah en núcleo accumbens, 

siendo esta tendencia significativa a una dosis de 30mg/kg de MACOMCH-01. Se 

ha descrito que el gen Faah es regulado por la acción de receptores glucocorticoides 

y estrogénicos (Waleh, Cravattb, Apte-Deshpandea, Teraoa, & Kilduf, 2002) no 

obstante, el mecanismo por el cual la administración de inhibidores FAAH  podría 
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regular la expresión de Faah aún no ha sido estudiado. Es plausible proponer que 

este incremento en expresión de Faah se deba a un mecanismo de adaptación 

temprana producto del bloqueo funcional de la enzima FAAH, sin embargo, esta 

hipótesis deberá ser evaluada en futuros estudios. Con respecto a la relación entre 

los cambios de expresión de Faah y el estrés o uso de antidepresivos, a la fecha no 

se han publicado estudios que evidencien un incremento o disminución de la 

expresión del gen en el núcleo accumbens bajo exposición a modelos de estrés 

agudo. No obstante, existen algunos estudios que evidencian que el modelo de 

restricción aguda no produce cambios rápidos en la actividad de la enzima FAAH 

en núcleo accumbens (Rademacher et al., 2008). En modelos de estrés crónico se 

ha observado que tanto la expresión de mRNA Faah (Marco et al., 2014), como la 

expresión proteica (Romano-López et al., 2016) y su actividad enzimática (Alteba 

et al., 2020) se ven significativamente reducidas. Asimismo, se ha observado que 

el uso del antidepresivo imipramina tiende a incrementar la actividad de FAAH en 

esta región cerebral (Hill et al., 2008). Si bien los modelos de estrés crónico pueden 

producir efectos distintos a los obtenidos en los modelos agudos y no es 

recomendable compararlos directamente, se puede observar que, en general, el 

estrés tiende a reducir la actividad de FAAH en núcleo accumbens, mientras que el 

uso de antidepresivos la incrementa. Esto último coincide con el incremento de 

mRNA Faah observado en los grupos experimentales que recibieron tratamiento, 

tanto de macamida como de fluoxetina. 

Se observó también que el nivel de expresión del gen Cnr1 se incrementó 

sustancialmente con la administración de MACOMCH-01 a dosis de 10 mg/kg y 

30 mg/kg, además de la administración de fluoxetina. Actualmente no se han 
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publicado estudios que evidencien que el uso de inhibidores FAAH afecten 

directamente la expresión de Cnr1 en núcleo accumbens luego de la exposición a 

estrés agudo. Sin embargo, evidencia in-vitro sugiere que la activación de 

receptores dopaminérgicos D2 y receptores cannabinoides CB1 por sus respectivos 

ligandos incrementan la expresión de mRNA Cnr1 a través de una vía común que 

involucra la subunidad Gi/o y el incremento de la fosforilación de ERK1/2 (Chiang, 

Lo, & Chen, 2013). Considerando que se ha descrito que la exposición a estrés 

agudo incrementa la liberación de dopamina en el núcleo accumbens (Garcia-Keller 

et al., 2013; Holly et al., 2015; Laplante et al., 2013),  así como la fosforilación de 

ERK1/2 (Contesse et al., 2021) es posible especular que el estrés agudo por sí solo 

esté incrementando la expresión de mRNA Cnr1 mediante la activación de D2R. 

Adicionalmente a esto, los inhibidores FAAH como MACOMCH-01 incrementan 

la biodisponibilidad de anandamida, la cual promovería la activación de los 

receptores CB1. Esta activación conjunta de D2R y CB1 podría ser la responsable 

del incremento de mRNA de Cnr1 en los grupos que recibieron MACOMCH-01 en 

comparación de los controles estresados. Esta hipótesis aditiva del efecto de D2R y 

CB1 está respaldada por los resultados obtenidos por Chiang et al. (2013) que 

observaron que la activación de ambas vías incrementaría más la expresión de Cnr1 

en comparación a si se hubieran activado la vía D2R o CB1R independientemente.  

Finalmente, se observó que la administración de MACOMCH-01 no 

modificó significativamente la expresión de los genes Drd1 y Drd2 con respecto al 

vehículo. No obstante, se observó una tendencia a disminuir con la dosis de 3mg/kg 

y desde allí aumentar la expresión hasta alcanzar valores similares al vehículo con 

la dosis de 30mg/kg. Si bien se ha descrito que la expresión génica de Drd1 y Drd2 
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es afectada por modelos de estrés crónico (Köhler et al., 2019; Wearick-Silva et al., 

2019) a la fecha no hay evidencia de que esta sea afectada por modelos de estrés 

agudo o si la administración aguda de inhibidores FAAH modifican esta expresión 

en el núcleo accumbens. Futuros estudios serán necesarios para comprobar si esta 

invariabilidad en la expresión génica se mantiene en modelos de estrés crónico. Por 

otro lado, se encontró un incremento significativo en la expresión de Drd1 y Drd2 

en el grupo fluoxetina comparado con los grupos MACOMCH-01 de dosis más 

bajas. Actualmente no se dispone de información con respecto al efecto de 

fluoxetina en un modelo de estrés agudo. No obstante se ha reportado que la 

administración crónica de fluoxetina y sertralina, otro inhibidor selectivo de la 

recaptación de serotonina, incrementan la expresión del gen Drd1  (Dziedzicka-

Wasylewska, Willner, & Papp, 1997; Huzarska, Zieliński, & Herman, 2006) en 

núcleo accumbens  y en hipocampo (Kobayashi, Haneda, Higuchi, Suhara, & 

Suzuki, 2012)  aunque el mecanismo de tal incremento de expresión aún no está 

descrito. 

Nuestros resultados en el presente estudio posicionan a MACOMCH-01 

como un fármaco con potencial efecto antidepresivo sin efectos secundarios 

ansiogénicos o que afecten la locomoción. No obstante, es importante resaltar que 

estos resultados han sido estudiados en un modelo agudo. Los modelos agudos son 

empleados para obtener datos iniciales que sirvan como cribado rápido de 

potenciales fármacos antidepresivos (Krishnan & Nestler, 2011). La principal 

limitación de estos estudios recae en que no replica la dimensión crónica del 

trastorno depresivo. Asimismo, otra limitante del modelo crónico de nado forzado 

es que, al ser este modelo y herramienta a ser puesto a prueba no permite diseñar 
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un experimento con la inclusión de un grupo control libre de estrés que serviría 

como línea base para las pruebas comportamentales y moleculares. Una limitación 

del estudio también reside en que se asume que el mecanismo de acción de la 

macamida es a través de la inhibición de FAAH e incremento de biodisponibilidad 

de endocannabinoides gracias a estudios in-vitro previos. No obstante, en un 

sistema complejo como lo es un animal vivo, la macamida podría estar actuando no 

solamente por vía endocannabinoides sino por vías inesperadas. Una forma de 

poder comprobar esta hipótesis sería mediante el uso de antagonistas de receptores 

endocannabinoides, los cuales se constituirían como controles negativos del efecto 

terapéutico de las macamida. Otra limitación importante involucra el nivel de 

inferencia que se puede obtener a partir de los experimentos moleculares. Los 

cambios en expresión génica permiten observar los cambios tempranos producto de 

intervenciones experimentales, no obstante, no necesariamente se correlacionan 

directa o linearmente con los cambios neurobiológicos responsables de las 

alteraciones comportamentales. Los cambios neurobiológicos como los 

morfológicos y electrofisiológicos se suceden a los cambios genéticos, por lo que 

es necesario comprobar la existencia de esta relación teórica entre ambos aspectos. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

▪ La administración intraperitoneal de MACOMCH-01 presenta una curva 

dosis-respuesta en forma de “U” para el efecto antidepresivo, siendo 

significativa solamente en la dosis intermedia de 10 mg/kg. No se evidenció 

afección ansiogénica o locomotriz importante. 

▪ La administración intraperitoneal de MACOMCH-01 incrementa la 

expresión de genes asociados a la vía endocannabinoides, mas no 

dopaminérgica, en el núcleo accumbens de ratones expuestos a estrés agudo. 
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IX. RECOMENDACIONES 

 

Dadas las limitaciones expuestas en el último parrafo de la sección 

Discusión, las siguientes recomendaciones son propuestas con la finalidad de a 

abordarlas mediante futuros estudios.  

 

▪ Comprobar el efecto antidepresivo de la macamida MACOMCH-01 en 

modelos agudos que permitan la inclusión de controles sin estrés para la 

descripción de línea base comportamental (por ejemplo,  modelos de 

restriccion aguda de movimiento o inyección de lipopolisacáridos). 

▪ Comprobar el efecto antidepresivo de la macamida en MACOMCH-01 en 

modelos de estrés crónico que repliquen el aspecto crónico de la etiología 

de la depresión clínica. De estos modelos, los más empleados son el de 

estrés crónico ligero y el de derrota social. 

▪ Contrastar los efectos de la macamida en la vía endocannabinoide con 

antagonistas endocannabinoides (como por ejemplo rimonabant) para 

comprobar que la vía de acción del fármaco es, en efecto, la vía 

cannabinoide. 

▪ Fortalecer la evidencia presentada en el estudio mediante la aplicación de 

técnicas que permitan evaluar directamente los cambios neurobiológicos 

asociados al incremento de expresión de genes endocannabinoides y 

dopaminérgicos. Entre estas técnicas estarían la cuantificación protéica por 

western blot e inmunohistoquímica, estudio electrofisiológico y de 

complejidad dendritica. 
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▪ Finalmente, estudiar el impacto generados por las alteraciones en núcleo 

accumbens en otras regiones cerebrales comunicantes con el circuito 

mesolímbico, tales como el hipocampo, área tegmental central, amígdala o 

corteza prefrontal medial.  
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XI. ANEXOS 

Anexo 1.  Certificados de análisis de drogas 

MACOMCH-01 

 



 

 

 

Anexo 1.  Certificados de análisis de drogas (continuación) 

Fluoxetina HCl 

 



 

 

Anexo 2.  Peso de ratones y dosis de drogas administradas 

 



 

 

Anexo 2.  Peso de ratones y dosis de drogas administradas (continuación) 

 

  



 

 

Anexo 3.  Composición de reactivos usados en biología molecular 

Mammalian Lysis Buffer (Buffer para lisado de células) 

Reactivo Concentración 

final 
Volumen (µL) 

TRIS-HCl 1M pH 8 25 mM 25 μL 

NaCl 5N 100 mM 20 μL 

Tx-100  0.1 % 10 μL 

SDS 10% 0.1 % 10 μL 

EDTA 0.5M pH 8 1 mM 2 μL 

2-mercaptoetanol 5% 50 μL 

Agua DEPC - 883 μL 

Volumen total - 1000 μL 

 

Agua DEPC (libre de nucleasas) 

Reactivo Concentración 

final 
Volumen (mL) 

H2O - 999 mL 

Dietilpolicarbonato (DEPC) 0.1 % 1 mL 

Volumen total - 1000 mL 

 

Buffer TBE 1X 

Reactivo Concentración 

final 
Cantidad 

TRIS base 0.1 M 5.4 g 

Ácido Bórico 0.1 M 2.75 g 

EDTA 0.5 M pH 8 0.02 M 2mL 

Agua DEPC - 498 mL 

Volumen total - 500 mL 

 

Gel de agarosa 

Reactivo 1 % 2 % 

Agarosa libre de nucleasas 0.4 g 0.8 g 

TBE 40 mL 40 mL 

Bromuro de etidio 5 μL 5 μL 

Volumen total 40 mL 40 mL 

  



 

 

Anexo 4.  Registro de medición de RNA pre y post tratamiento con DNAsa 

 

 

 



 

 

Anexo 5.  Resultados de integridad de RNA en proceso de extracción 

 

 

  



 

 

Anexo 6.  Geles de la prueba de contaminación por gDNA (PCR de 

confirmación) 

 

 

  



 

 

Anexo 7.  Información de genes blanco para qPCR 
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Anexo 8.  Información de genes blanco para qPCR 

 

  



 

 

Anexo 8.  Información de genes blanco para qPCR (continuación) 

 

  



 

 

Anexo 8.  Información de genes blanco para qPCR (continuación) 

 

 

  



 

 

Anexo 8.  Información de genes blanco para qPCR (continuación) 

 

  



 

 

Anexo 9.  Curva de eficiencia de 18S y Faah 

 

 

 



 

 

Anexo 9.  Curva de eficiencia de 18S y Faah (continuación) 

 

 

  



 

 

Anexo 9.  Curva de eficiencia de 18S y Faah (continuación) 

 

 



 

 

Anexo 9.  Curva de eficiencia de 18S y Faah (continuación) 

 

 

  



 

 

Anexo 10.  Cálculos para la creación de librería 

 

  



 

 

Anexo 10.  Cálculos para la creación de librería (continuación) 

 

  



 

 

Anexo 11.  Constancia de aprobación del Comité Institucional de Ética en 

Investigación de la UPCH 

 

  



 

 

Anexo 12.  Gráficas de linealidad de resultados comportamentales y 

moleculares 

Prueba de nado forzado 

 

Los residuales de latencia de inmovilidad no mostraron un patrón definido (línea 

roja horizontal), por lo que se comprobó supuesto de linealidad. 

 
Los residuales de duración de inmovilidad no mostraron un patrón definido (línea 

roja horizontal), por lo que se comprobó supuesto de linealidad. 

 
 

 

 

 

 

 

  



 

 

Anexo 12.  Gráficas de linealidad de resultados comportamentales y 

moleculares (continuación) 

Prueba de caja clara oscura 

Los residuales de número de transiciones no mostraron un patrón definido (línea 

roja horizontal), por lo que se comprobó supuesto de linealidad. 

 

 Los residuales de latencia caja oscura no mostraron un patrón definido (línea roja 

horizontal), por lo que se comprobó supuesto de linealidad. 

 

Los residuales de duración en caja clara no mostraron un patrón definido (línea roja 

horizontal), por lo que se comprobó supuesto de linealidad. 

 



 

 

Anexo 12.  Gráficas de linealidad de resultados comportamentales y 

moleculares (continuación) 

Prueba de campo abierto 

Los residuales de distancia recorrida y duración de inmovilidad no mostraron un 

patrón definido (línea roja horizontal), por lo que se comprobó supuesto de 

linealidad. 

 

Los residuales de frecuencia y tiempo de permanencia en zona central no mostraron 

un patrón definido (línea roja horizontal), por lo que se comprobó supuesto de 

linealidad. 

 

  



 

 

Anexo 12.  Gráficas de linealidad de resultados comportamentales y 

moleculares (continuación) 

Prueba de moleculares 

Los residuales de cambio de niveles de expresión de los genes Faah, Cnr1, Drd1 y 

Drd2 no mostraron un patrón definido (línea roja horizontal), por lo que se 

comprobó supuesto de linealidad. 

Faah      Cnr1 

 

 

Drd1      Drd2 

 

 

 

 


